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Extended Abstract 
Intestinal waterborne protozoa typically cause diarrhea and persist as a                
public health problem. Cryptosporidium spp. and Giardia duodenalis are 
mostly found in natural water sources, especially in agricultural areas.                                            
The transmission of Cryptosporidium spp. and G. duodenalis occurs by                                     
ingesting (oo)cysts either by the fecal-oral route or via feces-associated                     
contamination. These parasites can be found in both humans and animals.                              
To date, there have been many reports of Cryptosporidium spp. and                                                     
G. duodenalis contamination in many areas of Thailand, such as natural                     
ponds, rivers including Bang Pu recreational center (Brackish water) and                              
Chao Phraya River, the main river of central Thailand. Khung Bang Kachao is 
one of the reserved areas that was formed by the curving of the Chao Phraya 
River. All canals in Khung Bang Kachao are connected within the area and                          
the water goes in and out by sluices which depend on the tide of Chao Phraya 
River. As a result, the water inside this area could possibly collect dirt or                         
contamination which may cause a waterborne protozoa epidemic. This led                    
the researchers to question whether the water source in this area could                                 
possibly have Cryptosporidium spp. and G. duodenalis contamination and 
subsequently affect human health. Therefore, this research study aimed to 
determine the prevalence of Cryptosporidium spp. and G. duodenalis in                       
natural water sources in Khung Bang Kachao, Samut Prakan Province, Thailand. 

The water sampling collection sites were chosen by using a purposive                                  
sampling technique. From March to July 2020, 40 samples of surface water                       
were collected from 29 of 47 canals in six sub-districts. The temperature                              
and pH of all collected samples were measured at the collection sites. A total    
of 20L per sample was filtered using a cellulose acetate membrane.                                           
Sucrose flotation and sedimentation were used to concentrate oocysts of 
Cryptosporidium spp. and cysts of G. duodenalis, respectively. The suspension 
was made for cell lysis by five cycles of freezing and thawing followed by DNA 
extraction of the suspension. The researchers applied molecular techniques, 
namely Nested PCR targeting at 18S rRNA and gdh gene for Cryptosporidium 
spp. and G. duodenalis, respectively. Temperature and pH were not different                
in each sample. 

The study site was located near households, and the surrounding area was quite 
dirty and malodorous. Interestingly, only one sample (2.5%) of G. duodenalis 
was positive from Bon canal in Bang Kachao sub-district. No Cryptosporidium 
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spp. were found in this study. A previous study showed a high prevalence                              
of Cryptosporidium spp. in the rainy season, but unfortunately sample                                
collection was not performed throughout the year. Moreover, the study site                       
was not an agricultural area with the presence of animal hosts that serve as 
reservoir for infection. Community volunteers routinely maintained water 
sources by cleaning the dirt and monitoring cleanliness. So, the contamination 
may be very low. As a result, natural water in this area is clean and can be used 
for watering plants and vegetables. 

The results of this study could form the basis of a database for protozoa                           
surveillance systems in the natural water sources in Khung Bang Kachao, 
Samut Prakan Province. However, the presence of potential sample collection 
sites in unreachable or inaccessible areas was a limitation in this study.                                   
Also, the volume of water samples may need to be increased to raise the                       
chance of waterborne protozoa detection in future studies. Routine monitoring                    
of waterborne pathogens could be performed to assess the risk for                                       
populations, as well as to maintain the quality of natural water sources and                      
the quality of life of people in the nearby communities. 

