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ABSTRACT
Cryptosporidium spp. and Giardia spp. 

are intestinal protozoa contaminating food, 

water, and natural water resources worldwide 

especially among children under 5 years age 

leading to death with diarrheal disease. The 

present study aimed to determine the prevalence 

of Cryptosporidium spp. and Giardia spp. in 

70 water samples from Kwan Phayao Lake 

and compare protozoa detection using different 

staining and standard microscopic methods. 

The positive results in detecting Crypto-

sporidium spp. oocysts and Giardia spp.  

cysts were 52.86% (37/70) and 21.43% (15/70), 

respectively. The microscopic identification 

with DMSO stain was the most efficient for 

Cryptosporidium spp. oocysts while Trichrome 

stain was the most efficient for Giardia spp. 

cysts, 42.86% (30/70) and 20% (14/70),  

respectively. The concordance of Crypto-

sporidium spp. detection under microscope 

was fair among the three staining methods 

(Kappa coefficient = 0.291-0.346) whereas 

detecting of Giardia spp. with temporary stain 

to permanent stain showed good agreement 

(Kappa coefficient = 0.70). The results of this 

study could be applied to develop suitable 

techniques of protozoa detection to survey 

water source infection.
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บทนำ�
คริปโตสปอริเดียม (Cryptosporidium spp.) 

