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บทคัดยอ 
       การศกึษาความผดิปกติของปทูะเลไทย (Scylla serrata Forskal 1775) จากฟารมเล้ียงปู
ในจังหวัดสมุทรสงคราม ประเทศไทย ที่มีอาการโรคทองแดง พบวารางกายสวนนอกคือบริเวณ
ขอตอของขามีสีแดง ปูที่มีอาการทองแดงนั้นมอีาการเซื่องซึม เคล่ือนที่นอยและตายในที่สุด เมื่อ
เจาะ haemolymph มาตรวจสอบและพบวา haemolymph ของปูที่มีอาการทองแดงแบงไดเปน 3 
แบบ คือ haemolymph สีสม สีสมขาวและสีขาวคลายน้ํานม จากนั้นไดศึกษาอวัยวะภายในของปู
ที่มีอาการทองแดงพบวาอวัยวะภายในนิ่มเหลว สีซีดและเมื่อตัดเนื้อเย่ือจาก 7 อวัยวะ ที่
ประกอบดวย สวนที่ปกคลุมของรางกาย ตับ เหงือก กลามเนื้อทอง กลามเนื้อกามปู กระเพาะ
อาหารและกลามเนื้อหัวใจ นําไปศึกษาทางภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน พบ 
วาปูที่มีอาการของโรคทุกระยะมีการติดเชื้อแบคทีเรียที่มีรูปรางแทง แทงโคงงอและลักษณะกลม 
จากการศึกษาทางจุลชีววิทยาของปูที่มีอาการทองแดงสามารถแยกเชื้อเบคทีเรียได 4 สายพันธุ 
แตไมพบเชือ้แบคทีเรียในปูปกติ ในการศึกษาครั้งนี้พบวาปูที่มีอาการทองแดงเรียงจากที่มีอาการ
มากไปสูที่มีนอยคือปูที่ม ี haemolymph สีขาวคลายน้ํานม ปูที่มีน้ําเลือดสีสมขาวและปูที่มีน้าํ
เลือดสีสม ตามลําดับ ซึ่งสอดคลองกับการที่ปูติดเชื้อจากแบคทีเรียมากกวา 1 ชนิด จาก
การศึกษาคาดวาเชื้อแบคทีเรียอาจเขาไปภายในรางกายโดยเขาไปกับน้ําทะเลผานจากเหงือก
แลวเขาสูกระแสเลือดและไปยังสวนตางๆ ของรางกายได ผลจากการศึกษาปจจยัทางกายภาพ
ของฟารมเพาะเล้ียงปูตออัตราการตายของปู โดยใชตัวแปร 7 ตัวแปรคือ ความเปนกรด-ดางของ
น้ํา การวัดแสงที่ผิวน้ํา การวัดแสงที่ใตน้ํา ความโปรงแสงของน้ํา อณุหภูมิในน้ําและอุณหภูมิ
อากาศ ความเค็มของน้าํ ปริมาณออกซิเจนที่ละลายในน้ําและความเขมแสงบริเวณบอเล้ียง เมื่อ
วิเคราะหขอมูลดวยวิธี Stepwise method of variable selection พบวาไดแมแบบ (model) คือ

8.518 0.236ratio tempair= −  ไดแสดงวาอุณหภูมิอากาศที่ฟารมเพาะเล้ียงปูเปนปจจัยทาง
กายภาพที่มีผลตออัตราการตายของปู (มีผลเพียง 10.10% ซึ่งถือวาเมือ่เทียบไปแลวแทบจะไมมี
ผลตอการตายของปู) สวนปจจัยทางกายภาพอื่นๆ ไมมีผลตอการตายของปูแตอยางไร  
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Abstract  
Observation of abnormal mud crabs (Scylla serrata Forskal 1775), red sternum 

character, was carried out by collecting samples from crab farms in Samutsongkhram Province, 
Thailand. These crabs had soft carapaces, red chelae and joints, pale hepatopancreases, gills, 
and loose muscles. They also appeared less movement, and finally died. Examination of 
haemolymph revealed 3 broad stages of the syndrome, namely, orange, orange-white, and 
milky-white in colors. To identify the cause of syndrome, haemolymph and 7 organs of mud 
crabs; integuments, hepatopancreases, gills, abdominal muscles, claw muscles, stomachs, and 
hearts were dissected and histopathologically examined using transmission electron microscope 
(TEM) and scanning electron microscope (SEM). Closer examination found infection of rod-, 
curve rod-, and coccus-shape bacteria in all investigated organs and haemolymph. Isolation of 
microorganisms from the infected tissues of red sternum syndrome crabs resulted in 4 types of 
bacteria. No any microorganism growth observed in the normal crabs. The severity of the red 
sternum syndrome was in the order from milky-white, orange-white, and orange, respectively. 
This was in agreement with more than one type of bacterial infections found. It was postulated 
that the bacteria entered the crabs via gills, migrated through circulation, before reaching these 
organs. The result from physical factors showed the first-order regression model based on all 
predictor variables was fitted. The analysis was performed to relate the ratio of death mud crabs 
to these 7 environmental factors (pH, transparency, water temperature, air temperature, salinity, 
dissolved oxygen and light density) using stepwise method of variable selection. The model 
was 8.518 0.236ratio tempair= − . Temperature of air was the only parameter (from the selected 
environmental parameters) affecting the ratio of death mud crab accounting for 10.10%. 
Variation in other factors, not in the extent of this study, could be likely to have contributed to 
the residual variation in the data set. 
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หนาสรุปโครงการ (Executive Summary) 
ทุนพัฒนาศักยภาพในการทํางานวิจัยของอาจารยรุนใหม 2550 

สํานักงานคณะกรรมการการอุดมศึกษาและสํานักงานกองทุนสนบัสนุนการวิจัย 
 

 

1. ชื่อโครงการ: ศึกษาอาการทองแดงในปูทะเลไทย (Scylla serrata Forskal 1775): ปจจัย
ทางกายภาพ ชวีภาพและพยาธิชีววิทยา 
           : Study of Red Sternum Syndrome in Thai Mud Crabs (Scylla serrata 
Forskal 1775): Physical, Biological and Pathobiology Factors 
2. ชื่อหัวหนาโครงการ: ผูชวยศาสตราจารย ดร. มยุวา อารีกิจเสรี 
  2.1 สถานที่ทํางาน ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร วิทยาเขตพระราชวังสนาม   
                          จันทร อําเภอเมือง จังหวัดนครปฐม 73000  
                          โทรศัพท 034-243429, 034-273 045-6  
                          โทรสาร 034-255820 โทรศัพทมือถอื 081-4937640  
                          E-mail: maijackee@yahoo.com 
   2.2 ที่อยู          83/18 หมูบานราชาวดี ซอยพุทธบูชา 36 ถนนพุทธบูชา  
                          ตําบลบางมด อําเภอทุงคร ุจังหวัดกรุงเทพมหานคร 10140  
3. สาขาวิชาที่ทําการวิจัย: สาขาชีววิทยา 
5. ระยะเวลาดําเนินงาน: 2 ป 
6. บทนําเร่ืองปญหาที่ทําการวิจัยและความสําคัญของปญหา 

ปูทะเลเปนสัตวน้ําเศรษฐกิจของไทยที่มีมูลคาการสงออกสูง ซึ่งจากรายงานของ
กองประมงตางประเทศ กรมประมง (สรุปรายงานในเดือนธันวาคม พ.ศ. 2548) พบวา
การสงออกปูทะเลของไทยตลอดป พ.ศ. 2547 นั้นมีมูลคาสงูถึง 5,200 ลานบาท ซึ่งเห็น
ไดวาปูเปนสัตวทะเลที่ทาํใหเกษตรกรผูเล้ียงปูมีรายไดที่มั่นคง ตลอดจนปูทะเลเปน
อาหารโปรตีนที่ผูคนในประเทศนิยมบริโภคเปนอยางมากเพราะรสชาติดแีละมีคุณคาทาง
โภชนาการสูง แตการทําฟารมเพาะเลี้ยงปูทะเลในไทยนั้นเกษตรกรยังพบปญหาที่ทํา
ใหผลผลิตของปูลดลงอยางมาก โดยปูทะเลที่เพาะเลี้ยงเกิดอาการทองแดงและเมื่อเจาะ 
haemolymph พบวา haemolymph ของปูเปนสีสมออน สีสมเขม ตลอดจนเปนสีสมขาว
ถึงสีขาวขุน (สีคลายน้ํานม) ปูที่มีอาการนี้จะเคล่ือนไหวชาลง เซื่องซึม สุดทายไม
เคล่ือนที่และตายในที่สุด และเมื่อนาํปูที่มีอาการของโรคนี้ไปปรุงอาหาร เนื้อปูนั้นจะทาน
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ไมไดเพราะมีรสขมจึงทาํใหเกษตรกรขายปูนี้ไมได จึงทําใหมีรายไดนอยกวาที่ควรจะ
ไดรับ สาเหตุของอาการทองแดงนั้นยังไมมีผูใดศึกษามากอนวาเกิดขึ้นไดอยางไร เนื่อง 
จากในการเพาะเลี้ยงนั้นมีปูจํานวนหนึ่งมีอาการทองแดงแตก็ไมไดเปนกับปูทั้งหมดและ
จากการสืบคนขอมูลจากตางประเทศทําใหทราบวา ปทูี่มีอาการทองแดงนั้นมอีาการ
คลายกับปูที่เปนโรค Bitter crab disease (BCD) ในปู snow crab (Chionoecetes 
opilio) (Taylor และ Khan, 1995) หรือ Pink crab disease (PCD) ในปู edible crab 
(Cancer pagurus) (Stentiford และคณะ, 2002; Stentiford และคณะ, 2003)  ซึ่งมี
สาเหตุจากการติดเชื้อ Hematodinium sp. และเมื่อนําปมูาปรุงอาหารจะมีรสขมเชนกัน 
(Meyer และคณะ, 1987; Tayor และ Khan, 1995) สําหรับเชื้อ Hematodinium sp. 
จัดเปนพาราสิตชนิดหนึ่งที่เปนปญหาสําคัญในการเพาะเลี้ยงสัตวน้ําพวก crustaceans 
ยกตัวอยางเชน การแพรระบาดของ Hematodinium sp. ตอการประมงของปูและกุง โดย
เชื้อดังกลาวจะอาศัยอยูในไข กระเพาะอาหาร เนื้อเย่ือออนนุมและชองภายในลําตัวของ
โฮสต Shields (1994) Stentiford และคณะ (2002) รายงานวาปู edible crab (Cancer 
pagurus) ที่เปนโรค PCD มีโครงสรางของกลามเนื้อและเนื้อเย่ือตับที่แตกตางจาก
โครงสรางปกติตรงเซลลที่เรียกวา tubule cells ของตับและไมพบเซลลไขมัน นอกจากนี ้
Stentiford และคณะ (2003) ยังรายงานในปตอมาถึงการพบการติดเชื้อรวมกันของ 
Hematodinium sp และยีสตในปู edible crab (Cancer pagurus) และ velvet swimming 
crabs (Necora puber) สําหรับในประเทศไทยยังไมมีการรายงานการติดเชื้อหรืองมี
งานวิจัยที่เกี่ยวของกับโรคดังกลาวเลย  

นอกจากนั้นยังมีรายงานการระบาดของเชื้อรา Legenidium spp. และ Sirolpidium 
spp. (http://inco-cams.seafdec.or.ph/camshwp1.html) Chukanhom และ Hatai 
(2004) รายงานการติดเชื้อของไขป ู โดยเชื้อรา Saprolegnia, Achlya และ Allomyces 
และ Boeger และคณะ (2005) รายงานการระบาดของโรค Lethargic crab disease ซึ่งมี
สาเหตุมาจากราในดิวิชั่น Ascomycota ในปู mangrove crab (Ucides cordatus) 
นอกจากนี้ยังมีความเปนไปไดอีกวา อาจจะมีโรคที่เกิดจากเชื้อรา Aphanomyces, 
Leptolegnia  และ Fusarium ที่เกิดขึ้นไดกับไขปู เนื่องจากเชือ้ราเหลานี้สามารถกอให 
เกิดโรคแกสัตวน้ําและไขของสัตวน้ําไดหลายชนิด เชน ปู กุง ปลา และกบ เปนตน 
(Rand, 1996 Park และคณะ, 1978) ดังนั้นจึงกลาวไดวาโรคที่เกิดจากจุลชีพจงึเปน
สาเหตุสําคัญอยางหนึ่งของการฟกตัวออนและสามารถกอใหเกิดโรคในตัวออนได 
(Lindner, 2005)  

นอกเหนือจากการสํารวจจุลชีพทีต่ิดเชื้อในปูทะเลแลว การสํารวจตรวจสอบผลทาง 
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กายภาพของภาพแวดลอมและบริเวณรอบๆ ที่เพาะเลี้ยงปูก็มีความสําคญัอยางมาก เนื่อง 
จากสภาพแวดลอมจะมกีารแปรผันอยูตลอดเวลาแมภายในปเดียวกัน เชนความแตกตางของ
อากาศในแตละฤดูกาลอาจมีความผันผวนทางอากาศที่ไมเหมือนกัน ความแปรผันทางสภาพ 
แวดลอมนี้สงผลใหปูทะเลตองมีการปรับตัวในการดํารงชีวิตอยูตลอดเวลา ซึ่งขอมูลของระบบ
นิเวศวิทยานี้เปนขอมูลพื้นฐานอยางหนึ่งที่ใชในสํารวจหาสาเหตุของการเกิดโรคในปูทะเล 
ชนิดของเชือ้จุลชีพที่กอโรค กลไกการติดเชื้อรวมไปถึงการแพรระบาดของเชื้อโรคอีกดวย  