Keywords: 	Protozoa, Cryptosporidium spp., Giardia duodenalis, Khung Bang 
		  Kachao, Natural water
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บทคัดย่อ 
	 Cryptosporidium spp. และ Giardia duodenalis เป็นโปรโตซัวที่ติดต่อผ่าน                   
ทางน้ำ�โดยการบริโภคอาหารหรือน้ำ�ท่ีมีการปนเป้ือนระยะติดต่อ จากการสำ�รวจแหล่งน้ำ�               
ในประเทศไทย พบความชุกของเชื้อโปรโตซัวดังกล่าวในแม่น้ำ�เจ้าพระยา ซึ่งในพื้นที่                                 
คุ้งบางกะเจ้าเกิดจากการโค้งตัวของแม่น้ำ�เจ้าพระยา ทำ�ให้คลองในพื้นที่มีการเชื่อมต่อกับ
แม่น้ำ�เจ้าพระยาโดยตรง อีกทั้งยังเป็นพื้นที่อนุรักษ์สำ�หรับการท่องเที่ยวเชิงธรรมชาติ                         
งานวิจัยนี้จึงสำ�รวจความชุกของเชื้อชนิด Cryptosporidium spp. และ G. duodenalis                 
ในบริเวณพื้นที่คุ้งบางกะเจ้า 
	 การศึกษานี้เก็บตัวอย่างน้ำ� 20 ลิตร จากคลองในพื้นที่คุ้งบางกะเจ้าจำ�นวน                                    
29 คลอง จาก 47 คลอง ในช่วงเดือนมีนาคมถึงกรกฎาคม พ.ศ. 2563 โดยนำ�ตัวอย่าง                                           
น้ำ�กรองด้วย Cellulose acetate membrane และทำ�ให้เข้มข้นโดยวิธีการลอยตัว และ                        
การตกตะกอน จากนั้นตรวจหาเชื้อโปรโตซัวโดยใช้เทคนิคทางอณูชีววิทยา (Nested                     
PCR) สำ�หรับเชื้อ Cryptosporidium spp. ท่ีตำ�แหน่งยีน 18S rRNA และ gp60 และ                       
สำ�หรับเช้ือ G. duodenalis ที่ตำ�แหน่งยีน gdh จากผลการศึกษาไม่พบเชื้อชนิด                        
Cryptosporidium spp. แต่พบเชื้อชนิด G. duodenalis จำ�นวน 1 (2.5%) ตัวอย่าง                       
จากคลองบน ตำ�บลบางกอบัว โดยพบว่าพื้นที่ดังกล่าวมีชุมชนอาศัยอยู่หนาแน่นและ                            
น้ำ�มีกลิ่น จากงานวิจัยก่อนหน้าน้ีพบเช้ือดังกล่าวมากในฤดูฝนแต่ในการศึกษาครั้งน้ี                                  
เก็บตัวอย่างน้ำ�เพียงแค่ฤดูกาลเดียวอาจจะทำ�ให้พบการปนเป้ือนของเช้ือโปรโตซัวได้น้อย 
อีกทัง้ในพืน้ทีศ่กึษาไมพ่บสัตวร์งัโรคอนัเปน็สาเหตขุองการปนเปือ้นเชือ้ในแหล่งน้ำ�  นอกจาก
นี้อาสาสมัครในพื้นที่ได้ช่วยดูแลและรักษาความสะอาดของแหล่งน้ำ� ส่งผลให้น้ำ�ในพื้นที่                      
มีความสะอาดและสามารถใช้ได้อย่างปลอดภัย

คำ�สำ�คัญ: 	โปรโตซัว, คริปโตสปอริเดียม, ไกอาร์เดีย ดูโอดินอลิส, คุ้งบางกะเจ้า, แหล่งน้ำ�
		  ธรรมชาติ

การสำ�รวจเช้ือ Cryptosporidium spp. และ Giardia duodenalis 
ในแหล่งน้ำ�ธรรมชาติบริเวณพ้ืนท่ีคุ้งบางกะเจ้า จังหวัดสมุทรปราการ 
ประเทศไทย
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บทนำ�
	 คริปโตสปอริเดียม (Cryptosporidium spp.) และ                               
ไกอาร์เดีย (Giardia duodenalis) เป็นเช้ือโปรโตซัวที่ติดต่อ                          
ผ่านทางน้ำ� ก่อให้เกิดโรค Cryptosporidiosis และ Giardiasis                     
ซ่ึงท่ัวโลกต่างให้ความสนใจ เน่ืองจากมักมีการตรวจพบการปนเป้ือน
ของโปรโตซัวทั้งสองชนิดนี้ในแหล่งน้ำ� นอกจากนั้นโปรโตซัว                     
ท้ังสองชนิดนี้มีสัตว์ที่ เป็นรังโรคหลากหลายชนิด 1,2 โดย                         
Cryptosporidium spp. เป็นโปรโตซัวที่อาศัยอยู่ในระบบทาง             
เดินอาหารของคนและสัตว์ เช่น สัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม นก ปลา 
เป็นต้น ในปัจจุบันสายพันธุ์ของ Cryptosporidium มีประมาณ  
40 สายพันธ์ุ3 และมีรายงานการตรวจพบ Cryptosporidium                   
20 สายพันธุ์ในมนุษย4์ โดยเฉพาะ C. hominis และ C. parvum       
ที่มักเป็นสายพันธุ์ที่มีการก่อโรคในมนุษย5์ ส่วน G. duodenalis 
เป็นโปรโตซัวในกลุ่ม Flagellated protozoa6 ซ่ึงในปัจจุบันมี             
การจำ�แนกกลุ่มของโปรโตซัวชนิดนี้ได้เป็น 8 กลุ่ม (Assemblage) 
ซึ่งแบ่งได้เป็น Assemblage A ถึง Assemblage H อย่างไร                
ก็ตาม Assemblage ที่มีการรายงานการตรวจพบในมนุษย์ คือ                         
Assemblage A และ Assemblage B นอกจากมีรายงานการ
ตรวจพบในมนุษย์แล้ว ยังมีรายงานการตรวจพบในแมวและ                       
สุนัขอีกด้วย7