และไกอาร์เดีย (Giardia spp.) เป็นโปรโตซัวท่ีอาศัยอยู่

ในเซลล์ผนังลำ�ไส้เล็กของคนและสัตว์1 พบการปนเป้ือน

อยู่ในวงจรอาหาร ในอุจจาระของสัตว์เล้ียงลูกด้วยนม2 

รวมถึงในธรรมชาติท้ังในแหล่งดินและน้ำ� คนได้รับ

โปรโตซัวโดยการบริโภคอาหารสด น้ำ�ท่ีมีการปนเป้ือนของ

โปรโตซัวระยะโอโอซีสต์ และซีสต์ ซ่ึงเป็นระยะติดต่อ3 

คริปโตสปอริเดียม และไกอาร์เดีย เป็นสาเหตุหนึ่ง 

ที่สำ�คัญของโรคอุจจาระร่วงและโรคนี้ทำ�ให้เสียชีวิต

อันดับ 2 ของโลกในเด็กอายุต่ำ�กว่า 5 ปี4 การก่อโรค

ในผู้ที่ภูมิคุ้มกันปกติจะทำ�ให้เกิดอาการท้องเสียที่ไม่

รนุแรงและหายได้เอง สว่นในผูท้ีม่ภีมูคิุม้กันบกพรอ่ง

จะทำ�ให้เกิดอาการท้องเสียรุนแรงและเร้ือรัง จนทำ�ให้

เสียชีวิตได้

กว๊านพะเยาเป็นทะเลสาบน้ำ�จืดขนาดใหญ่

อันดับ 1 ในภาคเหนือ และอันดับ 3 ของประเทศ 

เป็นแหล่งน้ำ�ที่สำ�คัญท่ีสุดของจังหวัดพะเยาที่ใช้ใน

การอปุโภค บริโภค และเป็นสถานท่ีทอ่งเท่ียวท่ีได้รับ

ความนิยมของจังหวัดพะเยา5 จากผลการตรวจสอบ

และเฝา้ระวังคุณภาพน้ำ�อย่างตอ่เนือ่งของสำ�นกังาน

สิ่งแวดล้อมภาคที่ 2 จังหวัดลำ�ปาง พบว่า คุณภาพ

น้ำ�กว๊านพะเยา อยู่ในเกณฑ์ “เสื่อมโทรม” ถึง 

“เสื่อมโทรมมาก” เมื่อเทียบกับมาตรฐานคุณภาพ

แหล่งน้ำ�ผิวดิน โดยสาเหตุส่วนใหญ่มาจากปริมาณ

สารอนิทรย์ีในกว๊านพะเยาทีม่ปีรมิาณมาก ซ่ึงเหมาะ

กับการเป็นแหล่งสะสม และแพร่กระจายของจุลินทรีย์ 

รวมถึงโปรโตซัวทีก่่อโรคทางการแพทย์ท่ีมใีนแหลง่น้ำ� 

เช่น คริปโตสปอริเดียมและไกอาร์เดียด้วย

เทคนิคการตรวจด้วยกล้องจุลทรรศน์เป็นเทคนิค

สำ�คัญและเป็นเทคนิคมาตรฐานในการตรวจหาโปรโตซัว

จากสิ่งแวดล้อมในห้องปฏิบัติการ6 โดยมีการย้อมส ี

ท่ีแตกต่างกัน 3 แบบหลัก ๆ  คือ วิธีการย้อมสีอย่างง่าย 

(Direct Wet Mount) เป็นวิธีตรวจท่ีง่ายท่ีสุดซ่ึงสามารถ

ตรวจโอโอซีสต์ของคริปโตสปอริเดียม รูปร่างกลมใส 

ขนาด 4-5 ไมโครเมตร โดยใช้กล้องจุลทรรศน์ 

รวมถึงซีสต์ คล้ายรูปไข่ ขนาด 7-12 ไมโครเมตร 

และโทรโพซอยต์ คล้ายลูกแพร์ ขนาด 5-14 ไมโครเมตร

ของไกอาร์เดีย ต้องอาศัยความชำ�นาญในการตรวจของ

ผู้ปฏิบัติงาน อีกทั้งไม่สามารถเห็นอวัยวะภายในของ

โปรโตซัวได้ชัดเจน วิธีการย้อมสีช่ัวคราว (Temporary 

Stain) เป็นวิธีทีส่ามารถบง่ชีช้นดิโปรโตซัวไดแ้มน่ยำ� 

เห็นส่วนประกอบของโครงสร้างภายในเซลล์ชัดเจนข้ึน

แต่จะไม่เห็นระยะโทรโพซอยต์ และวิธีการย้อมสี

ถาวร (Permanent Stain) เพื่อให้เห็นส่วนประกอบ

ภายในเซลล์อย่างละเอียด และทำ�ให้สามารถบ่งช้ีชนิด

ของโปรโตซัวได้แม่นยำ�ขึ้น เช่น คริปโตสปอริเดียม 

ใช้เทคนิคย้อมสีทนกรด (DMSO Stain) ในการย้อม

จะทำ�ให้แยกออกจากโปรโตซัวอ่ืนได้ง่ายเพราะโปรโตซัว

ชนิดน้ีมีความสามารถทนกรดของสีย้อม ส่วนไกอาร์เดีย

ใช้สี Trichrome Stain เม่ือต้องการหาซีสต์ของโปรโตซัว 

เพื่อแยกชนิดโปรโตซัวในน้ำ�ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 

ทั้งสามวิธีดังกล่าวข้างต้นเป็นวิธีการย้อมสีที่นิยมใช้

มากที่สุดเนื่องจากสามารถวินิจฉัยได้อย่างรวดเร็ว  

ทำ�ง่าย สะดวกและราคาถูกกว่าวิธีการวินิจฉัยอื่น  

แต่มีข้อดีและข้อเสียที่แตกต่างกัน7-8

ดังน้ันผู้วิจัยจึงสนใจศึกษาหาความชุกของคริปโต

สปอริเดียม และไกอาร์เดียในแหล่งน้ำ�กว๊านพะเยา 

จงัหวัดพะเยา เนือ่งจากมสีภาพแวดลอ้มท่ีเอือ้ตอ่การ

พบโปรโตซัวดังกลา่ว เพือ่เป็นแนวทางในการปอ้งกัน

และควบคุม รวมถึงการเปรียบเทียบเทคนิคพื้นฐาน

ในการตรวจด้วยกล้องจุลทรรศน์โดยการย้อมสีที่ 

แตกต่างกัน เพื่อให้ทราบถึงวิธีย้อมสีที่ดีท่ีสุดในการ

พัฒนาการตรวจหาโปรโตซัวในสิ่งแวดล้อมต่อไป
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วิธีการศึกษา
การวิจัยครั้งนี้เป็นการวิจัยเชิงสำ�รวจแบบ 

ภาคตัดขวาง (Cross-sectional Study) เพื่อศึกษา

ความชุกของคริปโตสปอริเดียม และไกอาร์เดีย  

ในแหล่งน้ำ�กว๊านพะเยา จังหวัดพะเยา ประเทศไทย 

และเปรียบเทียบความสอดคล้องกันของเทคนิค 

การตรวจด้วยกล้องจุลทรรศน์โดยวิธีการย้อมสีอย่างง่าย 

การย้อมสีช่ัวคราว และการย้อมสีถาวร การเก็บตัวอย่าง

ดำ�เนินการต้ังแต่เดือนมีนาคม ถึงเดือนพฤษภาคม 

พ.ศ. 2561 โครงการวจิยันีไ้มต่อ้งพจิารณาจริยธรรม

การวิจัย (Exemption) ของกองจริยธรรมการวิจัย 

มหาวิทยาลัยพะเยา

ประชากรและกลุ่มตัวอย่าง

การศึกษาในครั้งนี้ เก็บตัวอย่างครอบคลุม

บริเวณ 7 ตำ�บล รอบกว๊านพะเยา ไดแ้ก่ ตำ�บลเวียง 

ตำ�บลบ้านต๋อม ตำ�บลสันป่าม่วง ตำ�บลบ้านสาง 

ตำ�บลบ้านตุ่น ตำ�บลแม่ใส และตำ�บลแม่ต๋ำ� โดยขนาด

ตัวอย่างคำ�นวณจากสูตรเพื่องานสำ�รวจหาความชุก

โดยไม่ทราบจำ�นวนประชากร คำ�นวณโดยใช้สูตรการหา

ขนาดตัวอย่างเพื่อประมาณค่าสัดส่วนประชากร9

n = 
[Z2a/2PQ]

e2

โดย	n = ขนาดตัวอย่าง

	 a = ความผิดพลาดของการสรุปลักษณะ

ประชากรจากค่าสถิติตัวอย่าง

	 Z = Confidence Coefficient ได้จาก

ค่าความเช่ือมัน่ทีก่ำ�หนด (1-a) ทีร่ะดับความเช่ือมัน่ 

ร้อยละ 90

	 P = สัดส่วนอุบัติการณ์การตรวจพบ 

คริปโตสปอริเดียมและไกอาร์เดียในฤดูร้อน เท่ากับ 

ร้อยละ 21 คิดเป็น 0.2110

	 Q = 1-P = (0.79)

	 e = ความกระชับของการประมาณค่า 

ยอมรับการตรวจผิดพลาดได้ ±10 ตัวอย่างจาก  

100 ตัวอย่าง = 0.1

จะได้ขนาดตัวอย่าง (n)	= 
(1.73)2(0.21)(0.79)