จากปญหาและขอมูลทั้งหมดที่รวบรวมได การศึกษาสาเหตุของการเกดิโรคที่แทจริงทํา
ใหสามารถหาวิธีทางปองกันและหาทางรักษาโรคได และเนื่องจากประเทศไทยยังไมมีการ
รายงานถึงการติดเชื้อดังกลาว ดังนั้นในการวิจัยครั้งนี้จึงเปนงานวิจัยพื้นฐานขั้นแรก แตมี
ความสําคัญเพื่อมุงเปาใหญในการที่จะกอประโยชนในการเพิม่ผลผลิตปูในอนาคต ในการ 
ศึกษาและการหาสาเหตุของโรคที่เกิดกับปูทะเลไดศึกษาปจจัยทางกายภาพของแหลงเพาะ 
เล้ียงที่มีความฝนแปรพรอมกับการศึกษาสภาพพยาธิชีววิทยาของอาการโรคในปูโดยใช
ความรูทางจุลกายวิภาคศาสตรและการใชเทคนิคทางจุลชีววิทยาในการแยกเชื้อจุลชีพแลว
นํามาทําการเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมศึกษาทางสัณฐานวิทยาของจุลชีพใน
เนื้อเย่ือปูที่มีอาการทองแดง ทําวิจัยรวบรวมขอมูลในการวิเคราะหหาวงจรของการเกิดโรค 
โดยตองสังเกตการเพิ่มขึ้นและลดลงของอาการของโรคในแตละชวงเวลาของปและตองศึกษา
วาอาการของโรคมีความสัมพันธกับกับภาพแวดลอมที่เพาะเลี้ยงในแตละชวง เวลาหรือไม 
อยางไร แตอยางไรก็ตามถาอาการของโรคไมไดเกิดจากเชื้อจุลชีพ กอ็าจเกิดจากอาหารหรือ
แรธาตุหรืออะไรก็ตามที่ปูไดรับในแตละชวงเวลาที่แตกตางกัน จึงเปนขอมูลพื้นฐานที่ไดจาก
ทําวิจัยนี้ นับวาเปนขอมูลที่มีคาอยางมากในการศึกษาวิจัยตอไปถงึการหาทางปองกันและ
การศึกษาการยับย้ังการเจริญหรือการกอโรคตลอดจนหาสาเหตุของโรคที่แทจริงได  
7. วัตถุประสงคของงานวิจัย  

งานวิจัยนี้เปนงานวิจัยขั้นแรกเพื่อคนหาสาเหตุของปูที่มีอาการทองแดงโดยผสาน
ความรูทางจลุกายวิภาคศาสตรและทางจุลชีววทิยา เพื่อศึกษาพยาธิสภาพทั้งภายนอกและ
ภายในอวัยวะตางๆ เชน เหงือก กลามเนื้อ ตบั หัวใจและสวนปกคลุมรางกายของปูที่มี
อาการโรค ศึกษาพยาธิสภาพเชิงลึกของของเนือ้เย่ือที่ติดเชือ้ โดยศึกษาวาการติดเชื้อนี้เกิด
จากจุลชีพใดสัณฐานวิทยาและรายละเอียดของจลุชีพเปนอยางไร การติดเชื้อไดเกิดขึ้นใน
อวัยวะใดแลวไดแพรเชื้อในอวัยวะใดบาง โดยเชื้อจุลชีพนี้ไปมีผลตออวัยวะภายในเซลลหรือ 
ไม อยางไร รวมทั้งไดศึกษาสภาพแวดลอมของฟารมเพาะเลี้ยงในตลอดชวงป ซึ่งจะไดขอมูล
ที่มีคา สามารถใชเปนแนวทางในการปองกันและรักษาโรคดงักลาว เพื่อใหบรรลุถึงเปาหมาย
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ใหญ คือการเพิ่มผลผลิตสัตวน้ําชนดินี้ตอไป ซึง่งานวิจัยในข้ันแรกประกอบดวยวัตถุประสงค
ยอยๆ คือ 

7.1 เพื่อศึกษาปจจัยทางกายภาพของฟารมเพาะเล้ียงปูทะเล คือศึกษาสภาพของบอ
เพาะเลี้ยงที่ปูอาศัยอยูในชวงป 

7.2 เพื่อศึกษาลักษณะภายนอกทั่วไปของปูที่มอีาการทองแดง 
7.3 เพื่อศึกษาพยาธิชีววิทยาเชิงลึกของอวัยวะที่สําคัญของปูที่มีอาการทองแดง 

       7.4 เพือ่ศึกษาเชื้อจุลชีพที่พบในอวัยวะที่สาํคัญของปูทีม่ีอาการทองแดง 
8. ระเบียบวิธีการวิจัย 
       8.1 ศึกษาปจจัยทางกายภาพของฟารมเพาะเล้ียงปูในรอบป  

   สถานที่ศกึษาปจจัยทางกายภาพของฟารมเพาะเล้ียงปู  ศึกษาที่ฟารมเล้ียงปูในจังหวัด 
สมุทรสงคราม โดยบอที่เพาะเลี้ยงมีขนาดกวาง 100 เมตร และยาว 80 เมตร ความลกึ 2 
เมตร ในแตละบอเพาะเล้ียงมีการระบายน้ําเขาออกอยางดีโดยมีประตูระบายน้ําสองดาน ใน
หนึ่งบอมีการเพาะเลี้ยงปูประมาณ 6,000-7,000 ตัว การเพาะเลี้ยงเล้ียงแยกหนึ่งตัวตอ  
1 กรง ซึ่งกรงมีลักษณะเปนตะกราโปรงทําดวยพลาสติกมีฝาปด มีขนาดประมาณ 16x18 
เซนติเมตร และกรงลอยอยูในแพเรือที่อยูระดับพืน้น้ํา โดยศึกษาปจจัยที่สาํคัญดังตอไปนี้ 

 8.1.1 แสงที่ผิวและใตน้ํา โดยวัดความเขมขนของแสงดวยเครื่อง Radiometer เพื่อ
วัดพลังงานการสองสวางของแสงหรือใช Spectroradiometer วัดพลังงานของแสงที่ความยาว
ชวงคล่ืนจําเพาะ 

   8.1.2 วัดความโปรงแสงของน้ํา  (Transparency) โดยใชเครื่อง Secchi-disc 
   8.1.3 วัดอุณหภูมิโดยใชเครื่องมอืวัดอุณหภมูิสําเร็จรูปสาํหรับวัดในงานสิ่งแวดลอม 
   8.1.4 วัดความเค็มของน้ํา โดยใชเครื่องมือ Regractometer  
   8.1.5 วัดปริมาณออกซิเจนที่ละลายในน้ําโดยวิธีทางอิเล็กโทรนิคใชหัววัดปริมาณ

ออกซิเจน (Oxygen electrode) ในเครื่องมอืที่เรยีกวา Dissolved oxygen meter หรือ DO 
meter  

   8.1.6 วัดความเปนกรด-ดางของน้ํา โดยใชเครื่อง pH meter  
8.2 ศึกษาพยาธิสภาพเชิงลึกของของเนื้อเย่ือทีต่ิดเชื้อคอื เหงือก กลามเนื้อ ตับ หัวใจ 

และสวนปกคลุมรางกายของปูที่มีอาการของโรค โดยศึกษาวาการติดเชื้อนี้เกิดจากจุลชีพใด 
สัณฐานวิทยาและรายละเอียดของจุลชีพเปนอยางไร การตดิเชื้อไดเกิดขึ้นในอวัยวะใด โดย
เชื้อจุลชพีนีไ้ปมีผลตออวัยวะภายในเซลลหรือไมและอยางไร การศึกษาอาจใชเทคนิคทาง 
histology โดยเทคนิคที่ใชคือ  
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8.2.1 เทคนิคทางกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด (Scanning electron 
microscope: SEM) มีรายละเอียดของวิธีการดําเนินงานคือ 
             ก. การเตรียมตัว haemolymph ของปทูี่จะศึกษาซึง่มีอาการโรค นําไปศึกษาภาย 
ใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราดทําโดยจัดการปูใหสลบดวยการแชในน้ําใส
น้ําแข็ง อุณหภูมิประมาณ 4 องศาเซลเซียส นาน 5 ถึง 15 นาที 

    ข. เมือ่ปสูลบใหตัดกระดองและสวนที่ปกคลุมของรางกายออก ตัดอวยัวะภายในที่
ตองการศึกษา เชน ตับ เหงือก กลามเนื้อ กระเพาะและหัวใจเปนชิ้นขนาด 2 ถึง 5 มิลลิเมตร 
รักษาสภาพดวยกลูทารอลดีไฮด 2.5 เปอรเซ็นต ที่ละลายใน 0.1 M phosphate buffer pH 
7.2 เปนเวลา 24 ชั่วโมงแลวลางตัวอยางดวย 0.1 M phosphate buffer pH 7.2 ครั้งละ 10 
นาที ทํา 2 ครั้ง       

ค. ดึงน้ําออกจากตัวอยางดวยเอทานอล ที่ระดบัความเขมขน 50, 70, 80, 90 
เปอรเซ็นตและเอทานอล 100 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ทํา 2 ครั้งๆ ละ 10 นาที  

ง. ทําตัวอยางใหแหง ณ จุดวิกฤติดวยเครื่องทําใหแหง ณ อุณหภูมิวิกฤติ 
(Critical point dryer machine)  

ฉ. ติดตัวอยางบนที่รองตัวอยางดวยเทปคารบอน (carbon tape) นําตัวอยางใสใน
เครื่องเคลือบทอง (ion sputter) เคลือบทองใหมีความหนา 20 นาโนเมตร นําตัวอยางศึกษา
ภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราดที่กําลังขยาย 10 kV. พรอมบันทกึภาพ 

8.2.2 เทคนคิทางกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน (Transmission electron 
microscope: TEM) มีวิธกีารคือ 

ก. การเตรียมตัวอยางอวัยวะที่สําคญัของปูที่มอีาการโรคทําโดยจัดการปูใหสลบ
ดวยการแชในน้ําใสน้ําแข็งที่อุณหภูมิประมาณ 4 องศาเซลเซียส นาน 5 ถึง 15 นาที เมื่อปู
สลบใหตัดกระดองและสวนที่ปกคลุมของรางกายออก ตัดอวยัวะภายในที่ตองการศกึษาคือ 
ตับ เหงือก กลามเนื้อ กลามเนื้อทอง กระเพาะและหัวใจเปนชิ้นขนาดประมาณ 2 ถงึ 3 
มิลลิเมตร  

ข. ลางตัวอยางดวย 0.1 Phosphate buffer pH 7.2 จากนั้นแชตัวอยางในน้ํายา
รักษาสภาพครั้งแรก (primary fixative) ดวยน้ํายากลูทารอลดีไฮด 2.5 เปอรเซ็นต ทีล่ะลาย
ใน 0.1 M phosphate buffer pH 7.2 นาน 24 ชัว่โมง         

ค. เมื่อครบเวลา ใหลางตัวอยางดวย 0.1 M phosphate buffer pH 7.2 แลวรักษา
สภาพตัวอยางครั้งที่สอง (secondary fixative) ดวยออสเมยีมเตตระออกไซด 1 เปอรเซ็นต 
แลวบมที่อณุหภูมิหองนาน 1 ถึง 2 ชั่วโมง จากนั้นลางออสเมียมเตตระออกไซดออกดวยน้ํา
กล่ัน (distilled water) 3 ครั้ง  
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ง. ดึงน้ําออกจากตัวอยางดวยอาซิโตน (acetone) แลวฝงชิน้ตัวอยางใน spurr 
resin ทําตัวอยางใหแหงดวยการนําตัวอยางไปเขาตูอบที่ 45 องศาเซลเซียส นาน 2 วัน และ
ยายเขาตูอบที่ 60 องศาเซลเซียส นาน 3 วัน 

จ. ตัดตัวอยางใหบางดวยเครื่องตัดตวัอยาง (Ultramicrotome) ใหไดความหนา 
60 นาโนเมตร แลวชอนตัวอยางวางบน grid 

ฉ. ยอมตัวอยางที่ตัดบาง (Thin section) ตัวอยางดวย 0.5 % Uranyl acetate 
และ Lead citrate เพื่อเพิ่มความเปรียบตาง (contrast) ของตัวอยาง จากนั้นนําตัวอยาง
ศึกษาภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผานที่กําลังขยาย 80 kV. พรอมบันทึกภาพ 

8.3 การเพาะเลี้ยงเชื้อจากอวัยวะปูทีม่ีอาการทองแดงและไดแยกบริสุทธิ์แลวเก็บเปน 
stock culture  

  8.3.1 สํารวจลักษณะทางคลินิก (clinical sign) และทําการศึกษาลักษณะของ
เนื้อเย่ือบริเวณที่สงสัยเพื่อตรวจสัณฐานวิทยาของเชื้อภายใตกลองจุลทรรศนแบบใชแสง 
(Light microscope)  

  8.3.2 ทําการ swap เชื้อจากบริเวณที่มีลักษณะของอาการโรคทองแดง เชน 
บริเวณแผลลงสูอาหารสูตร Marine agar (MA) และอาหารสูตร Thiosulphate citrate bile 
sucrose (TCBS) agar สําหรับบริเวณที่สงสัยวามีการติดเชื้อแบคทีเรีย  