	 การติดต่อของ Cryptosporidium spp. และ G.                                   
duodenalis ส่วนมากเกิดจากการบริโภคน้ำ�หรืออาหารที่มีการ
ปนเปื้อนเชื้อระยะติดต่อ (Oocyst ของ Cryptosporidium spp. 
และ cyst ของ G. duodenalis) เมื่อเข้าสู่ร่างกาย ทำ�ให้เกิดการ                   
แบ่งตัวเพิ่มจำ�นวนของเชื้อบริเวณลำ�ไส้เล็ก จากนั้นจะมีการขับ           
เชื้อระยะติดต่อออกมาทางอุจจาระและหากไม่มีสุขอนามัยส่วน
บุคคลท่ีดีหรือการจัดการสุขาภิบาลที่ถูกสุขลักษณะจะทำ�ให้เกิด
การปนเปื้อนของเชื้อในสิ่งแวดล้อมต่อไป8,9 
	 ในปัจจุบันการตรวจหาเชื้อ Cryptosporidium spp.                   
และ G. duodenalis สามารถทำ�ได้หลายวิธี เช่น การตรวจ                           
ด้วยกล้องจุลทรรศน์ผ่านการย้อมสีพิเศษ Acid-fast dye และ                            
Immunofluorescence สำ�หรับ Cryptosporidium spp.5                              
ในส่วนของ G. duodenalis จะสามารถดูด้วยสไลด์สด (Direct 
wet mount) หรือการย้อมด้วยสี Trichrome ผ่านการตรวจ                    
ภายใต้กล้องจุลทรรศน์10 แต่อย่างไรก็ตามวิธีการตรวจข้างต้น     
ต้องอาศัยความเชี่ยวชาญในการตรวจ เนื่องจากโปรโตซัว                                     
ทั้งสองชนิดนี้มีขนาดเล็ก อีกทั้งการตรวจด้วยวิธีดังกล่าวไม่
สามารถระบุได้ถึงสายพันธุ์ก่อของเชื้อได้ จึงมีการพัฒนาเทคนิค
ทางชีวโมเลกุลคือ Polymerase Chain Reaction (PCR) มา          
ใช้ในการตรวจหาเชื้อโปรโตซัวดังกล่าว โดยตำ�แหน่งยีนที่นิยมใน
การตรวจหาเชื้อ Cryptosporidium spp. คือ 18S rRNA,                        
Heat shock protein 70 (hsp70), 60 KDa glycoprotein                      
(gp60) และ Dihyrofolate reductase inhibitor (dhfr)5 ในขณะที่ 
G. duodenalis ยีนที่นิยมนำ�มาศึกษา ได้แก่ 18S rRNA,                              
glutamate dehydrogenase (gdh), triosephosphate                    
isomerase (tpi) and β-giardin genes7 ซ่ึงนอกจากความไว              
และความจำ�เพาะสูงซึ่งเป็นข้อดีของเทคนิค PCR แล้ว ยังสามารถ

ระบุถึงสายพันธุ์ของเชื้อได้อีกด้วย
	 ท่ีผ่านมามีการรายงานการตรวจพบการปนเป้ือนเช้ือ 
Cryptosporidium spp. และ G. duodenalis ในหลากหลายพ้ืนท่ี 
เช่น ประเทศกรีซ มีรายงานการพบการปนเปื้อนในแหล่งน้ำ�ของ 
Cryptosporidium spp. 47.1% และ G. duodenalis 66.2%11 