0.12

  	  	 = 49.65

จากการคำ�นวณหาขนาดตัวอย่างที่ใช้ในการ

ศึกษาคร้ังนี้ จำ�นวนตัวอย่างที่ใช้ท้ังหมดประมาณ  

50 ตัวอย่าง แต่เนื่องจากต้องการทราบการกระจาย

ให้มากข้ึนในแตล่ะตำ�บลรอบกว๊านพะเยา การศึกษา

ในครั้งนี้จึงได้เลือกศึกษา 70 ตัวอย่าง แบ่งเป็น  

7 ตำ�บล โดยแบ่งตัวอย่าง และใช้รหัสแทนแต่ละ

ตำ�บล (ภาพที่ 1) ดังนี้

1.	ตำ�บลเวียง 10 ตัวอย่าง (รหัส 1WN1-10) 

2.	ตำ�บลบ้านต๋อม 11 ตัวอย่าง (รหัส 2BM1-11)

3.	ตำ�บลสันป่าม่วง 10 ตัวอย่าง (รหัส 3SM1-10)

4.	ตำ�บลบ้านสาง 10 ตัวอย่าง (รหัส 4BS1-10)

5.	ตำ�บลบ้านตุน่ 10 ตัวอย่าง (รหัส 5BT1-10) 

6.	ตำ�บลแม่ใส 16 ตัวอย่าง (รหัส 6MS1-16)

7.	ตำ�บลแม่ต๋ำ� 3 ตัวอย่าง (รหัส 7MT1-3)

การเก็บตัวอย่าง และการเตรียมตัวอย่าง

ทำ�การเก็บตัวอย่างน้ำ�ท้ังหมด 70 ตัวอย่าง  

ให้ครอบคลุมทั้ง 7 ตำ�บลรอบกว๊านพะเยา แต่ละจุด

ที่เก็บมีระยะห่าง 100-1,500 เมตร (ภาพท่ี 1)  

(โดยบางจดุมรีะยะห่างกันมาก เนือ่งจากเป็นเขตพืน้ที่

ส่วนบุคคล และพื้นที่ที่ยากต่อการเข้าถึง ไม่สามารถ

เข้าไปเก็บตัวอย่างน้ำ�ได้) และทำ�การระบุตำ�แหน่ง 

GPS ดว้ยมอืถือแอพลเิคชัน Google Map วัน เวลา 

และสถานท่ีให้ชัดเจน ทำ�การตรวจวัดคุณภาพน้ำ� 

ทางกายภาพเบ้ืองต้น คอื ปรมิาณออกซิเจนทีล่ะลาย
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ในน้ำ� (Dissolved Oxygen: DO) พีเอช (pH)  

ค่าการนำ�ไฟฟ้า (Conductivity) และอุณหภูมิ  

(Temperature) โดยใช้เคร่ือง Multimeter (PCD650)

เก็บตัวอย่างน้ำ�จุดละ 5 ลิตร โดยเก็บใส่ขวด

พลาสติกที่ปราศจากเช้ือ นำ�ตัวอย่างน้ำ�มาทดสอบ 

หาโปรโตซัวภายใน 1-2 ช่ัวโมง ท่ีห้องปฏิบัติการ 

คณะวิทยาศาสตร์การแพทย์ มหาวิทยาลัยพะเยา 

ตัวอย่างน้ำ�ท่ีได้นำ�มาป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 8,000 rpm 

5 นาที เทส่วนใสทิ้งเก็บตะกอนปริมาณ 1 มิลลิลิตร

ในหลอดไมโครเซนตริฟิวส์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เก็บรักษา

ไว้ที่ 4 องศาเซลเซียส เพื่อใช้ในการทดลองต่อไป

Figure 1	 The Study Sites for the Detection of Cryptosporidium spp. and Giardia spp. in 

Water Samples from Kwan Phayao Lake, Phayao Province.