  8.3.3 แยกบริสุทธิ์เชื้อและเก็บเปน stock culture   
  นําอวัยวะจากปูที่มีอาการทองแดงและยังมีชีวติอยูมาบดในสารละลาย normal 

saline และทําการ spread plate ลงในอาหารสูตร Nutrient agar (NA) ที่ผสม 15 ppt ของ
NaCl และ Thiosulphate Citrate bile sucrose (TCBS) agar ที่ผสม 15 ppt ของ NaCl  
และบมในตูบมเชื้อ 

     8.3.4 ตรวจหาชนิดของแบคทีเรยี โดยใชขอมูลที่ศึกษาลักษณะทางสณัฐานวิทยา
และทาง Molecular biology  
     8.4 สถานที่ทําการศึกษา 
 8.4.1 หองปฏิบัติการจุลทรรศน ภาควิชาชีววิทยา มหาวิทยาลัยศิลปากร พระราชวัง
สนามจันทร จังหวัดนครปฐม 

 8.4.2 หองปฏิบัติการจุลชีววิทยา ภาควิชาจุลชีววิทยา มหาวิทยาลัยศิลปากร 
พระราชวังสนามจันทร จังหวัดนครปฐม 

          8.4.3 ศูนยเครื่องมือวจิัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยศิลปากร วิทยาเขต
พระราชวังสนามจันทร จงัหวัดนครปฐม    
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8.4.4 ฟารมเล้ียงปูในจังหวัดสมุทรสงคราม  
9. ขอบเขตการของการวิจัย 
       งานวิจยัจะทําภายใตขอบเขตดงันี้ 

9.1 การศึกษาปจจัยทางกายภาพของฟารมเพาะเล้ียงปูในรอบป จะออกแบบการศึกษา
เปนชวงๆ ในรอบป ซึ่งจะศึกษาปจจัยตางๆ ที่สมควรและเหมาะสม  

9.2 การศึกษาสภาพทางพยาธิชีววทิยาของเนื้อเย่ือที่สําคัญเชน ตับ เหงือก กลามเนื้อ 
กระเพาะอาหาร และหัวใจ ที่มอีาการของโรค (อาจศกึษาอวัยวะมากกวาหรือนอยกวานี้
เพื่อใหไดขอมูลที่ดีและเหมาะสมที่สุด) โดยจะใชเทคนิคทาง histology เชน เทคนคิทาง LM, 
SEM หรือ TEM หรอือาจมีวิธอีืน่ๆ ที่ทันสมัยเพิ่มเติมแลวแตกรณ ี ซึ่งอาจใชเทคนิคใด
เทคนิคหนึ่งหรือใชรวมกนัแลวแตกรณีเพื่อใหไดผลสําเร็จของงานที่ดีที่สุด  

9.3 การศึกษาการจําแนกเชื้อที่พบในอวัยวะทีศ่ึกษาของปูที่มีอาการทองแดง โดยจะทํา
การแยกบริสุทธิ์และเก็บเปน stock culture และทําการตรวจหาชนิดของจุลชีพ โดยศึกษา
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและใช Biochemical test หรือ Molecular biology เพื่อผลสําเร็จ
ของงานที่ดีที่สุด  
 

10. แผนดําเนินงานวิจัยตลอดโครงการ 2 ป 
 

                                       

                       เดือนที่ 

     
 

แผนงานวิจยั 

 

1-3 4-6 7-9 10-12 13-15 16-18 19-21 22-24 
1. สืบคนขอมูล จัดซื้อของ เตรียม
สารเคมีและอุปกรณตางๆ  
2. ออกภาคสนามเพื่อเก็บตัวอยาง
ทางกายภาพของฟารมและเก็บ
ตัวอยางป ู
3. ศึกษาปจจัยทางกายภาพของ
ฟารมเพาะเลีย้งปูในรอบป 
4. วิเคราะหผลสํารวจทางกายภาพ 
ของฟารมเพาะเลี้ยงป ู 
5. ศึกษาสภาพพยาธิชีววิทยาของ
เน้ือเยื่อ ที่สําคัญปูที่มีอาการของโรค
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โดยเทคนิคทาง histology  
6. การจําแนกเชื้อที่พบในอวัยวะและ
เลือดของปูทีมี่อาการทองแดง 
7. เตรียม manuscript และ poster 
เพ่ือสงตีพิมพและนําเสนอผลงาน
ระดับนานาชาต ิ
8. เขียนรายงานประจํา 6 เดือน 
รายงานประจําปและรายงานฉบับ
สมบูรณ  

 
 

 
 

                                           
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 11

เนื้อหางานวิจัย 
ทุนพัฒนาศักยภาพในการทํางานวิจัยของอาจารยรุนใหม 2550 

สํานักงานคณะกรรมการการอุดมศึกษาและสํานักงานกองทุนสนบัสนุนการวิจัย 
 
 

การศึกษาอาการทองแดงในปูทะเลไทย (Scylla serrata Forskal1775): ปจจัยทาง
กายภาพ ชีวภาพและพยาธิชีววทิยา 

 

1. บทนํา (Introduction) ปูทะเลเปนสัตวน้ําเศรษฐกิจของไทยที่มีมูลคาการสงออกสูง 
ซึ่งจากรายงานของกองประมงตางประเทศ กรมประมง (สรุปรายงานในเดือนธันวาคม 
พ.ศ. 2548) พบวาการสงออกปูทะเลของไทยตลอดป พ.ศ. 2547 นั้นมีมลูคาสูงถึง 5,200 
ลานบาท ซึ่งเห็นไดวาปูเปนสัตวทะเลที่ทําใหเกษตรกรผูเล้ียงปูมีรายไดที่มั่นคง ตลอดจน
ปูทะเลเปนอาหารโปรตีนที่ผูคนในประเทศนิยมบริโภคเปนอยางมากเพราะรสชาติดีและมี
คุณคาทางโภชนาการสงู แตการทําฟารมเพาะเล้ียงปูทะเลในไทยนั้นเกษตรกรยังพบ
ปญหาที่ทําใหผลผลิตของปูลดลงอยางมาก โดยปูทะเลที่เพาะเลี้ยงเกิดอาการทองแดง
และเมื่อเจาะ haemolymph พบวา haemolymph ของปูเปนสสีมออน สีสมเขม ตลอดจน
เปนสีสมขาวถึงสีขาวขุน (สีคลายน้ํานม) ปูที่มีอาการนี้จะเคล่ือนไหวชาลง เซื่องซึม 
สุดทายไมเคล่ือนที่และตายในที่สุด และเมื่อนําปทูี่มีอาการของโรคนี้ไปปรุงอาหาร เนื้อปู
นั้นจะทานไมไดเพราะมรีสขมจึงทําใหเกษตรกรขายปูนี้ไมได จึงทําใหมีรายไดนอยกวาที่
ควรจะไดรับ สาเหตุของอาการทองแดงนั้นยังไมมีผูใดศึกษามากอนวาเกิดขึ้นไดอยางไร 
เนื่องจากในการเพาะเลี้ยงนั้นมีปูจํานวนหนึ่งมีอาการทองแดงแตก็ไมไดเปนกับปูทั้งหมด
และจากการสืบคนขอมูลจากตางประเทศทําใหทราบวา ปูทีม่ีอาการทองแดงนั้นมีอาการ
คลายกับปูที่เปนโรค Bitter crab disease (BCD) ในปู snow crab (Chionoecetes 
opilio) (Taylor และ Khan, 1995) หรือ Pink crab disease (PCD) ในปู edible crab 
(Cancer pagurus) (Stentiford และคณะ, 2002; Stentiford และคณะ, 2003)  ซึ่งมี
สาเหตุจากการติดเชื้อ Hematodinium sp. และเมื่อนําปมูาปรุงอาหารจะมีรสขมเชนกัน 
(Meyer และคณะ, 1987; Tayor และ Khan, 1995) สําหรับเชื้อ Hematodinium sp. 
จัดเปนพาราสิตชนิดหนึ่งที่เปนปญหาสําคัญในการเพาะเลี้ยงสัตวน้ําพวก crustaceans 
ยกตัวอยางเชน การแพรระบาดของ Hematodinium sp. ตอการประมงของปูและกุง โดย
เชื้อดังกลาวจะอาศัยอยูในไข กระเพาะอาหาร เนื้อเย่ือออนนุมและชองภายในลําตัวของ
โฮสต Shields (1994) Stentiford และคณะ (2002) รายงานวาปู edible crab (Cancer 
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pagurus) ที่เปนโรค PCD มีโครงสรางของกลามเนื้อและเนื้อเย่ือตับที่แตกตางจาก
โครงสรางปกติตรงเซลลที่เรียกวา tubule cells ของตับและไมพบเซลลไขมัน นอกจากนี ้
Stentiford และคณะ (2003) ยังรายงานในปตอมาถึงการพบการติดเชื้อรวมกันของ 
Hematodinium sp และยีสตในปู edible crab (Cancer pagurus) และ velvet swimming 
crabs (Necora puber) สําหรับในประเทศไทยยังไมมีการรายงานการติดเชื้อหรืองมี
งานวิจัยที่เกี่ยวของกับโรคดังกลาวเลย  

นอกจากนั้นยังมีรายงานการระบาดของเชื้อรา Legenidium spp. และ Sirolpidium 
spp. (http://inco-cams.seafdec.or.ph/camshwp1.html) Chukanhom และ Hatai 
(2004) รายงานการติดเชื้อของไขป ู โดยเชื้อรา Saprolegnia, Achlya และ Allomyces 
และ Boeger และคณะ (2005) รายงานการระบาดของโรค Lethargic crab disease ซึ่งมี
สาเหตุมาจากราในดิวิชั่น Ascomycota ในปู mangrove crab (Ucides cordatus) 
นอกจากนี้ยังมีความเปนไปไดอีกวา อาจจะมีโรคที่เกิดจากเชื้อรา Aphanomyces, 
Leptolegnia และ Fusarium ที่เกิดขึ้นไดกับไขปู เนื่องจากเชือ้ราเหลานี้สามารถกอให 
เกิดโรคแกสัตวน้ําและไขของสัตวน้ําไดหลายชนิด เชน ปู กุง ปลา และกบ เปนตน 
(Rand, 1996 Park และคณะ, 1978) ดังนั้นจึงกลาวไดวาโรคที่เกิดจากจุลชีพจงึเปน
สาเหตุสําคัญอยางหนึ่งของการฟกตัวออนและสามารถกอใหเกิดโรคในตัวออนได 
(Lindner, 2005)  

นอกเหนือจากการสํารวจจุลชีพทีต่ิดเชื้อในปูทะเลแลว การสํารวจตรวจสอบผลทาง 
กายภาพของภาพแวดลอมและบริเวณรอบๆ ที่เพาะเลี้ยงปูก็มีความสําคญัอยางมาก เนื่อง 
จากสภาพแวดลอมจะมกีารแปรผันอยูตลอดเวลาแมภายในปเดียวกัน เชนความแตกตางของ
อากาศในแตละฤดูกาลอาจมีความผันผวนทางอากาศที่ไมเหมือนกัน ความแปรผันทางสภาพ 
แวดลอมนี้สงผลใหปูทะเลตองมีการปรับตัวในการดํารงชีวิตอยูตลอดเวลา ซึ่งขอมูลของระบบ
นิเวศวิทยานี้เปนขอมูลพื้นฐานอยางหนึ่งที่ใชในสํารวจหาสาเหตุของการเกิดโรคในปูทะเล 
ชนิดของเชือ้จุลชีพที่กอโรค กลไกการติดเชื้อรวมไปถึงการแพรระบาดของเชื้อโรคอีกดวย  

จากปญหาและขอมูลทั้งหมดที่รวบรวมได การศึกษาสาเหตุของการเกดิโรคที่แทจริงทํา
ใหสามารถหาวิธีทางปองกันและหาทางรักษาโรคได และเนื่องจากประเทศไทยยังไมมีการ
รายงานถึงการติดเชื้อดังกลาว ดังนั้นในการวิจัยครั้งนี้จึงเปนงานวิจัยพื้นฐานขั้นแรก แตมี
ความสําคัญเพื่อมุงเปาใหญในการที่จะกอประโยชนในการเพิม่ผลผลิตปูในอนาคต ในการ 
ศึกษาและการหาสาเหตุของโรคที่เกิดกับปูทะเลไดศึกษาปจจัยทางกายภาพของแหลงเพาะ 
เล้ียงที่มีความฝนแปรพรอมกับการศึกษาสภาพพยาธิชีววิทยาของอาการโรคในปูโดยใช
ความรูทางจุลกายวิภาคศาสตรและการใชเทคนิคทางจุลชีววิทยาในการแยกเชื้อจุลชีพแลว
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นํามาทําการเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมศึกษาทางสัณฐานวิทยาของจุลชีพใน
เนื้อเย่ือปูที่มีอาการทองแดง ทําวิจัยรวบรวมขอมูลในการวิเคราะหหาวงจรของการเกิดโรค 
โดยตองสังเกตการเพิ่มขึ้นและลดลงของอาการของโรคในแตละชวงเวลาของปและตองศึกษา
วาอาการของโรคมีความสัมพันธกับกับภาพแวดลอมที่เพาะเลี้ยงในแตละชวง เวลาหรือไม 
อยางไร แตอยางไรก็ตามถาอาการของโรคไมไดเกิดจากเชื้อจุลชีพ กอ็าจเกิดจากอาหารหรือ
แรธาตุหรืออะไรก็ตามที่ปูไดรับในแตละชวงเวลาที่แตกตางกัน จึงเปนขอมูลพื้นฐานที่ไดจาก
ทําวิจัยนี้ นับวาเปนขอมูลที่มีคาอยางมากในการศึกษาวิจัยตอไปถงึการหาทางปองกันและ
การศึกษาการยับย้ังการเจริญหรือการกอโรคตลอดจนหาสาเหตุของโรคที่แทจริงได  
2. รายละเอียดของการดําเนินการวิจัย (Material and method)    