รวมไปถึงในประเทศจีนท่ีมีรายงานการพบเช้ือ Cryptosporidium 
oocyst 82.7% และ G. duodenalis 98.1% ในแหล่งน้ำ�                                        
สาธารณะที่มีพื้นที่ใกล้กับบริเวณสวนสัตว์12 ในขณะเดียวกัน
ประเทศไทยมีรายงานการตรวจพบเชื้อ Cryptosporidium spp. 
และ G. duodenalis ในแหล่งน้ำ�หลากหลายพื้นที่ ได้แก่ บริเวณ
เขื่อนแม่กวง ซึ่งเป็นบริเวณที่มีการทำ�เกษตรกรรมมากถึง 1 ใน 3 
ของพื้นที่พบความชุกของเชื้อ G. duodenalis 51.9 % และพบ
ความชุกของเชื้อ Cryptosporidum spp. 25%13 นอกจากนี้ยัง
มีการตรวจหาเชื้อ Cryptosporidium spp. ในบริเวณทาง                
ภาคกลางของประเทศไทยคือ แม่น้ำ�เจ้าพระยา และบางปู โดย            
แหล่งน้ำ�บริเวณบางปูเป็นบริเวณที่มีนกนางนวล ซึ่งเป็นสัตว์
รังโรคของ Cryptosporidium spp. อาศัยอยู่มาก ส่งผลให้
พบความชุก 6% และในแม่น้ำ�เจ้าพระยาพบความชุกของเชื้อ 
Cryptosporidium spp. สูงถึง 11% โดยสายพันธุ์ที่พบมาก
ทีส่ดุ คอื C. parvum 14 จากทีก่ลา่วมาขา้งตน้จะเหน็ไดว้า่มรีายงาน
การตรวจพบ Cryptosporidium spp. ในแม่น้ำ�เจ้าพระยา
ส่งผลให้คณะผู้วิจัยสนใจที่จะทำ�การสำ�รวจแหล่งน้ำ�ที่มีต้นกำ�เนิด
มาจากแม่น้ำ�เจ้าพระยา ได้แก่ คลองในแหล่งน้ำ�บริเวณพื้นที่คุ้ง
บางกะเจ้า ซึ่งงานวิจัยนี้ยังได้ทำ�การสำ�รวจเชื้อ G. duodenalis 
ร่วมด้วย เนื่องจากเป็นโปรโตซัวที่สำ�คัญอีกหนึ่งชนิดที่มีรายงาน
พบการระบาดในแหล่งน้ำ�ร่วมกับเชื้อ Cryptosporidium spp.15 
	 คุ้งบางกะเจ้าเป็นบริเวณที่เกิดจากการโค้งตัวของแม่น้ำ�
เจ้าพระยาเป็นระยะทางกว่า 20 กิโลเมตร แบ่งออกเป็น 6 ตำ�บล 
ได้แก่ บางกะเจ้า บางกระสอบ ทรงคนอง บางน้ำ�ผึ้ง บางยอ และ
บางกอบัว ซึ่งคนในพื้นที่ส่วนมากประกอบอาชีพเกษตรกรรม
และพื้นที่แห่งนี้เป็นพื้นที่อนุรักษ์ โดยแหล่งน้ำ�ที่เข้าสู่พื้นที่มาจาก
แม่น้ำ�เจ้าพระยาเป็นหลักและได้รับอิทธิพลจากน้ำ�ทะเลหนุน 
เนื่องจากอยู่ใกล้กับปากแม่น้ำ� จึงทำ�ให้พื้นที่เป็นแบบ 3 น้ำ� คือ 
น้ำ�เค็ม น้ำ�จืด และน้ำ�กร่อย ส่งผลให้พื้นที่แห่งนี้มีระบบนิเวศที่
หลากหลาย ซึ่งมีคลองในพื้นที่มากถึง 47 คลอง ที่เชื่อมติดต่อกัน
และไหลเข้าออกแม่น้ำ�เจ้าพระยาอยู่ตลอดเวลา16 ในปัจจุบันมี               
การเคลื่อนย้ายประชากรของแรงงานต่างด้าวเข้ามาอาศัยอยูใน
พื้นที่ของคุ้งบางกะเจ้า ซึ่งอาจจะมีการปนเปื้อนเชื้อโปรโตซัวก่อ
โรค อีกทั้งผู้คนที่อาศัยอยู่ในพื้นที่มีความใกล้ชิดกับแหล่งน้ำ� 
ทำ�ให้อาจมีการปนเปื้อนเชื้อโปรโตซัวดังกล่าวในแหล่งน้ำ�บริเวณ
คุ้งบางกะเจ้าได้ ในพื้นที่คุ้งบางกะเจ้ามีการใช้ประโยชน์จากน้ำ�
คลองในการทำ�การเกษตรและใช้อุปโภค แต่ไม่มีการตรวจหา
การปนเปื้อนของเชื้อก่อโรคที่ผ่านทางน้ำ�ในพื้นที่นี้ ทางผู้วิจัยและ
ผู้ดูแลการจัดการแหล่งน้ำ�ธรรมชาติของพื้นที่ได้ตระหนักเห็นถึง
ความสำ�คัญของการมีข้อมูลพื้นฐานด้านเชื้อก่อโรคในแหล่งน้ำ�
ของพ้ืนท่ี งานวิจัยน้ีจึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาความชุกของเช้ือ 
Cryptosporidium spp. และ G. duodenalis ในแหล่งน้ำ�บริเวณ
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พื้นที่คุ้งบางกะเจ้า สำ�หรับใช้เป็นข้อมูลพื้นฐานในการบริหาร
จัดการแหล่งน้ำ�ธรรมชาติในพื้นที่คุ้งบางกะเจ้าต่อไป