เทคนิคการย้อมสีและการตรวจตัวอย่างด้วย

กล้องจุลทรรศน์

การตรวจหาครปิโตสปอริเดยีม และไกอารเ์ดีย 

โดยทำ�การตรวจตัวอย่างด้วยการย้อมสีท้ัง 3 วิธี 

ยืนยัน 5 ซ้ำ�ของแต่ละตัวอย่าง และทำ�กลุ่มควบคุม

ผลบวก (ตัวอย่างจากสิ่งแวดล้อมที่ยืนยันผลทางอณู

ชีวโมเลกุลแล้ว) และผลลบ (ตัวอย่างน้ำ�กลั่น

ปราศจากเช้ือ) แต่ละชนิดของการย้อม โดยมีข้อ 

แตกต่างกันที่การย้อมสีถาวร คริปโตสปอริเดียมใช้สี 

DMSO (Modified Acid-fast Stain) เพราะโปรโตซัว

กลุม่นีท้นกรด สว่นไกอาร์เดียใช้ส ีTrichrome Stain 

เพื่อให้เห็นส่วนประกอบภายในเซลล์อย่างละเอียด

ทำ�ให้สามารถบ่งชี้ชนิดของโปรโตซัวได้แม่นยำ�ขึ้น
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- การย้อมสีอย่างง่าย (Direct Wet Mount)

ทำ�การหยดสารละลายน้ำ�เกลือ 1 หยดลงบน

แผ่นสไลด์ และใช้หลอดหยดดูดตะกอนประมาณ  

1-2 หยด หยดตะกอนลงบรเิวณทีไ่ด้หยดสารละลาย

น้ำ�เกลือไว้ ผสมให้เข้ากัน หลังจากนั้นปิดด้วยแผ่น

ปิดสไลด์ และนำ�ไปส่องภายใต้กล้องจุลทรรศน์ทันที

- การย้อมสีชั่วคราว (Temporary Stain)

ทำ�การหยดลูกอล์ไอโอดีน 1 หยดลงบนแผ่นสไลด์ 

และใช้หลอดหยดดูดตะกอนประมาณ 1-2 หยด  

หยดตะกอนลงบริเวณท่ีได้หยดลูกอล์ไอโอดีนไว้  

ผสมให้เข้ากัน หลังจากนั้นปิดด้วยแผ่นปิดสไลด์  

และนำ�ไปส่องภายใต้กล้องจุลทรรศน์ทันที

- การย้อมสีถาวร (Permanent Stain)

DMSO (Modified Acid-fast Stain)

นำ�ตะกอนตัวอย่างมาสเมียร์ลงบนแผ่นสไลด์ 

เมื่อรอยสเมียร์แห้งแล้วให้เอาด้านหลังของสไลด์ 

ที่ไม่มีรอยสเมียร์ลนผ่านเปลวไฟ 3 ครั้ง หยดด้วย

เมทิลแอลกอฮอล์บริสุทธิ์ 30 วินาที ล้างออกด้วย 

น้ำ�เปล่า ตามด้วยหยด Carbol Fuchsin DMSO  

7 นาที ล้างออกด้วยน้ำ�เปล่า หลังจากนั้นหยดด้วย 

Malachite Green DMSO 3 นาที ล้างออกด้วย 

น้ำ�เปล่า และนำ�ไปส่องภายใต้กล้องจุลทรรศน์

Trichrome Stain

นำ�ตะกอนตัวอย่างมาสเมียร์ลงบนแผ่นสไลด์

พร้อมกับไข่ขาว เม่ือรอยสเมียร์แห้งแล้วให้เอาด้านหลัง

ของสไลด์ที่ไม่มีรอยสเมียร์ลนผ่านเปลวไฟ 3 ครั้ง 

ย้อมทับด้วย Schaudinn’s Fixative 30 นาที  

ตามด้วย Tincture of Iodine 1 นาที แล้วล้างออก

ด้วยเอทิลแอลกอฮอล์เข้มข้นร้อยละ 70 เป็นเวลา  

1 นาที 2 ครั้ง หลังจากนั้นย้อมทับด้วย Trichrome 

Stain 8-10 นาที ตามด้วย Destaining Solution 

(Acid Alcohol) 5-10 วินาที ล้างออกด้วยเอทิล 

แอลกอฮอล์บริสุทธิ์ 1 นาที 2 ครั้ง สุดท้ายนำ�ไปแช่ 

Xylene เป็นเวลา 1 นาที และนำ�ไปส่องภายใต้

กล้องจุลทรรศน์

การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ

การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติใช้โปรแกรมสำ�เร็จรูป 

SPSS version 20.0 โดยใช้สถิติเชิงพรรณนา ค่าเฉล่ีย 

และร้อยละ การวิเคราะห์ความไว ความจำ�เพาะของ

เทคนิคการตรวจวินิจฉัย และหาความสอดคล้องกัน

ของวิธีการย้อมสีด้วยสัมประสิทธิ์แคปปา (Cohen’s 

Kappa-coefficient)11

ผลการศึกษา
คุณภาพน้ำ�ทางกายภาพของกว๊านพะเยา

ตัวอย่างแหล่งน้ำ�กว๊านพะเยา ที่ทำ�การศึกษา

ทั้งสิ้น 70 ตัวอย่าง จาก 7 ตำ�บล อุณหภูมิเฉลี่ย

เท่ากับ 29 องศาเซลเซียส ค่าการนำ�ไฟฟ้าเฉลี่ย

เทา่กับ 162.37 ไมโครซีเมนสต์อ่เซนติเมตร ค่าพเีอช

เฉลีย่เทา่กับ 8.26 และค่าปรมิาณออกซิเจนทีล่ะลาย

ในน้ำ�เฉล่ียเท่ากับ 6.11 มิลลิกรัมต่อลิตร (ตารางท่ี 1)