2.1 ศึกษาปจจัยทางกายภาพของฟารมเพาะเลี้ยงปูในรอบป โดยศึกษาปจจัยที่
สําคัญดังตอไปนี้ 

2.1.1 วัดความเขมขนของแสงดวยเครื่อง Radiometer เพื่อวัดพลังงานการสอง
สวางของแสง ใชหนวยวดัเปน  

  2.1.2 วัดความโปรงแสงของน้ํา  (Transparency) ดวยใชเครื่อง Secchi-disc ใช
หนวยวัดเปน 

  2.1.3 วัดอุณหภูมิน้ําและอุณหภูมอิากาศ  โดยใชเครื่องมอืวัดอุณหภมูิแบบสําเร็จรูป
สําหรับวัดในงานสิ่งแวดลอมที่ใชหนวยวัดเปนองศาเซลเซียส 

  2.1.4 วัดความเค็มดวยใชเครื่องมอื Regractometer ใชหนวยวัดเปนในหนวยของ
สวนในพันสวน (ppt) 

  2.1.5 วัดปริมาณออกซเิจนที่ละลายในน้ําโดยวิธีทางอิเล็กโทรนิคใชหัววดัปริมาณ
ออกซิเจน (Oxygen electrode) ในเครื่องมอืที่เรยีกวา Dissolved oxygen meter (DO 
meter) ใชหนวยวัดเปนหนวยของมิลลิกรัมตอลิตร (mg 1-1) หรือสวนในลานสวน (ppm) 

  2.1.6 วัดความเปนกรด-ดางของน้ําดวยเครื่อง pH meter  
          2.1.7 ออกแบบบันทึกการศึกษาปจจัยทางกายภาพของฟารมเพาะเล้ียงปูดังตัวอยาง
ดานลาง 
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ตัวอยางแบบบันทึกศึกษาปจจัยทางกายภาพของฟารมเพาะเลี้ยงปู 
 

สถานที่............................................................................................................................. 
วันที่...............................................................เวลา .......................................................... 
ผูตรวจวัด.......................................................................................................................... 
 
 

ปจจัย บอท่ี 1 บอท่ี 2 บอท่ี 3 
1. วัดความเปนกรด-ดาง 
 

   

2. วัดความโปรงแสงของน้ํา   
   (Transparency) (Secchi-disc) 

   

3. อุณหภูมิในน้ํา (องศาเซลเซียส) 
   อุณหภูมิอากาศ (องศาเซลเซียส) 

   

4. วัดความเค็ม (Refractometer) ppt    
5. ปริมาณออกซิเจนที่ละลายในน้ํา   

    (Dissolved oxygen meter:DO meter) 
   

6. ความเขมแสง (LUX) 
   6.1 หัวบอเพาะเลี้ยง 
   6.2 ทายบอเพาะเล้ียง 
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(ก) การวัดความเค็มดวยใชเครื่องมอื Regractometer 
 

 

 
 
 

(ข) การวัดความเขมขนของแสงดวยเครื่อง Radiometer เพื่อวัดการสองสวางของแสง 
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(ค) การวัดความโปรงแสงของน้ํา (Transparency) ดวยใชเครื่อง Secchi-disc 
 

ภาพที่ 1 แสดงการวัดปจจัยทางกายภาพของฟารมเพาะเลี้ยงปู 
 

 

2.2 ศึกษาพยาธิสภาพเชิงลึกของของเนื้อเยื่อปูที่มีอาการทองแดง  
  ศึกษาพยาธิสภาพเชิงลึกของของเนื้อเย่ือปูที่มอีาการของโรคเปนการศึกษาถึงการ

ติดเชื้อคอื ตับ เหงือก กลามเนื้อ กระเพาะอาหารและหัวใจ นี้เกิดจากจุลชีพวาเปนชนิดใด 
สัณฐานวิทยาและรายละเอียดของจุลชีพเปนอยางไร การติดเชื้อนี้เกิดขึ้นในอวัยวะใดและเชื้อ
จุลชีพนี้ไปมผีลตออวัยวะภายในเซลลหรือไม การศึกษาใชเทคนิคทางกลองจุลทรรศนอิเล็ก- 
ตรอนแบบสองผาน (Transmission electron microscope: TEM) ที่มีรายละเอียดดังตอไปนี ้ 

2.2.1 เตรียมตัวอยางอวัยวะที่สําคญัของปูที่มอีาการโรคทําโดยจัดการปูใหสลบดวย
การแชในน้ําใสน้ําแข็ง อุณหภูมิประมาณ 4 องศาเซลเซียส นาน 5 ถึง 15 นาที เมื่อปูสลบให
ตัดกระดองและสวนที่ปกคลุมของรางกายออก ตัดอวัยวะภายในที่ตองการศึกษา เชน ตับ 
เหงือก กลามเนื้อ กลามเนื้อทอง กระเพาะและหัวใจเปนชิ้นขนาด 2 ถึง 3 มิลลิเมตร  

2.2.2 ลางตัวอยางดวย 0.1 Phosphate buffer pH 7.2 จากนั้นแชตวัอยางในน้ํายา
รักษาสภาพครั้งแรก (primary fixative) ดวยน้ํายากลูทารอลดีไฮด 2.5 เปอรเซ็นต ที่ละลาย
ใน 0.1 M phosphate buffer pH 7.2 นาน 24 ชัว่โมง         
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2.2.3 เมื่อครบเวลาจึงลางตัวอยางดวย 0.1 M phosphate buffer pH 7.2 แลวรักษา
สภาพตัวอยางครั้งที่สอง (secondary fixative) ดวยออสเมยีมเตตระออกไซด 1 เปอรเซ็นต 
แลวบมที่อณุหภูมิหองนาน 1 ถึง 2 ชั่วโมง จากนั้นลางออสเมียมเตตระออกไซดออกดวยน้ํา
กล่ัน 3 ครั้ง  

2.2.4 ดึงน้ําออกจากตัวอยางดวยอาซิโตน (acetone) แลวฝงชิ้นตัวอยางใน spurr 
resin ทําตัวอยางใหแหงดวยการนําตัวอยางไปเขาตูอบที่ 45 องศาเซลเซียส 2 วัน และยาย
เขาตูอบที่ 60 องศาเซลเซียส 3 วัน 

2.2.5 ตัดตัวอยางใหบางดวยเครื่องตดัตัวอยาง (ultramicrotome) ใหไดความหนา 
60 นาโนเมตร แลวชอนตัวอยางวางบน grid 

2.2.6 ยอมตวัอยางที่ตัดบาง (Thin section) ตัวอยางดวย 0.5 % Uranyl acetate 
และ Lead citrate เพื่อเพิ่มความเปรียบตาง (contrast) ของตัวอยาง จากนั้นนําตัวอยาง
ศึกษาภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผานที่กําลังขยาย 80 kV. พรอมบันทึกภาพ 

 

2.3 การเพาะเลี้ยงเชื้อจากอวัยวะปูที่มีอาการทองแดงและไดแยกบริสุทธิ์แลว
เก็บเปน stock culture  

2.3.1 สํารวจลักษณะทางคลินิก (clinical sign) และทําการศึกษาลักษณะของ
เนื้อเย่ือบริเวณที่สงสัยเพื่อตรวจสัณฐานวิทยาของเชื้อภายใตกลองจุลทรรศนแบบใชแสง 
(Light microscope)  

2.3.2 ทําการ swap เชื้อจากบริเวณที่มีลักษณะของอาการโรคทองแดงบริเวณแผล
ลงบนอาหารสูตร Nutrient Agar (NA) ผสมกับ 15ppt NaCl และ Thiosulphate Citrate Bile 
Sucrose (TCBS) agar สําหรับบริเวณที่สงสัยวามีการติดเชื้อแบคทีเรีย  

2.3.3 แยกบริสุทธิ์เชื้อและเก็บเปน stock culture 
  2.3.4 ตรวจหาชนิดของจุลชีพและเชื้อตางๆ ดังภาพที่ 2 
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ภาพที่ 2 การเปดกระดองปู การปดเนื้อเย่ือ การ swap เชื้อจากบริเวณที่มีลักษณะอาการโรค
ทองแดงลงบนอาหารสูตร Nutrient Agar (NA) ผสมกับ 15ppt NaCl และ Thiosulphate 
Citrate Bile Sucrose (TCBS) agar 
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3. ผลการทดลอง (Results)  
      3.1 ศึกษาปจจัยทางกายภาพของฟารมเพาะเล้ียงปูในรอบป  

  จากการสํารวจสถานทีท่ําการศึกษาฟารมเล้ียงปูในจังหวัดสมุทรสงคราม พบวาบอ
เพาะเลี้ยงมีขนาดกวาง 100 เมตร และยาว 80 เมตร ความลกึ 2 เมตร ในแตละบอเพาะเล้ียง
มีการระบายน้ําเขาออกอยางดี โดยมีประตรูะบายน้ําสองดาน ในหนึ่งบอมีการเพาะเลี้ยงปู
ประมาณ 6,000-7,000 ตัว การเพาะเลี้ยงเล้ียงแยกหนึ่งตัวตอ 1 กรง แตกรงมีใชเปนลักษณะ
ตะกราที่มีลักษณะโปรง ทําดวยพลาสติกมีฝาปดขนาดประมาณ 16x18 เซนติเมตร และกรง
ลอยอยูในแพเรือที่อยูระดับพื้นน้ํา    

                              

   
 

  
 
 

ภาพที่ 3 สภาพบอเพาะเล้ียงปูทะเล โดยเลี้ยงปู 1 ตัวในกรง 1 กรง และกรงลอยอยูในแพเรือ
ที่อยูระดับเดียวกับพื้นน้ํา 
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ในการสํารวจพบวาปูทะเลประมาณ 5-10 เปอรเซ็นตมอีาการทองแดง คอืที่สวนอกและ
ขอตอขาของปูมีสมแดงจนสีแดงจัด อวัยวะภายในเปลี่ยนจากสีปกติไปเปนสีซีดและบาง
อวัยวะเปนสสีม ปูมอีาการเซื่องซึมไมเคล่ือนที่และตายในที่สุด 

3.2 ศึกษาปจจัยทางกายภาพของฟารมเพาะเลี้ยงปู โดยศึกษาปจจัยที่สาํคัญดังตอไปนี้ 
การศึกษาปจจัยทางกายภาพของฟารมเพาะเลี้ยงปูทะเล (Scylla serrata Forskal 

1775) ในจังหวัดสมุทรสงคราม พบวาสภาพบอเพาะเล้ียงปู มีคาความเปนกรด-ดาง (pH) มี
คาอยูในชวง7.43-9.10 คาความโปรงแสงของน้ํา (Transparency) อยูในชวง 18.75-59.38 
คาอุณหภูมิในน้ําอยูในชวง 23.95-35.10 องศาเซลเซียส คาอุณหภูมิในอากาศยูในชวง 
25.33-32.90 องศาเซลเซียส คาความเค็ม (Refractometer) อยูในชวง7.38-26.00 ปริมาณ
ออกซิเจนทีล่ะลายในน้ํา (Dissolved oxygen meter) อยูในชวง 3.02-8.29 และมีความเขม
แสง (LUX) อยูในชวง 20,100-629,000 ซึ่งเปนคาปจจัยทางกายภาพของแหลงน้ําเพื่อการ
เพาะเลี้ยงสัตวน้ําที่ปกต ิจากนั้นไดนําขอมูลไปวิเคราะหผลทางสถิติ 
 

      3.3 การเก็บและเตรียมตัวอยาง การศึกษาสภาพภายนอกของปูปกติและปูทองแดง 
        3.3.1 การเก็บและเตรียมตัวอยาง 

 ปูที่นํามาศึกษาทั้งหมด นํามาชั่งน้ําหนักและวัดความกวางของกระดอง พบวาปูปกติ
จํานวน 31 ตัว มีน้ําหนักอยูในชวง 85.00-170.00 กรัม คิดเปนนําหนักเฉลี่ย 129.90 กรัม
+20.84 กรัม มีความกวางกระดองอยูในชวง 8.00-9.50 เซนติเมตร คิดเปนความกวางเฉลี่ย 
8.66+0.45 เซนติเมตร  สวนปูที่เปนอาการทองแดงระยะที่ 1 ปูมีน้ําหนักอยูในชวง 85.00-
135.00 กรัม คิดเปนนําหนักเฉล่ีย 113.44+15.89 กรัม มีความกวางกระดองอยูในชวง 8.00-
9.50 เซนติเมตร คิดเปนความกวางเฉลี่ย 8.77+0.46 เซนติเมตร ปูทองแดงระยะที่ 2 มี
น้ําหนักอยูในชวง 84.00-140.00 กรัม คิดเปนนําหนักเฉลี่ย 118.72+18.22 กรัม มีความ
กวางกระดองอยูในชวง 7.00-9.10 เซนติเมตร คิดเปนความกวางเฉลี่ย 8.22+0.60 
เซนติเมตรปูทองแดงระยะที่ 3 มีน้ําหนักอยูในชวง 89.00-152.00 กรัม คิดเปนนําหนักเฉล่ีย 
111.33+18.62 กรัม มีความกวางกระดองอยูในชวง 7.60-9.50 เซนติเมตร คิดเปนความ
กวางเฉล่ีย 8.56+0.49 เซนติเมตร (ตามตารางที่ 1)  