วิธีการศึกษา
	 การวิจัยนี้ เป็นการวิจัยแบบภาคตัดขวาง (Cross-
sectional study) โดยใช้การสุ่มตัวอย่างแบบเจาะจง (Purposive 
sampling) จากทั้ง 6 ตำ�บลในบริเวณพื้นที่คุ้งบางกะเจ้า ในช่วง
ระหว่างเดือนมีนาคมถึงกรกฎาคม พ.ศ. 2563 จำ�นวน 55 ตัวอย่าง 
จากการคำ�นวณโดยใช้สูตรการหาขนาดตัวอย่างเพื่อประมาณ
ค่าจำ�นวนประชากร17โดยคำ�นวณจากค่าความชุกของเชื้อ 
Cryptosporidium spp. ในแม่น้ำ�เจ้าพระยาปี พ.ศ. 255514 

	        n  =    
	 ซึ่ง 	n	 = 	จำ�นวนตัวอย่าง
 		  Z 	= 	Standard normal score 
 		  α 	= 	ระดับนัยสำ�คัญทางสถิติ
 		  P 	= 	ความชุกของเช้ือ Cryptosporidium spp. 
ที่สูงที่สุดบริเวณแม่น้ำ�เจ้าพระยา มีค่าเท่ากับ 0.17% 14

 		  e 	 = 	ความผิดพลาดในการประมาณค่าความชุก               
ของเชื้อ Cryptosporidium spp. และ G. duodenalis สูงสุด                 
ที่ยอมรับได้ 10%

ข้อพิจารณาด้านจริยธรรมการวิจัย
ในมนุษย์
	 โครงการนี้ ได้รับการยกเว้นการพิจารณาจริยธรรม               
การวิจัยในมนุษย์  จากคณะกรรมการพิจารณาจริยธรรมการวิจัย
ในมนุษย์ คณะสาธารณสุขศาสตร์ มหาวิทยาลัยมหิดล เมื่อ                      
วันที่ 8 พฤศจิกายน พ.ศ. 2562