ความชกุของครปิโตสปอรเิดยีมและไกอารเ์ดยี 

ในแหล่งน้ำ�กว๊านพะเยา

ผลการศึกษาพบความชุกของคริปโตสปอริเดียม

ทั้งหมด 37 ตัวอย่าง (ร้อยละ 52.86) ด้วยวิธีการ

ย้อมสีถาวร (DMSO) มากท่ีสุด 30 ตัวอย่าง  

(รอ้ยละ 42.86) รองลงมาคือ วิธกีารย้อมสอีย่างง่าย 

20 ตัวอย่าง (รอ้ยละ 28.57) และการย้อมสช่ัีวคราว 

10 ตัวอย่าง (ร้อยละ 14.29) ส่วนผลการศึกษา 

ความชุกของไกอาร์เดีย พบ 15 ตัวอย่าง (ร้อยละ 

21.43) โดยการย้อมสีถาวร (Trichrome) พบมากท่ีสุด 

14 ตัวอย่าง (ร้อยละ 20) รองลงมาคือ การย้อมสี

ชั่วคราว 10 ตัวอย่าง (ร้อยละ 14.29) และการย้อม

อย่างง่าย 6 ตัวอย่าง (ร้อยละ 8.57) (ตารางที่ 2)
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Table 1	Physical Parameters of Water from Difference Water Sources in Kwan Phayao Lake, 

Phayao Province.

Sampling

site

Parameter (Mean)

Temp.

(oC)

Cond.

(µs/cm)

pH DO

(mg/L)

1WN (10)

2BM (11)

3SM (10)

4BS (10)

5BT (10)

6MS (16)

7MT (3)

29.06

29.92

28.82

28.59

29.06

30.36

28.90

163.06

143.01

147.91

167.57

168.09

178.72

155.63

8.23

8.20

8.21

8.28

8.31

8.31

8.33

5.14

6.48

5.55

6.18

6.23

7.04

4.20

Total 70 29.38 162.37 8.26 6.11

Note:	Temp.; Temperature, Cond.; Conductivity, pH; Potential of Hydrogen ion, DO; Dissolved 

oxygen

Table 2	Detection Rates of Cryptosporidium spp. and Giardia spp. by Microscopic Techniques 

from Difference Water Sources in Kwan Phayao Lake, Phayao Province.

Sampling site

(Total)

Cryptosporidium spp. Giardia spp.

Direct wet

mount

P (%) 

Temporary

stain

P (%)

DMSO 

stain

P (%)

Direct wet

mount

P (%)

Temporary

stain

P (%)

Trichrome 

stain

P (%)

1WN (10)

2BM (11)

3SM (10)

4BS (10)

5BT (10)

6MS (16)

7MT (3)

3 (30)

4 (36.36)

3 (30)

2 (20)

3 (30)

5 (31.25)

0 (0)

2 (20)

2 (18.18)

2 (20)

0 (0)

2 (20)

2 (12.50)

0 (0)

4 (40)

7 (63.64)

7 (70)

4 (40)

1 (10)

7 (43.75)

0 (0)

1 (10)

1 (9.09)

1 (10 )

0 (0)

0 (0)

3 (18.75)

0 (0 )

2 (20)

1 (9.09)

2 (20)

0 (0)

1 (10)

4 (25)

0 (0)

3 (30)

2 (18.18)

3 (30)

0 (0)

1 (10)

5 (31.25) 

0 (0)

Total 70 20 (28.57) 10 (14.29) 30 (42.86) 6 (8.57) 10 (14.29) 14 (20)

Note: P (%); Positive samples (Percentage of positive samples)
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เทคนิคการตรวจด้วยกล้องจุลทรรศน์ และ

การย้อมสียืนยันผล

การเปรียบเทียบเทคนิคการย้อมสีท้ัง 3 วิธี  

ของคริปโตสปอริเดียมพบว่า เทคนิคการย้อมสีอย่างง่าย

ต่อการย้อมสีช่ัวคราวมีความไว (Sensitivity) มากท่ีสุด

ร้อยละ 70 ส่วนความจำ�เพาะ (Specificity) พบว่า 

การย้อมสช่ัีวคราวต่อการย้อมสถีาวรมากท่ีสดุรอ้ยละ 

97.50 ไกอาร์เดียพบว่า การย้อมสีช่ัวคราวต่อการย้อมสี

ถาวรมีความไว (Sensitivity) มากท่ีสุด ร้อยละ 64.29 

ส่วนความจำ�เพาะ (Specificity) พบว่า การย้อมสี

อย่างง่ายต่อการย้อมสีถาวรมากที่สุด ร้อยละ 100 

(ตารางที่ 3-4)

ผลการศึกษาความสอดคล้องกันในการตรวจ 

ครปิโตสปอรเิดียม พบว่า มคีวามสอดคลอ้งกันระดับ

พอใช้ในการย้อมสีทั้ง 3 วิธี สัมประสิทธ์ิแคปปา 

เท่ากับ 0.291-0.346 ในทางตรงกันข้ามพบว่า การตรวจ

ไกอาร์เดียด้วยการย้อมสีช่ัวคราวต่อการย้อมสีถาวร

มีความสอดคล้องกันในระดับดีท่ีค่าสัมประสิทธ์ิแคปปา

เท่ากับ 0.70 (ตารางที่ 3-4)

Table 3 Statistical Analysis of Concordance of Three Stains for Cryptosporidium spp.