 3.3.2 การศึกษาสภาพภายนอก ภายในและการศึกษา haemolymph ของปูปกติและปู
ทองแดง 

 จากการเก็บตัวอยางปูทะเล นํามาจําแนกลักษณะระหวางปูปกติและปูที่มีอาการทอง
แดง โดยศึกษาจากลักษณะภายนอกไดแก บริเวณสวนทองและขอตอระหวางขาและกามปู 
จําแนกไดคือปูปกติมีสวนทองสีขาว ขอตอระหวางขาและกามปูจะมีลักษณะใส สวนปูที่มี



 21

อาการทองแดงสวนทองออกสีสมจางจน สีสมแดงซึ่งสีเขมมากนอยแตกตางกัน บริเวณขอตอ
ระหวางขาและกามปูออกสีสมแดง อาจมากหรือนอยแตกตางกันไป  

 ลักษณะภายนอกปูปกติ บริเวณทองมีสีขาว ขอตอมีลักษณะใส เมื่อเปดกระดองออก
พบวาอวัยวะภายในมีรูปรางทรงตัว สีและรูปทรงปกติน้ําเลือดใส จากการสังเกตการ
เคลื่อนไหวและการตอบสนองตอสิ่งที่มากระตุน พบวาปูที่มีอาการทองแดงจะเคล่ือนที่ชาลง
ในขณะที่ปูปกติมีการเคลื่อนที่ตอบสนองตอสิ่งที่มากระตุนไดดีมาก สําหรับลักษณะภายนอก
ของปูที่มีอาการทองแดง บริเวณทองมีสีแดง บางครั้งพบวาบางตัวที่ไมแสดงอาการเคลื่อนที่
ชาแตก็มีที่มีอาการทองแดงไดเชนกัน ซึ่งสังเกตจากสีเลือดที่เปล่ียนแปลงจากลักษณะใสไมมี
สีเปนสีสม สีสมขาวหรือสีขาวคลายน้ํานม บริเวณขอตอเปนสีแดง เมื่อเปดกระดองออกพบวา
อวัยวะภายในมีรูปราง สีและรูปทรงเปลี่ยนแปลงจากปูปกติ ตับเละเปล่ียนจากสีสมเปนสี
เหลืองหรือขาวซีด เหงือกซีดหรือเปนสีน้ําตาลจนดําเขม (ภาพที่ 4 และ 5) 

เมื่อเจาะ haemolymph เพื่อศึกษาสีน้ําเลือดพบวาปูปกติมีน้ําเลือดใสไมมีสี ในปูที่มี
อาการทองแดงพบสีของนํ้าเลือดแบงเปน 3 ระยะคือ ระยะที่ 1 คือปูที่น้ําเลือดสีสม (สมออน
ถึงสมเขม) ระยะที่ 2 คือปูที่น้ําเลือดสีสมขาว และระยะที่ 3 คือปูที่น้ําเลือด สีขาวคลายน้ํานม 
(ภาพที่ 5) ความสามารถในการแข็งตัวของน้ําเลือด (clotting) แตกตางจากปูปกติ คือปูที่มี
อาการทองแดงทั้ง 3 ระยะ มีความสามารถในการแข็งตัวของน้ําเลือด แตกตางกัน โดยน้ํา
เลือดปูระยะที่ 3 จะไมแข็งตัวและอาจตองใชเวลานานกวาหรือไมสามารถแข็งตัวไดเลย สวน
ปูระยะที่ 1 น้ําเลือดสีสมจะแข็งตัวชากวาเลือดปูปกติ ถาเรียงลําดับความสามารถในการ
แข็งตัวของน้ําเลือดจากสามารถแข็งตัวเร็วสุดไปไปชาสุดคือน้ําเลือดของปูปกติ น้ําเลือดปู
ระยะที่ 1 น้ําเลือดปูระยะที่ 2 และนํ้าเลือดปูระยะที่ 3 (ตารางที่ 2) 

 

ตารางที่ 1 แสดงน้ําหนักและความกวางของกระดองปูที่ศึกษา 
 

                              จํานวนตวัอยาง         ความกวางของกระดองเฉลี่ย            น้ําหนักเฉลี่ย  
                                  (ตัว)                           (เซนติเมตร)                            (กรัม) 
 

 
ปูปกต ิ                          31                            8.66+0.45                          129.90+20.84  
ปูทองแดง     
ระยะที่ 1                        18                            8.77+0.46                          113.44+15.89  
ระยะที่ 2                        18                            8.22+0.60                          118.72+18.22  
ระยะที่ 3                        18                            8.56+0.49                          111.33+18.62    
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hep s
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ตารางที่ 2 ลักษณะภายนอกและภายในของปูปกติกับปูทองแดง 
 

อวัยวะหรือคุณสมบัติ    ปูปกต ิ                                               ปูที่มีอาการทองแดง 
  ที่ศึกษา                                                   ระยะที่ 1                  ระยะที่ 2                     ระยะที่ 3 
                                                   (Haemolymph สีสม)    (haemolymphสีสม-ขาว)   (haemolymph สีขาว-นม) 

     
ลักษณะภายนอก 
   สวนอก                   สีขาว                           สีแดง                       สีแดง                           สีแดง 
   การเคลื่อนไหว          ปกติ                             ชา                          ชา                              ชา 
ลักษณะภายใน 
   สีของเลือด             ใสไมมสีี                           สม                        สมขาว                          ขาว 
   การแข็งตัวของเลือด   1 นาที                       1 ถึง 5 นาที             6 ถึง 10 นาที              ไมสามารถแข็งตัว 
   ตับ                       สดคงตัว                        นิ่มเละ                     นิ่มเละ                          นิ่มเละ 
   เหงือก                    ปกติ                            สีสม                       สีสม                             สีซีด 
   กลามเนื้อ                ปกติ                             นิม่                        นิ่ม                              นิ่ม 

 
 
 
 
 
 
 
 
                
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 5 (ก) ลักษณะภายนอกปูปกติสวนทองเปนสีขาวถึงเหลือง (ข) อวัยวะภายในคือ  
หัวใจ (h) กระเพาะอาหาร (s) ตับ (hep) และเหงือก (g) และ haemolymph สีใส 
 

     
 
 
 

G 

ก ข 
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ภาพที่ 5  ลักษณะภายนอกปูที่มอีาการทองแดงระยะที่ 1 ถงึ ระยะที่3 (ก. ค. และ จ.) สวน
ทองมีสีสมออนถึงแดงสม อวัยวะภายในคือ หัวใจ (h) กระเพาะอาหาร (s) ตับ (hep) และ
เหงือก (g) ของปูที่มีอาการทองแดงเปลี่ยนเปนสีสม เหลืองและน้ําตาลและ haemolymph ได
เปล่ียนแปลงจากสีใสเปนสีสม สมขาว ถึงสีขาวคลายน้ํานม (ข. ง. และ ฉ.) ภาพ ช. แสดงปู
ปกต ิhaemolymph ใส (1) และปูที่มีอาการทองแดง haemolymph สีผิดปกติ (2) 
 
     3.4 การศึกษา haemolymph ดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด  
      การศึกษาใน haemolymph ปูปกตินั้นไมพบการติดเชื้อจากจุลชีพ พบวาเม็ดเลือด
รูปรางทรงกลมไข haemolymph ของปูทองแดงทั้ง 3 ระยะ พบวามีการติดเชื้อแบคทีเรียใน 
haemolymph รูปรางแทงตรงและโคงงอ และรูปรางกลม (ภาพที่ 6) 
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              1. Normal haemolymph   2. Abnormal  haemolymph   
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                                                     (ก) 

                           

                                                     (ข) 

ภาพที่ 6 จากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราดแสดง (ก) เชื้อแบคทีเรียรูปรางแทง
โคงงอและกลมใน haemolymph ของปูที่มีอาการทองแดง และภาพขยายจากกลองจุลทรรศน
อิเล็กตรอนแบบสองกราด (ข) เชื้อแบคทีเรียรูปรางแทงและตรง 
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        3.5 ศึกษาพยาธิสภาพเชิงลึกของของเนื้อเย่ือปูทองแดงดวยกลองจุลทรรศน
อิเล็กตรอนแบบสองผาน 
        การศึกษาทาง histology ของปูทองแดงทั้ง 3 ระยะ พบการติดเชื้อจากแบคทีเรีย รูป
ปรางกลม (rod)  โคงงอ (curve rod)  และกลม (coccus-shapes) ภายในอวัยวะที่ศึกษา ปู
ทองแดงระยะที่ 1 เปนระยะอาการของโรคนอยที่สุดเลือดเริ่มเปล่ียนจากใสไมมีสีเปนเลือดสี
สม อวัยวะภายในเริ่มนิ่มเละ เมือ่ศึกษาเนื้อเย่ือภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสอง
ผาน พบการติดเชื้อจากแบคทีเรียเปนจํานวนนอย ปูทองแดงระยะที่ 2 เปนระยะอาการของ
โรคขั้นรุนแรงขึ้น เลือดเปลี่ยนจากสีสมเปนสมขาว อวัยวะภายในนิ่มเละและซีด เมื่อศึกษา
เนื้อเย่ือภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน พบการติดเชือ้จากแบคทเีรียจํานวน
มากและปูทองแดงระยะที่ 3 เปนข้ันรุนแรงสุด อาการปูที่พบในระยะนี้จะใกลตาย เลือดเปนสี
ขาวคลายน้ํานม เมื่อสังเกตลักษณะภายนอกบรเิวณสวนนอกมีสีแดง สวนอวัยวะภายใน นิ่ม
เละและสีซีด เมื่อศึกษาเนื้อเย่ือภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน พบการติด
เชื้อจากแบคทีเรียจํานวนมากในทุกอวัยวะ อวัยวะที่พบการติดเชื้อแบคทีเรีย คือ เหงือก ตบั 
หัวใจ กระเพาะอาหาร กลามเนื้อกามป ู สวนที่ปกคลุมของรางกายและกลามเนื้อทอง
ตามลําดับดังภาพที่ 7 
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ภาพที่ 7 จากกลองจุลทรรศนแบบสองผานแสดงเชื้อแบคทีเรียในอวัยวะของปูที่มีอาการทอง
แดง (ก) สวนปกคลุมรางกาย (ข) ตับ (ค) เหงือก (ง) กลามเนื้อทอง (จ) กลามเนื้อกามปู (ฉ) 
กระเพาะและ (ช) กลามเนื้อหัวใจ (b คือแบคทีเรยี) 
 
        3.6 การจําแนกเช้ือจุลชีพที่พบในอวัยวะของปูที่มีอาการทองแดงเปน stock 
culture และตรวจหาชนิดของจุลชีพ  
      เมือ่นํา hepatopancreas จากปูที่มีอาการทองแดงและยังมีชีวิตอยูมาบดในสารละลาย 
normal saline และทําการ spread plate ลงในอาหารสูตร Nutrient Agar (NA) ผสมกับ 
15ppt NaCl และ Thiosulphate Citrate Bile Sucrose (TCBS) agar ผสมกับ 15ppt NaCl 
พบวามีเชื้อจุลินทรีย 4 สายพันธุ เจริญบนอาหาร NA ผสมกับ 15ppt NaCl แตพบวาไมมี
เชื้อจุลินทรยีเจริญบนอาหาร TCBS ที่ผสมกับ 15 ppt NaCl (ตารางที่ 3) นอกจากนี้เมื่อแยก
เชื้อจุลินทรยีจากปูที่ไมมีอาการทองแดง พบวาไมมีเชื้อจุลินทรียเจริญในอาหารทั้งสองชนิด 
 
ตารางที่ 3 เชื้อจุลินทรียที่พบในอวัยวะของปูทีม่อีาการทองแดง 
 

จํานวนจุลินทรีย (cfu/g) 
สายพันธุ 

NA +15ppt NaCl 
TCBS +15ppt 

NaCl 
ลักษณะโคโลนี ลักษณะเซลล 

RC2hep-A 4 x 105 0 

โคโลนีมีสีขาวขุน 
ลักษณะกลม โคง
นูน  ขอบเรียบ 
ขนาดสนผาน
ศูนยกลาง 2-3
มิลลิเมตร  
(ภาพที่ 8) 

แบคทีเรียแกรมลบ 
รูปรางเปนแทง 
ขนาด 0.75-1.00
ไมโครเมตร 
(ภาพที่ 9) 

RC2hep-B 3 x 104 0 โคโลนีมีสีครีม แบคทีเรียแกรมลบ 

 
ช                              b 
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ลักษณะกลม โคง
นูน  ขอบเรียบ 
ขนาดสนผาน
ศูนยกลาง 5-8 
มิลลิเมตร  
(ภาพที่ 10) 

รูปรางเปนแทง 
ขนาด1.00-1.50 
ไมโครเมตร 
(ภาพที่ 11) 

RC2hep-D 4.5 x 103 0 

โคโลนีมีสีขาวขุน 
ลักษณะกลม โคง
นูน  ขอบเรียบ 
ขนาดเสนผาน
ศูนยกลาง
ประมาณ 1.00 
มิลลิเมตร  
(ภาพที่ 12) 

แบคทีเรียแกรมลบ 
รูปรางเปนแทง 
ขนาด 0.50-1.00
ไมโครเมตร  
(ภาพที่ 13) 

RC2hep-E 5 x 103 0 

โคโลนีมีสีขาวขุน 
คอนขางใส 
ลักษณะกลม 
โคงนูน  ขอบเรียบ 
ขนาดสนผาน
ศูนยกลาง
ประมาณ 1.00
มิลลิเมตร  
(ภาพที่ 14) 

แบคทีเรียแกรมลบ 
รูปรางเปนแทง 
ขนาด 1.00-1.25 
ไมโครเมตร 
(ภาพที่ 15) 
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ภาพที่ 8 แบคทีเรียสายพันธุ RC2hep-A 
 