การเก็บและการเตรียมตัวอย่าง
	 จากการสำ�รวจได้ทำ�การเก็บตัวอย่างน้ำ�จากคลอง
ทั้งหมด 40 ตัวอย่าง ที่สามารถเข้าถึงพื้นที่ ได้ โดยเก็บน้ำ�
ตัวอย่างละ 20 ลิตร วัดอุณหภูมิ pH และความเค็มของน้ำ�ใน
แต่ละจุด ตัวอย่างน้ำ�จะถูกเก็บในตอนเช้า เพียงจุดละ 1 ครั้ง
ตามพื้นที่ตำ�บล ตั้งแต่เดือนมีนาคมถึงกรกฎาคม พ.ศ. 2563 
โดยแต่ละตำ�บลจะเก็บตัวอย่างน้ำ� 5-9 จุด (Figure 1) ดังน้ี 
ต.บางกระสอบ เก็บตัวอย่างน้ำ�จาก คลองวัดบางกระสอบ 
คลองบางกระสอบ คลองตาแดง คลองตาสัก และคลองลัดบางยอ 
ต.ทรงคนอง เก็บตัวอย่างน้ำ�จาก คลองลัดโพธิ์ คลองวัดป่าเกตุ 
คลองยายบ่าย ต.บางน้ำ�ผ้ึง เก็บตัวอย่างน้ำ�จาก คลองตาเยื้อน 
คลองทรง คลองวัดบางน้ำ�ผึ้งนอก คลองบางกะเจ้า ต.บางยอ 
เก็บตัวอย่างน้ำ�จาก คลองตาแหวง คลองครูไปร์ คลองบางกะเจ้า 
คลองมอญ คลองลัดบางยอ ต.บางกะเจ้า เก็บตัวอย่างน้ำ�จาก 
คลองสวนหมาก คลองตาหล่อ คลองยายขาบ คลองตาชู 
คลองตาลิ คลองบางกระเบื้องล่าง คลองบางกระเบื้องบน และ 
ต.บางกอบัว เก็บตัวอย่างน้ำ�จาก คลองยายกี  คลองแพ 
คลองบางกะเจ้า คลองหมอสี คลองบน คลองยายเอ็ด คลอง

เขตเรือบิน คลองบางกอบัว โดยตำ�แหน่งที่เก็บตัวอย่างน้ำ�ขึ้นอยู่
กับจำ�นวนคลองในแต่ละตำ�บลและสภาพพื้นที่ที่สามารถเข้าถึง
ได้ ทั้งนี้คณะผู้วิจัยได้เลือกจุดเก็บตัวอย่างโดยพิจารณาจาก
ความหนาแน่นของประชากรในบริเวณนั้น ๆ  18 และความลึกของ
แหล่งน้ำ� (ลึกอย่างน้อย 20 เซนติเมตร)19

	 ตัวอย่างน้ำ� 20 ลิตร จะถูกนำ�มากรองผ่าน Cellulose 
acetate membrane (CA filter) ขนาด 1.2 µm (Sartorius Lab 
Instruments, Germany) จากนั้นทำ�การล้างภาชนะที่บรรจุ
น้ำ�ด้วย Washing buffer pH 7.2 จำ�นวน 1 ลิตร นำ�มากรองอีก
ครั้งด้วย CA filter ทำ�การล้างกระดาษกรองด้วย Washing 
buffer pH 7.2 หลังจากนั้นนำ�ตะกอนทั้งหมดมาทำ�ให้เข้มข้นโดย
ใช้หลักการของการลอยตัว (Flotation) และการตกตะกอน 
(Sedimentation) ซึ่งอธิบายโดยสรุปดังนี้ นำ�ตะกอนทั้งหมดใส่
ในหลอดทดลองปริมาตร 50 มิลลิลิตร จากนั้นเติมสารละลาย
ซโูครส ทีม่คีา่ความถว่งจำ�เพาะ (ถ.พ.) เทา่กบั 1.3 ในหลอดทดลอง 
ตั้งทิ้งไว้เป็นเวลา 10 นาที แล้วนำ�ไปปั่นเหวี่ยงเพื่อตกตะกอนที่ 
1,000 g อุณหภูมิ 8 °C เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นดูดสารละลาย
ด้านบนปริมาตร 15 มิลลิลิตร มาทำ�การตกตะกอนโดยใช้น้ำ�กลั่น
ปริมาตร 30 มิลลิลิตร นำ�ไปปั่นเหวี่ยงที่ 2,700 g ที่อุณหภูมิ
ห้อง เป็นเวลา 15 นาท1ี4 โดยปรับปรุงมาจากขั้นตอนการเตรียม
ตัวอย่างน้ำ�ตามคำ�แนะนำ�ของ U.S. Environmental Protection 
Agency (EPA) method 162320 จากน้ันเก็บเฉพาะตะกอนท่ี
บรเิวณก้นหลอดทดลองท่ีอณุหภมู ิ-20 °C เพ่ือนำ�ไปใช้ในขัน้ตอน
ต่อไป
	 นำ�ตะกอนไปทำ�ให้เซลล์แตก (Cell lysis) โดยกระบวน
การทำ�ให้อุณหภูมิสูงและต่ำ�สลับกัน (Freeze-thaw) ซึ่งทำ�ที่
อุณหภูมิ -83°C เป็นเวลา 10 นาที และ 56°C เป็นเวลา 5 นาที 
สลับกันทั้งหมด 5 รอบ จากนั้นนำ�ตะกอนไปสกัด DNA ตามคู่มือ
ของชุดสกัด (FavorPrep™ Soil DNA Isolation Mini Kit, 
FAVORGEN) นำ� DNA ที่สกัดได้ไปตรวจหา Cryptosporidium 
spp. และ G. duodenalis ด้วยวิธีทางชีวโมเลกุลต่อไป