Direct wet mount vs.

Temporary stain

Direct wet mount vs.

Permanent stain

Temporary stain vs.

Permanent stain

Positive Negative Total Positive Negative Total Positive Negative Total

Positive 7 12 19 13 7 20 9 1 10

Negative 3 48 51 16 34 50 21 39 60

Total 10 60 70 29 41 70 30 40 70

Concordance of results; 

Percentage[%]/number of 

samples

78.57 55 67.14 47 68.57 48

Kappa coefficient 0.35 0.29 0.30

Sensitivity % 70 44.83 30

Specificity % 80 82.93 97.50

Positive likelihood ratio 3.50 2.63 12

Negative likelihood ratio 0.38 0.67 0.72

Conclusion The strength of agreement 

is considered to be fair.

The strength of agreement 

is considered to be fair.

The strength of agreement 

is considered to be fair.

Note:	Kappa coefficient; Strange of agreement (<0.00 Poor, 0.00-0.20 Slight, 0.21-0.40 Fair, 

0.41-0.60 Moderate, 0.61-0.80 Good, 0.81-1.00 Almost perfected)
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Table 4 Statistical Analysis of Concordance of Three Stains for Giardia spp.

Direct wet mount vs.

Temporary stain

Direct wet mount vs.

Permanent stain

Temporary stain vs.

Permanent stain

Positive Negative Total Positive Negative Total Positive Negative Total

Positive 5 1 6 6 0 6 9 1 10

Negative 5 59 64 8 56 64 5 55 60

Total 10 60 70 14 56 70 14 56 70

Concordance of results; 

Percentage[%]/number of 

samples

91.43 64 88.57 62 91.43 64

Kappa coefficient 0.58 0.55 0.70

Sensitivity 50 42.86 64.29

Specificity 98.33 100 98.21

Positive likelihood ratio 30 Infinity 36

Negative likelihood ratio 0.51 0.55 0.36

Conclusion The strength of agreement 

is considered to be 

moderate.

The strength of agreement 

is considered to be 

moderate.

The strength of agreement 

is considered to be good.

Note:	Kappa coefficient; Strange of agreement (<0.00 Poor, 0.00-0.20 Slight, 0.21-0.40 Fair, 

0.41-0.60 Moderate, 0.61-0.80 Good, 0.81-1.00 Almost perfected)

อภิปรายผล
จากการศึกษาคุณภาพน้ำ�ต่อการตรวจพบ 

ครปิโตสปอริเดยีมและไกอารเ์ดีย พบว่า น้ำ�ในแต่ละ

ตำ�บลมคีณุภาพเสือ่มโทรมมาก โดยให้ผลตรงกับการ

รายงานของสำ�นักงานสิ่งแวดล้อมภาคที่ 2 จังหวัด

ลำ�ปาง พ.ศ. 2559 ท่ีทำ�การตรวจวัดคุณภาพน้ำ� 

กวา๊นพะเยา รายงานว่า น้ำ�ในพืน้ท่ีนีจ้ดัอยู่มาตรฐาน

แหล่งน้ำ�ประเภทที่ 5 คือ เสื่อมโทรมมาก พื้นที่ 

ในแต่ละแหลง่เก็บน้ำ�มกีารเกษตร ปศสุตัว์ และพืน้ท่ี

อยู่อาศยัแออดั โดยเฉพาะตำ�บลเวยีง ตำ�บลบ้านตอ๋ม 

ตำ�บลสันป่าม่วง และตำ�บลแม่ใส ซ่ึงตรวจพบ 

คริปโตสปอริเดียมด้วยวิธีการย้อมสีถาวร (DMSO) 

ร้อยละ 42.86 และไกอาร์เดียโดยการย้อมสีถาวร 

(Trichrome Stain) ร้อยละ 20 สอดคล้องกับการ

ศึกษาที่ผ่านมาที่ได้ทำ�การสำ�รวจคริปโตสปอริเดียม

จากแหล่งน้ำ�โดยมีการตรวจวัดคุณภาพน้ำ�ทางกายภาพ

พบว่า สามารถตรวจพบโปรโตซัวในแหลง่น้ำ�คณุภาพ

เสื่อมโทรม อีกท้ังยังพบมากที่สุดในบริเวณใกล้กับ

แหล่งปศุสัตว์ ร้อยละ 3212

ผลการศึกษาน้ีพบความชุกของคริปโตสปอริเดียม 

ร้อยละ 52.86 และไกอาร์เดีย ร้อยละ 21.43 ซึ่งมี

อัตราความชุกของคริปโตสปอริเดียมสูงกว่างานวิจัย

ทีผ่า่นมาในประเทศไทย เช่น การสำ�รวจทีแ่มน่้ำ�กวง 

ประเทศไทย ที่พบร้อยละ 2510 รวมถึงการศึกษา 
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ทางภาคใต้ของประเทศไทย พบเพยีงรอ้ยละ 12.7013 