                                
 
ภาพที่ 9 แบคทีเรียสายพันธุ RC2hep-A 
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ภาพที่ 10 แบคทีเรียสายพันธุ RC2hep-B 
 

                             
 

ภาพที่ 11 แบคทีเรียสายพันธุ RC2hep-B 
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ภาพที่ 12 แบคทีเรียสายพันธุ RC2hep-D 
 

                            
 

 
ภาพที่ 13 แบคทีเรียสายพันธุ RC2hep-D 
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ภาพที่ 14 แบคทีเรียสายพันธุ RC2hep-E 
 

                       
 

 
ภาพที่ 15 แบคทีเรียสายพันธุ RC2hep-E 
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เมื่อนํา DNA จากแบคทีเรียทั้ง 4 ชนิด มาเพิม่จํานวนของยีน 16S rRNA (ภาพที่ 16-
19) และนําไปหาลําดับกรดนิวคลีอคิและเปรียบเทียบกับฐานขอมูลของ NCBI เพื่อที่จะระบุ
ชนิดของแบคทีเรีย พบวาเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ RC2Hep-A และสายพันธุ RC2Hep-D เปน 
Morganella morganii และสายพันธุ RC2Hep-E เปน Pseudomonas sp. ในขณะที่ 16S 
rRNA ของแบคทีเรียสายพันธุ RC2Hep-B เหมือนกับแบคทีเรียที่จากทะเลแตยังไมทราบ
ชนิด 
 
TAAGAGTTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGGGC
GGTAACAGGGAGAAGCTTGCTTCTCTGCTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTATGGGG
ATCTGCCTGATGGCGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAATGTCTTCGG
ACCAAAGCGGGGGACCTCCGGGCCTCGCGCCATCAGATGAACCCATATGGGATTAGCTTGTA
GGTGAGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACA
CTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGG
GCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTT
CAGTCGGGAGGAAGGTGTTAAGGTTAATAACCTTAGCAATTGACGTACCGACAGAAGA 
 

ภาพที่ 16 ลําดับกรดนิวคลีอิคของยีน 16S rRNA ของแบคทีเรียสายพันธุ RC2Hep-A 
 
 

TAAGAGTTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCTTAACACATGCAAGTCGAGC
GGTAGCATTTCTAGCTTGCTAGAAGATGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTAGGAAT
CTGCCGAGTAGTGGGGGATAGCCCAGAGAAATTTGGATTAATACCGCATACGCCCTACGGGG
GAAAGGAGGGGATCTTCGGACCTTTCGCTATTCGATGAGCCTGCGTGAGATTAGCTTGTTGG
TGAGGTAAAGGCTCACCAAGGCGACGATCTCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACT
GGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGG
GGAACCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCA
GCAGTGAGGAAAGGGTGACAGTTAATACCTGTTA 
 

ภาพที่ 17 ลําดับกรดนิวคลีอิคของยีน 16S rRNA ของแบคทีเรียสายพันธุ RC2Hep-B 
 
 

ATTAGTTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGGGCG
GTAACAGGGAGGCTTGCTAATCTCTGCTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTATGGGGA
TCTGCCTGATGGCGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAATGTCTTCGGA
CCAAAGCGGGGGACCTCCGGGCCTCGCGCCATCAGATGAACCCATATGGGATTAGCTTGTAG
GTGAGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTA 
 

ภาพที่ 18 ลําดับกรดนิวคลีอิคของยีน 16S rRNA ของแบคทีเรียสายพันธุ RC2Hep-D 
 
 

AAGAGTTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCG
GTAGAGAGAAGCTTGCTTCTCTTGAGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCC
TAGTGGTGGGGGATAACGTTCGGAAACGGACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAG
CGGGGGACCTTCGGGCCTCGCGCCATTAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGG
TAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGCACTTT 
 

ภาพที่ 19 ลําดับกรดนิวคลีอิคของยีน 16S rRNA ของแบคทีเรียสายพันธุ RC2Hep-E 
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 เมื่อนําเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ RC2Hep-A, RC2Hep-B, RC2Hep-E ที่ความเขมขน 
3 x 104 cfu/ml ฉีดเขาสูปูปกติตัวละ 100 ไมโครลิตร (คิดเปน 3 x 106 cfu ตอปูปกต ิ1 ตวั) 
พบวาเชือ้แบคทีเรียทั้ง 3 ชนิด ไมสามารถกอโรคในปูปกติได ถึงแมวาการฉีดเชื้อสายพันธุ 
RC2Hep-A เขาสูปูปกติในการทดลองครั้งที่ 1 จะสามารถทําใหปูตายได และสามารถแยก
เชื้อแบคทีเรยีออกมาจากปูที่ตายได แตการทดลองครั้งที่ 2, 3 และ 4 นั้นไมสามารถทําใหปู
ตายไดเลย ถึงแมวาจะตดิตามผลเปนเวลา 30 วนั (จากตารางที่ 4) จึงเปนไปไดวาแบคทีเรีย
ทั้ง 3 ชนิดนี ้อาจไมใชเชือ้ที่เปนสาเหตุของอาการทองแดง แตปูที่มีอาการทองแดงอาจเปนปู
อาการที่เกิดจากปูนั้นมีสขุภาพไมดี ทําใหจุลินทรียที่มีอยูในธรรมชาต ินัน้ไปกอใหเกิด 
Secondary infection และสามารถเจริญอยูในปทูี่สุขภาพไมดีได 
 

ตารางที่ 4 จํานวนปูปกติที่ตายในแตละวันหลังจากที่ไดรับการฉีดเชื้อแบคทีเรีย 
 

วันที่ 
 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 
เชื้อแบคทีเรีย สายพันธุ RC2Hep-A 
การทดลองที่ 1 
(ปูจํานวน 3 ตัว) 

   1   1         

การทดลองที่ 2 
(ปูจํานวน 3 ตัว) 

               

การทดลองที่ 3 
(ปูจํานวน 3 ตัว) 

               

การทดลองที่ 4 
(ปูจํานวน 3 ตัว) 

               

เชื้อแบคทีเรีย สายพันธุ RC2Hep-B 
การทดลองที่ 1 
(ปูจํานวน 3 ตัว) 

               

การทดลองที่ 2 
(ปูจํานวน 3 ตัว) 

               

การทดลองที่ 3 
(ปูจํานวน 3 ตัว) 

               

การทดลองที่ 4 
(ปูจํานวน 3 ตัว) 

               

เชื้อแบคทีเรีย สายพันธุ RC2Hep-E 
การทดลองที่ 1 
(ปูจํานวน 3 ตัว) 

               

การทดลองที่ 2 
(ปูจํานวน 3 ตัว) 
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การทดลองที่ 3 
(ปูจํานวน 3 ตัว) 

               

การทดลองที่ 4 
(ปูจํานวน 3 ตัว) 

               

 
         3.7 ผลทางกายภาพของบอเล้ียงปูและผลทางสถิต ิ
       การศกึษาปจจัยทางกายภาพของฟารมเพาะเล้ียงปูทะเล (Scylla serrata Forskal 
1775) ในจงัหวัดสมุทรสงคราม พบวาสภาพบอเพาะเลี้ยงปูทะเลในชวงรอบป มีขอมูลจาก
การปจจัยศึกษาโดยมีตัวแปร 7 ตัวแปรคือ ความเปนกรด-ดาง (pH) ความโปรงแสงของน้ํา 
(Transparency) อุณหภูมิน้ําและอุณหภูมิอากาศ (Temperature หนวยวัดเปนองศา-
เซลเซียส) ความเค็ม (Salinity หนวยวัดเปน ppt) ออกซิเจนที่ละลายในน้ํา (Dissolved 
oxygen meter) ความเขมแสงหัวบอและความเขมแสงทายบอ (หนวยวัดเปน LUX) ไดถูก
นํามาพิจารณา โดยแสดงคาสถิติเบื้องตนไวตามตารางที่ 5 
 
ตารางที่ 5  คาต่ําสุด คาสูงสุด คาเฉล่ียและสวนเบี่ยงเบนมาตรฐานของตัวแปรปจจยั 
ทางสิ่งแวดลอม 
 
 

ตัวแปร คาต่ําสุด คาสูงสุด Mean SD 
ความเปนกรด-ดาง 
ความโปรงแสง 
อุณหภูมิน้ํา 
อุณหภูมิอากาศ 
ความเค็ม 
ออกซิเจนในน้ํา 

ความเขมแสงหัวบอ
ความเขมแสงทายบอ 

7.43 
18.75 
23.95 
25.33 
7.38 
3.02 

24600.00 
20100.00 

9.10 
59.38 
35.10 
32.90 
26.00 
8.29 

127200.00 
629000.00 

8.63 
31.52 
29.06 
29.45 
15.68 
5.06 

 78622.22 
88351.29 

0.34 
9.72 
2.20 
1.99 
5.73 
1.10 

24546.92 
69077.72 

     
       จากตารางที่ 5 สภาพทั่วไปของบอเล้ียงปูมีคาทางกายภาพคือ 
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       3.7.1 ความเปนกรด-ดางมีคาเฉล่ียเทากับ 8.63 (SD=0.347) มคีาต่ําสุดเทากับ 7.43 
และคาสูงสุดเทากับ 9.10  
       3.7.2 ความโปรงแสงมีคาเฉล่ียเทากับ 31.52 (SD=9.72) มีคาต่ําสุดเทากับ 18.75 และ
คาสูงสุดเทากับ 59.38   
       3.7.3 อุณหภูมิของน้ํามีคาเฉล่ียเทากับ 29.06 องศาเซลเซียส (SD=2.20) มคีาต่ําสุด
เทากับ 23.95 องศาเซลเซียสและคาสูงสุดเทากับ 35.10 องศาเซลเซียส 
       3.7.4 อุณหภูมิอากาศมีคาเฉล่ียเทากับ 29.45 องศาเซลเซียส (SD=1.99) มีคาต่ําสุด
เทากับ 23.33 และคาสูงสุดเทากับ 32.90 องศาเซลเซียส 
       3.7.5 ความเค็มมคีาเฉล่ียเทากับ 15.68 ppt (SD=5.73) มีคาต่ําสดุเทากับ 7.38 ppt 
และคาสูงสุดเทากับ 26.00 ppt 
       3.7.6 ออกซิเจนในน้ํามีคาเฉล่ียเทากับ 5.06 (SD=1.10) มีคาต่ําสดุเทากับ 3.02 
และคาสูงสุดเทากับ 8.29  
       3.7.7 ความเขมแสงหัวบอมคีาเฉล่ียเทากับ 78,622.22 LUX (SD=24546.92) มีคา
ต่ําสุดเทากับ 24,600 LUX และคาสูงสุดเทากับ 127,200 LUX 
       3.7.8 ความเขมแสงหัวทายมีคาเฉล่ียเทากับ 88,351.29 LUX (SD=69077.72) มีคา
ต่ําสุดเทากับ 20,100 LUX และคาสูงสุดเทากับ 629,000 LUX 
       การตรวจสอบขอมลูเบื้องตนของทั้ง  8  ตวัแปร  ตรวจสอบโดยใช  Boxplot ดังแสดงใน
ภาพที่ 20  
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          (a) กรด-ดาง         ความเค็ม        ออกซิเจนในน้ํา          (b)  ความโปรงแสง        อุณหภูมิน้ํา     อุณหภูมิอากาศ
  

                       
 
 
 
  
   
 
 
   (c)  แปรความเขมแสงหัวบอ    ความเขมแสงทายบอ 
 

ภาพที่ 20 (a) Boxplot ของตัวแปร ความเปนกรด-ดาง ความเค็มและออกซิเจนในน้ํา 
             (b) Boxplot ของตัวแปรความโปรงแสง อุณหภูมนิ้ําและอุณหภูมิอากาศ 
             (c) Boxplot ของตัวแปรความเขมแสงหัวบอและความเขมแสงทายบอ 

 

        
จากการตรวจสอบดวย Boxplot พบวาตัวแปรหลายตัวมีคานอกกลุมปะปนอยูไดแก 

ความเปนกรด-ดาง ออกซิเจนในน้ํา ความโปรงแสง อณุหภูมิน้ําและความเขมแสงทายบอ 
โดยที่ตัวแปรสวนใหญมลัีกษณะการแจกแจงที่ใกลเคียงปกติ ยกเวนตัวแปรความโปรงแสงซึ่ง
มีการแจกแจงคอนขางเบขวา ซึ่งหมายความวาคากลางของขอมูลสวนใหญซึ่งเปนขอมูลที่มี
คานอย       พิจาณาตวัแปรอตัราการตายของปูตอ 1 แพเรือ (ที่ใชวางกรงป)ู เพื่อดูแนวโนม
การตายตามลําดับการเก็บขอมูล ดงัแสดงในภาพที่ 21 
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                                                    ม.ค.50   ก.พ.  มี .ด.  เม. พ.ค. มิ    ก.ค.   ส.ค.            ก.ย.                  ต.ค.      พ.ย.          ธ.ค.50       ม.ค.51     ก.พ.51 
 
ภาพที่ 21 อัตราการตายเฉลี่ยของปู ตอ 1 แพเรอื ตามลําดับเวลาการเก็บขอมูล  
หมายเหตุ: 1 คือขอมูลเดือน มกราคม 2550, 2-3 คือขอมลูเดือนกุมภาพันธ 2550, 4 คือ
ขอมูลเดือนมีนาคม 2550, 5 คือขอมูลเดือนเมษายน 2550, 6 คือขอมูลเดือนพฤษภาคม 
2550, 7-8 คือขอมูลเดือนมิถุนายน 2550, 9 คอืขอมูลเดือนสิงหาคา 2550, 10-11 คือขอมูล
เดือนกันยายน 2550, 12-13-14 คือขอมูลเดือนตุลาคม 2550, 15-16 คือขอมูลเดือน 
พฤศจิกายน 2550, 17-18-19 คือขอมูลเดือนธันวาคม 2550, 20-21-22 คือขอมูลเดือน 
มกราคม 2551 และ 23-24 คือขอมูลเดือนกุมภาพันธ 2551 
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ตารางที่ 6  แสดงสัมประสิทธิ์สหสัมพันธของปจจัยทางสิ่งแวดลอม (7 ตวัแปร) และอัตรา
การตายตอ 1 แพเรือ โดยใชสัมประสิทธิ์สหสัมพันธของ Pearson 
      

Correlations

1 -.035 .076 -.094 -.340** -.053 .074 -.105 .150
.769 .523 .434 .004 .659 .534 .382 .208

72 72 72 72 72 72 72 72 72
-.035 1 -.187 -.282* .038 -.248* -.174 .269* .050
.769 .116 .016 .748 .036 .143 .023 .676

72 72 72 72 72 72 72 72 72
.076 -.187 1 .829** -.466** .268* .063 .096 -.284*
.523 .116 .000 .000 .023 .599 .422 .016

72 72 72 72 72 72 72 72 72
-.094 -.282* .829** 1 -.147 .211 .112 .080 -.319**
.434 .016 .000 .218 .075 .349 .504 .006

72 72 72 72 72 72 72 72 72
-.340** .038 -.466** -.147 1 -.138 .371** .040 .008
.004 .748 .000 .218 .247 .001 .736 .948

72 72 72 72 72 72 72 72 72
-.053 -.248* .268* .211 -.138 1 -.136 .100 .085
.659 .036 .023 .075 .247 .256 .406 .475

72 72 72 72 72 72 72 72 72
.074 -.174 .063 .112 .371** -.136 1 .046 .050
.534 .143 .599 .349 .001 .256 .701 .676

72 72 72 72 72 72 72 72 72
-.105 .269* .096 .080 .040 .100 .046 1 .122
.382 .023 .422 .504 .736 .406 .701 .308

72 72 72 72 72 72 72 72 72
.150 .050 -.284* -.319** .008 .085 .050 .122 1
.208 .676 .016 .006 .948 .475 .676 .308

72 72 72 72 72 72 72 72 72

Pearson Correla
Sig. (2-tailed)
N
Pearson Correla
Sig. (2-tailed)
N
Pearson Correla
Sig. (2-tailed)
N
Pearson Correla
Sig. (2-tailed)
N
Pearson Correla
Sig. (2-tailed)
N
Pearson Correla
Sig. (2-tailed)
N
Pearson Correla
Sig. (2-tailed)
N
Pearson Correla
Sig. (2-tailed)
N
Pearson Correla
Sig. (2-tailed)
N

ph

transpa

tempwate

tempair

salt

oxygen

light1

light2

ratio

ph transpa tempwater tempair salt oxygen light1 light2 ratio

Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).**. 

Correlation is significant at the 0.05 level (2-tailed).*. 
 

 
จากตารางที่ 6 ศึกษาความสัมพันธระหวางตัวแปรโดยใชสัมประสิทธิ์สหสัมพันธของ 

Pearson พบวามีความสัมพันธระหวางบางปจจยัทางสิ่งแวดลอมของบอปูที่นํามาศึกษา เชน 
อุณหภูมิน้ําและอุณหภูมิในอากาศมีความสมัพนัธกันคอนขางสูงในทางบวก (r=0.829, P< 
0.01) ความเค็มและอณุหภูมิของน้ํามีความสมัพันธในทางลบ (r=-0.466, P< 0.01) สวน
อัตราการตายตอ 1 แพเรือ มคีวามสมัพันธทางลบกับอุณหภมูิน้ําและอุณหภูมิในอากาศ 
(r = -0.284, -0.319, P <0.05, P< 0.01) ตามลําดับ 
       เมื่อพจิารณาสมการแสดงความสัมพันธระหวางอัตราการตายตอ 1 แพเรือและอุณหภูมิ
น้ําและอุณหภูมิในอากาศ (ตัวแปรอสิระ) โดยใชการวิเคราะหการถดถอยเชิงเสน เลือกตัว
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แปรอิสระดวยวิธี Stepwise พบวามีเพียงตัวแปรอุณหภูมิในอากาศที่มีความสําคัญในการ
อธิบายความผันแปรของอัตราการตายของปูที่เล้ียง ตอเรือดวยสมการดานลาง     
 

                               8.518 0.236ratio tempair= −  
 

(ratio คืออตัราการตาย, tempair คืออุณหภมูใินอากาศ) และจากขอมูลตารางที่ 7 คอืถา
อุณหภูมิในอากาศเพิ่มข้ึน 1 หนวยองศาเซลเซียส อัตราการตายจะลดลง (ตามอณุหภูมิ ณ 
วันที่เก็บ) แตสามารถอธิบายความผันแปรไดเพียง 10.10 เปอรเซ็นต คือคาอุณหภูมิใน
อากาศสามารถอธิบายความฝนแปร (ของขอมลู) ตออัตราการตายของปูไดเพียง 10.10 
เปอรเซ็นต ดังนั้นตัวแปรหรือปจจัยทางดานสิ่งแวดลอมหรือปจจัยอืน่ที่ไมไดนํามาพิจารณา
อาจมีผลตอการอธิบายความผันแปรของอัตราการตายของปูตอ 1 แพเรอืได 
 

ตารางที่ 7 การวิเคราะหการถดถอยระหวางอัตราการตายตอ 1 แพเรือและอุณหภูมิน้ําและ
อุณหภูมิในอากาศ 
 

Model Summary

.319a .101 .089 1.41239
Model
1

R R Square
Adjusted
R Square

Std. Error of
the Estimate

Predictors: (Constant), tempaira. 
 

 

Coefficientsa

8.518 2.477 3.439 .001
-.236 .084 -.319 -2.811 .006

(Constant)
tempair

Model
1

B Std. Error

Unstandardized
Coefficients

Beta

Standardized
Coefficients

t Sig.

Dependent Variable: ratioa. 
 

 
 

 
 
 
 
 



 40

4. วิจารณการทดลอง (Discussion) 
จากผลการศึกษาอาการทองแดงในปูทะเลโดยเรียงจากที่มีอาการมากไปสูที่มีนอยคอืปู

ทะเลที่ดูด haemolymph ออกมามสีีขาวคลายน้ํานม ปูทีม่ี haemolymph สีสมขาวและปูที่มี 
haemolymph สีสม ซึ่งสอดคลองกับอาการของโรคและอวัยวะภายที่ศึกษา คืออวัยวะมีลักษณะที่
นิ่มเหลวและสีซีดก็เรียงจากมากไปนอยตามลําดับเหมือนขางตน ลักษณะ haemolymph สีขาว
คลายน้ํานมนี้ คลายกับการติดเชือ้จาก Hematodinium sp. ในสัตว crustacean ชนิดตาง 
(Meyer และคณะ, 1987; Shields., 1994; Taylor และ Khan., 1995; Shields และ Squyars., 
2000; Stentiford และคณะ, 2002) คือเมื่อสตัวไดรับเชื้อโรคขั้นรุนแรงทําให haemolymph ไม
สามารถแข็งตัวได (Meyer และคณะ, 1987; Shields และ Squyars., 2000) ซึ่งการแข็งตัวของ 
haemolymph นั้นเปนกลไกสําคัญในระบบภมูคิุมกันของพวก crustacean มีรายงานที่เสริม
เพิ่มเติมวาการที่ haemolymph ไมแข็งตัวนี้เปนเพราะมีการติดเชื้อจากจุลชพีหรือพาราสิต
จํานวนมาก (Stentiford และ Shields., 2005) โดยมีรายงานของ Lee และคณะ (1999) ที่
ทดลองฉีด extracellular products (ECP) ที่ผลิตจาก V. harveyi  จากกุงกุลาดําคือ tiger prawn 
(Penaeus monodon) แลวพบวา 2 ชั่วโมงตอมาพบวา haemolymph ของกุงในกลุมทดลอง
สูญเสียความสามารถในการแข็งตัวและจากรายงานของ Salaenoi และคณะ (2006) ไดนํา 
haemolymph ของปูทะเลที่มีอาการทองแดงที่มขีาวขุนคลายน้ํานมมาวเิคราะหปริมาณโปรตีนใน 
haemolymph พบวาไมพบแถบโปรตีนของออกซี่ฮีโมไซยานินที่มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 75 
kDa และการวิเคราะหปริมาณธาตุทีเ่ปนองคประกอบใน haemolymph ไดแก ทองแดง (copper) 
และสังกะสี (zinc) พบวามีปริมาณธาตุนอยกวาปูปกติ 3 และ 4 เทา ตามลําดับ แตปริมาณ
แคลเซียม (calcium) แมกนีเซียม (magnesium) และเหล็ก (iron) มีปริมาณมากกวาปูปกต ิ

การศึกษาพบการติดเชือ้ของอวัยวะจากปูที่มีอาการทองแดงระยะที่ 3 ไดศึกษาพบ
แบคทีเรีย 4 ชนิด และเมื่อเพิ่มจํานวนของยีน 16S rRNA แลวนําไปหาลําดับกรดนิวคลีอิค
และเปรียบเทียบกับฐานขอมูลของ NCBI เพื่อที่จะระบุชนิดของแบคทีเรียพบวาเปนเชือ้
แบคทีเรียสายพันธุ RC2Hep-A และสายพันธุ RC2Hep-D เปน Morganella morganii และ
สายพันธุ RC2Hep-E เปน Pseudomonas sp. ในขณะที่ 16S rRNA ของแบคทีเรียสายพันธุ 
RC2Hep-B เหมือนกับแบคทีเรียที่จากทะเลแตยังไมทราบชนิด แตจากรายงานตางๆ ที่ได
เคยทําวิจัยในปูทะเล Scylla serrata (Forskal) วาพบวามีพาราสิตที่กอใหเกิดโรคที่มีอาการ
คลายกันนี้ โดย Hudson และ Lester (1994) ไดศึกษาปู Scylla serrata (Forskal) จํานวน 
130 ตัว จากอาว Moreton รัฐควีนแลนด ในประเทศออสเตรเลีย พบวามีพาราสิตจาํนวน 10 
ชนิด ที่อาศยัรวมอยูกับโฮสต 4 ชนิด ที่เปนเชื้อที่กอใหเกิดโรครุนแรงคือ โปรโตซัวที่พบใน
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เลือด (blood protozoan) Hematodinium sp. โปรโตซัวที่มีขน (ciliates) บนผิวหนาของราง
คือ Epistylis sp. กับ Acineta sp. และเพรียง (barnacle)   

สําหรับการศึกษาดวยจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผานจากอวัยวะ 7 อวัยวะ คือสวนที่ปก
คลุมของรางกาย ตับ เหงือก กลามเนื้อทอง กลามเนื้อกามปู กระเพาะอาหารและกลามเนื้อหัวใจ 
แสดงใหเห็นวาปูที่มีอาการทองแดงทุกระยะมีการติดเชื้อแบคทีเรียที่มีรูปรางแทง แทงโคงงอและ
ลักษณะกลม ซึ่งสอดรบักับการที่ปตูิดเชื้อจากแบคทีเรียมากกวา 1 ชนิด โดยผลจากการศึกษา
ทางจุลชีววทิยาของปูที่มีอาการทองแดงสามารถแยกเชื้อเบคทีเรียได 4 สายพันธุ แตกลับไมพบ
เชื้อแบคทีเรยีในปูปกติ ซึ่งแสดงวาอาการทองแดงไดบงบอกวาปอูอนแอดวยสาเหตุใดยังไม
ทราบและทําใหติดเชื้อแบคทีเรียได ซึ่งแตกตางกับรายงานจากตางประเทศที่พบวาปูทะเลและ
สัตวทะเลทีม่ีอาการทองแดงมีการตดิเชื้อ Hematodinium sp. ดังรายงานของ Shields (1994) 
พบการแพรระบาดของ Hematodinium sp. ในการเลี้ยงปูและกุง ในไข (oocyte) กระเพาะ
อาหาร เนื้อเย่ือออนนุมและชองวางภายในลําตัว (haemal sinuses) มีรายงานการแพรระบาดที่
ติดเชื้อ Hematodinium sp. ที่เปนสาเหตุโรค Bitter crab disease (BCD) โดย Eaton และคณะ 
(1991) รายงานวาปู Tanner crabs (Chionoecetes bairdi) จากหมูเกาะ Sullivan ทางตะวันออก
เฉียงใตในรัฐอลาสกา เกิดโรค BCD เมื่อเขาสูฤดูรอนซึ่งพบการแพรระบาดและการติดเชื้อมาก
ที่สุด เมื่อเขาสูฤดูใบไมรวงและฤดหูนาวก็จะเริม่ลดลงตามลําดับและเมื่อเขาสูฤดูใบไมผลิจะเริ่ม
พบการแพรระบาดเพิ่มมากขึ้นอีกครั้ง นอกจากนี้ Octolasmis Tayor และ Khan (1995) ศึกษา
การแพรระบาดของ Hematodinium sp. (Dinoflagellata: Syndinidae) ที่เปนสาเหตุของโรค 
BCD ในปู Chionoecetes opilio ที่ หมูเกาะ Newfoundland ประเทศแคนาดา ในป ค.ศ. 1992 
ถึง ค.ศ. 1993 พบวามีการติดเชื้อ Hematodinium sp. จํานวน 3.7 เปอรเซ็นต ของปูที่จับ
ทั้งหมด 135 ตัว นอกเหนือจากนี้ Field และคณะ (1998) ศึกษาการแพรระบาดของ 
Hematodinium sp. ในกุง Norway lobster (Nephrops norvegicus) บริเวณรอบชายฝงตะวันตก
ของประเทศสกอตแลนด โดยเก็บตัวอยางตั้งแตเดือนเมษายน ค.ศ. 1992 ถึงเดือนมนีาคม ค.ศ. 
1995 พบวามี Hematodinium sp. มีการแพรระบาดอยูในชวงครึ่งปแรกคือมีการแพรระบาด
สูงสุดในฤดูใบไมผลิและกอนเขาฤดูรอน และยังพบวากุงเพศเมียที่มีขนาดกลางจะมีการติดเชื้อ
มากที่สุด สวน Stentiford และคณะ (2002) ศึกษาทางมิญชพยาธิวทิยา วิทยาภูมิคุมกันและ
เทคนิคทางพีซีอาร (PCR) ในปู edible crab (Cancer pagurus) ที่แสดงอาการติดโรค Pink crab 
disease (PCD) ในชวงฤดูหนาวของป ค.ศ. 2000 ถึง ค.ศ. 2001 พบวามีการติดเชื้อคลาย 
Hematodinium sp. ที่ทําใหเกิดโรค PCD โดยพบ Hematodinium sp. ระยะพลาสโมเดียและ
ระยะเจริญเต็มวัยในเลือดและทําให tubule cell ของตับมีเซลลลดนอยลง 
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Stentiford และคณะ (2003) ศึกษาในปู Cancer pagurus และปู Necora puber ที่
แสดงอาการติดโรค PCD จาก South coast ของเกาะ Guernsey และบริเวณสวนเวาเขา
ชายฝง Newton ประเทศอังกฤษ ระหวางเดือนธันวาคม ค.ศ. 2001 ถึงเดือนกุมภาพันธ ค.ศ. 
2002 และนํามาศึกษาทางมิญชพยาธิวิทยาและศึกษาทางกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนพบวา 
ปู Cancer pagurus ติดเชื้อ Hematodinium sp. ถึง 25 เปอรเซ็นต และปู Necora puber มี
การติดเชื้อ Hematodinium sp. สูงถึง 100 เปอรเซ็นต นอกจากนี้ยังพบวามีการติดเชื้อจาก
ยีสตรวมกับการติดเชื้อ Hematodinium sp. ดวย 