และงานวิจัยที่ศึกษาในแม่น้ำ�เจ้าพระยา และท่าเรือ

บางปูพบร้อยละ 2914 ส่วนไกอาร์เดียตรวจพบมากกว่า

งานวิจัยที่ผ่านมาจากการสำ�รวจทางภาคใต้ของ

ประเทศไทยที่พบร้อยละ 7.613 ในทางตรงกันข้าม 

จากการสำ�รวจท่ีแม่น้ำ�กวง ประเทศไทย สามารถ

ตรวจพบมากกว่าของงานวิจัยน้ีท่ีร้อยละ 5010 สำ�หรับ

จังหวัดพะเยามีการศึกษาเพียงอะแคนทามีบาท่ีปนเป้ือน

ในแหล่งน้ำ�บริเวณชุมชนรอบมหาวิทยาลัยพะเยา

เท่านัน้15 การพบความชุกของโปรโตซัวทีแ่ตกตา่งกัน

อาจเนื่องมาจากวิธีการตรวจวินิจฉัย และปัจจัยท่ี 

แตกต่างกัน เช่น สภาพภูมิอากาศ และภูมิประเทศ

ในการสำ�รวจ กิจกรรมทางน้ำ� ชุมชนบริเวณรอบ

แหลง่น้ำ� รวมถึงการปนเป้ือนของมลูสตัว์ท่ีนำ�มาเลีย้ง

บริเวณรอบแหล่งน้ำ�ด้วย12, 16-18 จากผลการศึกษา

เบ้ืองต้นของแหล่งน้ำ�กว๊านพะเยาพบว่าส่วนใหญ่จะพบ

ตรงแหล่งน้ำ�ที่มีปัจจัยเอื้อนี้ (ภาพที่ 1)

เทคนิคการตรวจด้วยกล้องจุลทรรศน์ของ

ตัวอย่างน้ำ�เป็นเทคนิคท่ีนิยมใช้ ถือเป็นมาตรฐาน 

ในการวินิจฉัยโปรโตซัว การศึกษาคร้ังนี้ได้ทำ�การ

เปรียบเทียบเทคนิคการตรวจด้วยกล้องจุลทรรศน์ 

โดยการย้อมสี 3 วิธีคือ การย้อมสีอย่างง่าย การย้อมสี

ช่ัวคราว และการย้อมสีถาวร ซ่ึงความจำ�เพาะท้ัง 3 วิธี

มีความแตกต่างกันคือ วิธีการย้อมสีอย่างง่าย ใช้วิธี 

Fresh Smear เป็นวิธีท่ีเหมาะสำ�หรับในการตรวจหา

ระยะโทรโพซอยต์ ส่วนวิธีการย้อมสีช่ัวคราวใช้วิธีย้อม

ด้วยไอโอดีน เป็นวิธีที่สามารถมองเห็นองค์ประกอบ

ภายในชัดเจนข้ึน แต่ไม่สามารถตรวจหาระยะ 

โทรโพซอยต์ได ้และวิธกีารย้อมสถีาวรโดยการย้อมส ี

DMSO (Modified Acid-fast Stain) สามารถ 

ตรวจหาระยะโอโอซีสต์ของคริปโตสปอริเดียม และ

การย้อมสี Trichrome Stain เป็นการตรวจหาซีสต์

ของไกอาร์เดีย ซ่ึงวิธีการย้อมอย่างง่าย และการย้อมสี

ช่ัวคราว เป็นวิธีท่ีง่าย ประหยัดเวลา และสามารถใช้

สำ�หรับการตรวจวินิจฉัยได้อย่างรวดเร็วกว่าการย้อมสี

ถาวร แต่หากขาดบุคลากรที่ได้รับการฝึกฝนอบรม

ทกัษะอย่างชำ�นาญในการใช้กลอ้งจลุทรรศน ์ผลลพัธ์

ที่ได้อาจจะไม่แน่นอน และเทคนิคการย้อมสีถาวร

เป็นวิธีที่จำ�เพาะเมื่อเปรียบเทียบกัน 3 วิธี แต่อาจ

จะต้องใช้เวลาในการย้อมสีนาน รวมถึงใช้สารเคมีท่ีมี

ราคาแพง และเป็นสารก่อมะเร็งมากกว่าสองเทคนิคแรก

อย่างไรก็ตามการตรวจวินิจฉัยคริปโตสปอริเดียม

และไกอาร์เดียด้วยเทคนิคการตรวจภายใต้กล้อง 

จุลทรรศน์อาจใช้เวลานาน และอาจได้ผลไม่แน่นอน

หากขาดทกัษะ ความชำ�นาญ19-20 ดงันัน้เพือ่ผลลพัธ์

ท่ีแม่นยำ�ข้ึนควรทำ�ควบคู่ไปกับเทคนิคทางอณูชีวโมเลกุล 

เช่น Polymerase Chain Reaction (PCR), Real-time 

Polymerase Chain Reaction (Real-time PCR) 