Pestal และคณะ (2003) ศึกษาการแพรระบาดของ Hematodinium sp. ในปู 
Chionoecetes opilio จากอาว Conception หมูเกาะ Newfoundland ประเทศแคนาดา 
ระหวางวันที่ 20 กันยายนถึงวันที่ 9 ตุลาคม ค.ศ. 1998 โดยศึกษาลักษณะภายนอกและนํา
เลือด มาตรวจหาการติดเชื้อภายใตกลองจุลทรรศนแบบใชแสงพบการแพรระบาดของ 
Hematodinium sp. สูงข้ึนมากกวาการรายงานการแพรระบาดที่พบครั้งแรกของ Tayor และ 
Khan (1995) 

Shields และคณะ (2005) รายงานการแพรระบาดของโรค BCD ที่มีสาเหตุจากการติด
เชื้อ Hematodinium sp. ในปู snow crab (Chionoectes opilio) จากหมูเกาะ Newfoundland 
ประเทศแคนาดา โดยทําการสํารวจตั้งแต ค.ศ. 1997 ถึง  ค.ศ. 2003 จากอาว Conception  
อาว Bonavista และแหลงจับปลาชื่อ Avalon พบวาใน ค.ศ. 1999 พบการแพรระบาดของ 
Hematodinium sp. บริเวณอาว Bonaviata และอาว Conception ใน ค.ศ. 2000 พบการ
แพรระบาดของ Hematodinium sp. บริเวณอาว Conception ในปูเพศผูประมาณ 2 ถึง 9 
เปอรเซ็นต และในเพศเมียประมาณ 19 ถึง 26 เปอรเซ็นต จากรายงานยังพบวาปูเพศเมีย
และปูเพศผูที่มีขนาดเล็กมีการติดเชื้อ Hematodinium sp. มากที่สุด 

ในงานวิจัยนี้พบแตการตดิเชื้อแบคที่เรียโดยไมพบพาราสิตและจากการที่ไดนําเชื้อ
แบคทีเรียสายพันธุ RC2Hep-A, RC2Hep-B, RC2Hep-E ที่แยกไดจากปูทะเลที่มีอาการทอง
แดงฉีดเขาสูปูปกติ แลวพบวาเชือ้แบคทีเรียทั้ง 3 ชนิด ไมสามารถกอโรคในปูปกติได ถึงแม 
วาการฉีดเชื้อสายพันธุ RC2Hep-A เขาสูปูปกติในการทดลองครั้งที่ 1 จะสามารถทําใหปูตาย
ได และสามารถแยกเชื้อแบคทีเรียออกมาจากปทูี่ตายได แตการทดลองอีก 3 ครั้งก็ไมเกิดผล
เชนใดกับปู ซึ่ง dose ที่ฉีดก็ถือวาเปน dose ที่เพียงพอตอการกอโรคแลวและแมวาจะ
ติดตามผลตออีก 30 วัน ก็ไมสงผลตอการกอโรคทองแดงและปูทะเลนั้นก็ไมแสดงอาการ
ออนแอ  จึงเปนไปไดวาแบคทีเรียทั้ง 3 ชนิดนี ้อาจไมใชเชือ้ที่เปนสาเหตุของอาการทองแดง 
แตปูที่มีอาการทองแดงอาจเปนอาการที่เกิดจากปูนั้นมีสุขภาพไมดี ทาํใหเชื้อจุลชีพที่มีอยู
ตามธรรมชาติ นั้นไปกอใหเกิด Secondary infection และสามารถเจริญอยูในปูที่สุขภาพไมดี
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ได ดังนั้นจากการศึกษาในครั้งนี้คาดวาเชื้อแบคทีเรียอาจเขาไปภายในรางกายโดยเขาไปกับ
น้ําทะเลผานจากเหงือกแลวเขาสูกระแสเลือดและไปยังสวนตางๆ ของรางกายได แตมี
รายงานที่กลาวถึงการฉีดพาราสิตสูปูปกติของ Shields และ Squyars (2000) ที่ฉีดเชื้อ 
Hematodinium perezi ระดับความเขมขน 1,000-100,000 เซลลเขาปู blue crabs 
(Callinectes sapidus)  เพศเมียแลวพบวาปูเริ่มตายในวันที่ 14 หลังจากฉีดเชื้อและพบความ
หนาแนนของเซลลเม็ดเลือด (hemocyte) ลดลง พาราสิตจะเพิ่มข้ึนประมาณ 30 เปอรเซ็นต 
หลังจากติดเชื้อในวันที ่14 จากนั้นพาราสิตจะเพิ่มข้ึน 60 เปอรเซ็นต หลังจากติดเชื้อในวันที ่
21 และติดเชื้อพาราสติเพิ่มข้ึนเปน 100 เปอรเซน็ต หลังจากติดเชื้อในวันที่ 35 

ผลจากการศึกษาปจจัยทางกายภาพของฟารมเพาะเล้ียงปูตออตัราการตายของปู โดยใช
ตัวแปร 7 ตัวแปร คอืการวัดแสงที่ผิวและใตน้ํา ความโปรงแสงของน้ํา อุณหภูมิในน้ําและใน
อากาศ ความเค็ม  ปริมาณออกซเิจนที่ละลายในน้ําและความเปนกรด-ดาง เมื่อวิเคราะหขอมลู
ดวยวิธี Stepwise method of variable selection พบวาไดแมแบบ (model) คอื 

8.518 0.236ratio tempair= −  ซึ่งแสดงวาอุณหภูมจิากอากาศที่ฟารมเพาะเล้ียงปูเปนปจจัยทาง
กายภาพที่มีผลตออัตราการตายของปู (มีผลเพียง 10.10% ซึ่งถือวาเมือ่เทียบไปแลวแทบจะไมมี
ผลตอการตายของปู) สวนปจจัยทางกายภาพอื่นๆ ไมมีผลตอการตายของปูแตอยางไร  
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Out put ที่ไดจากโครงการ 
 

1. ผลงานวิจัยไดสงเพือ่ตีพิมพในวารสารระดับนานาชาติ 
ไดสง Manuscript เรื่อง Histopathology and classification of microorganisms from 

the infected tissues of red sternum syndrome in mud crabs (Scylla serrata Forskal 
1775) ในวารสารระดับนานาชาติชื่อ “J. of Invertebrate Pathology” ซึ่งวารสารนี้มี impact 
factor ประมาณ 1.2 (ผลงานวิจัยอยูในภาคผนวก) 
 
2. กิจกรรมอ่ืนๆ ที่เก่ียวของ  

  2.1 กิจกรรมของผลงานสวนแรก (ปที่ 1) ผูวิจัยไดนําเสนอผลงานวิจัยในรูปแบบ
โปสเตอรเรื่อง “Pathobiological Study of Red Sternum Syndrome in Thai Mud Crabs 
(Scylla serrata Forskal 1775)” ในการประชมุ “นักวิจัยรุนใหมพบเมธีวจิัยอาวุโส” จดัโดย
สํานักงานกองทุนสนับสนุนการวิจัยและสํานักงานการอุดมศึกษา ณ โรงแรมแอมบาสเดอร
จอมเทียน เมืองพัทยา ระหวางวันที่ 11-13 ตุลาคม พ.ศ. 2550 (ผลงานวิจัยอยูในภาคผนวก) 

2.2 ผูวิจัยจะไดนําเสนอผลงานวิจัยในรูปแบบโปสเตอรเรื่อง “Histopathology and 
classification of microorganisms from the infected tissues of Red sternum syndrome 
in mud crabs (Scylla serrata Forskal 1775)” ในการประชมุ ที่จะจัดขึน้โดยสํานักงาน
กองทุนสนับสนุนการวิจยัและสํานักงานการอุดมศึกษา นักวิจัยรุนใหมพบเมธีวจิัยอาวุโส”  
จัดโดยสํานักงานกองทนุสนับสนุนการวิจัยและสํานักงานการอุดมศึกษา ณ. โรงแรมรีเจน- 
ชะอํา จังหวดัเพชรบุรี ระหวางวันที่ 16-18 ตุลาคม พ.ศ. 2551 (ผลงานวิจัยอยูในภาคผนวก) 
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เร่ือง “Pathobiological Study of Red Sternum Syndrome in  
Thai Mud Crabs (Scylla serrata Forskal 1775)” 
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เร่ือง “Histopathology and classification of microorganisms from the infected 
tissues of Red sternum syndrome in mud crabs (Scylla serrata Forskal 1775)” 
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Abstract  
Mud crab (Scylla serrata Forskal 1775) is one of intensive commercial animals of Thailand that 
has been exported accounted for more than 5,000 millions baht in 2005. This is because of 
their good taste and high nutrition. In Thailand, distribution of mud crabs was along the coastal 
water and they also have been cultured for more than 20 years. The culture of mud crabs was 
found in several provinces; Chantaburi, Trat, Samutsongkram, Ranong and Trang. From our 
observation of the soft-shell mud crab farm in Samutsongkram province (during December 2006 
to June 2007), we found some crabs showing the abnormal symptom. These crabs had soft 
carapace, red chelae and joint, pale hepatopancreas, gill and loose muscles, while their 
haemolymphs were reddish in color. They also appeared limited movement and their meat 
seemed bitter. The crabs also showed signs of inactive, non-moving, and finally dead. To 
identify the cause of syndrome, haemolymph and 7 organs of mud crab; integument, 
hepatopancreas, gill, muscle, claw muscle, stomach and heart were dissected and examined 
using electron microscopy. The results indicated that red sternum mud crabs were infected with 
rod-shape or curved rod-shape bacteria in all investigated organs and haemolymphs. More 
investigation should be done to confirm the exactly causes of red sternum syndrome. 
Nevertheless this study could be used as a fundamental data that could be useful for further 
analysis.   
Keywords: electron microscopy, pathobiology, mud crab, Red sternum syndrome 
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Abstract  
Observation of abnormal mud crabs (Scylla serrata Forskal 1775), red sternum character, was 
carried out by collecting samples from crab farms in Samutsongkhram province, Thailand. 
These crabs had soft carapaces, red chelae and joints, pale hepatopancreases, gills, and loose 
muscles. They also appeared less movement, and finally died. Examination of haemolymph 
revealed 3 broad stages of the syndrome, namely, orange, orange-white, and milky-white in 
colors. To identify the cause of syndrome, haemolymph and 7 organs of mud crabs; 
integuments, hepatopancreases, gills, abdominal muscles, claw muscles, stomachs, and hearts 
were dissected and histopathologically examined using transmission electron microscope (TEM) 
and scanning electron microscope (SEM). Closer examination found infection of rod-, curve rod-
, or coccus-shape bacteria with thin and think cell wall in all investigated organs and 
haemolymph. Isolation of microorganisms from the infected tissues of red sternum syndrome 
crabs resulted in 5 types of bacteria. No any microorganism growth observed in the normal 
crabs. Interestingly, these isolated bacteria can be classified following the severity of the 
disease. Additionally, the degree of bacterial infection found was following to the stages of 
disease. It was postulated that the bacteria entered the crabs via gills, migrated through 
circulation, before reaching these organs. 
 

Keywords: histopathology, mud crabs, Red sternum syndrome  
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