หรือ Loop Mediated isothermal Amplification 

(LAMP) เป็นต้น รวมถึงเทคนิคทางวิทยาภูมิคุ้มกัน 

เช่น Immunofluorescence Assay ที่เป็นวิธี

มาตรฐานในการตรวจหาโปรโตซัวในสิง่แวดลอ้มของ

อเมริกา6 จะทำ�ให้สามารถวินิจฉัยโรค เพ่ือการควบคุม

และป้องกันโรคได้ดียิ่งขึ้น

กิตติกรรมประกาศ
ผู้วิจัยขอขอบคุณคณะวิทยาศาสตร์การแพทย์ 

มหาวิทยาลัยพะเยาท่ีให้การสนับสนุนสถานที่ห้อง

ปฏิบัติการและเครื่องมือในการทำ�วิจัย ขอขอบคุณ

นางสาวภาวดี สอยดาว และนางสาวกาญจนา อุ่นนันท์ 

ในการดำ�เนินการเก็บตัวอย่าง และการทำ�วิจัย และ

ขอขอบคุณทุนสนับสนุนการทำ�วิจัยจากคณะวิทยาศาสตร์

การแพทย์ มหาวทิยาลยัพะเยา ประจำ�ปีงบประมาณ 

พ.ศ. 2560-2561
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ความชุกของคริปโตสปอริเดียม และไกอาร์เดีย ในแหล่งน้ำ�กว๊านพะเยา จังหวัดพะเยา 

ประเทศไทย ด้วยเทคนิคการตรวจภายใต้กล้องจุลทรรศน์ โดยเปรียบเทียบ

วิธีการย้อมสีอย่างง่าย การย้อมสีชั่วคราว และการย้อมสีถาวร

ธัชพล เมธารัชกุล* กฤตปภัช ตันติอมรกุล*

บทคัดย่อ
คริปโตสปอริเดียม และไกอาร์เดีย เป็นโปรโตซัว

ในลำ�ไส ้ซ่ึงปนเป้ือนอยู่ในอาหาร น้ำ� รวมถึงในแหลง่

น้ำ�ธรรมชาติ สง่ผลกระทบตอ่ทัว่โลก เปน็สาเหตุของ

การเสียชีวิตด้วยโรคอุจจาระร่วงในเด็กอายุต่ำ�กว่า 5 ปี 

การศึกษาในคร้ังนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อหาความชุก 

ของคริปโตสปอริเดียมและไกอาร์เดียในตัวอย่างน้ำ�

กว๊านพะเยา จังหวัดพะเยา รวมทั้งสิ้น 70 ตัวอย่าง 

และเปรียบเทียบเทคนิคมาตรฐานการตรวจหาโปรโตซัว

ด้วยกล้องจุลทรรศน์โดยการย้อมสีที่แตกต่างกัน  

ผลการศึกษาพบโอโอซีสต์ของคริปโตสปอริเดียม

ทั้งหมด 37 ตัวอย่าง (ร้อยละ 52.86) โดยวิธีการ

ย้อมสีถาวร (DMSO) พบโปรโตซัวมากท่ีสุด 30 ตัวอย่าง 

(ร้อยละ 42.86) ส่วนซีสต์ของไกอาร์เดียตรวจพบ  

15 ตัวอย่าง (ร้อยละ 21.43) โดยการย้อมสีถาวร 

(Trichrome) พบโปรโตซัวมากที่สุด 14 ตัวอย่าง 

(ร้อยละ 20) ความสอดคล้องกันในการตรวจหาโอโอซีสต์

ของคริปโตสปอริเดียมพบว่า มีความสอดคล้องกัน

ระดับพอใช้ในการย้อมสีท้ัง 3 วิธี สัมประสิทธ์ิแคปปา 

เท่ากับ 0.29-0.35 ในขณะที่การตรวจหาซีสต์ของ 

ไกอาร์เดียพบว่า การย้อมสีช่ัวคราวต่อการย้อมสีถาวร

มีความสอดคล้องกันในระดับดี สัมประสิทธิ์แคปปา 

เท่ากับ 0.70 ผลการศึกษาคร้ังน้ีสามารถใช้เป็นแนวทาง

ในการค้นหาโปรโตซัว และพฒันาเทคนคิทีเ่หมาะสม

เพื่อเฝ้าระวังการติดต่อของโรคจากแหล่งน้ำ�ต่อไป

คำ�สำ�คัญ:	คริปโตสปอริเดียม, ไกอาร์เดีย, 

กล้องจุลทรรศน์, กว๊านพะเยา,  

จังหวัดพะเยา
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*	 สาขาจุลชีววิทยาและปรสิตวิทยา คณะวิทยาศาสตร์การแพทย์ มหาวิทยาลัยพะเยา