วิธีการตรวจหาเชื้อ Cryptosporidium 
spp. และ G. duodenalis
	 ทำ�การตรวจหา DNA เชื้อ Cryptosporidium spp. 
และ G. duodenalis ด้วยวิธี Nested Polymerase Chain 
Reaction (Nested PCR) โดยทำ�การหา Cryptosporidium spp. 
ที่ตำ�แหน่ง 18S rRNA3 และหา G. duodenalis ที่ตำ�แหน่ง 
Glutamate dehydrogenase (gdh)21 ซึ่งเป็นตำ�แหน่งยีนและ
วิธีท่ีนิยมใช้ในการตรวจหาเชื้อโปรโตซัวท้ังสองชนิดน้ีในแหล่งน้ำ�
ธรรมชาต1ิ1,22,23 โดยการทำ� PCR จะทำ� 20 µl / reaction ซึ่งจะ
ใส่ DNA template 1 µl และทำ�การใส่ KAPA2G Fast HotStart 
ReadyMix PCR Kit (Kapa Biosystem, USA) 10 µl และ
ใส่ primer ความเข้มข้น 10 µM ลงไปเส้นละ 1µl โดยการทำ� 
PCR รอบที่ 2 ก็เตรียมเช่นเดียวกันกับรอบแรกเพียงแต่เปลี่ยน
จากการใส่ DNA template เป็นการใส่ PCR product 
จำ�นวน 1 µl 
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Figure 1 	Map of Khung Bang Kachao, Samut Prakan Province, showing the locations of collected water samples (dot) 
	 from each canal. The Giardia duodenalis positive sample is depicted by the triangular shape38.

	 ขั้นตอนการเพิ่มจำ�นวน DNA มีอุณหภูมิและขั้นตอนที่
เหมือนกันทั้ง 2 รอบ ดังนี้ Initial denaturation ที่อุณหภูมิ 95 °C 
เป็นเวลา 3 นาที Denaturation ที่อุณหภูมิ 95 °C เป็นเวลา 
15 วินาที Annealing ที่อุณหภูมิ 64 °C เป็นเวลา 15 วินาที 
Extension ทีอ่ณุหภูม ิ72 °C เปน็เวลา 5 วนิาท ีและขัน้ตอนสดุทา้ย 
Final extension ที่อุณหภูมิ 72 °C เป็นเวลา 10 นาที จากนั้น
ตรวจการเพิ่มจำ�นวนของ DNA ด้วยวิธี วิธีอะกาโรสเจลอีเล็ค
โตรโฟริซีส (Agarose gel electrophoresis) โดยใช้อะกาโรส
ความเข้มข้น 1.5 เปอร์เซ็นต์ ย้อมด้วย SERVA DNA stain G 
(Serving Scientist, Germany) ใช้ความต่างศักย์คงที่ 110 โวลต์ 
นาน 45 นาที แล้วทำ�การตรวจสอบการเพิ่มจำ�นวนของ DNA 
เป้าหมายด้วยเครื่อง UV-Transilluminator เพื่อทำ�การ
วิเคราะห์ผล 

ผลการศึกษา
	 การศึกษาครั้งนี้เก็บตัวอย่างน้ำ�จากแหล่งน้ำ�ธรรมชาติ 
จำ�นวนทั้งสิ้น 29 คลอง จากทั้งหมด 47 คลองในคุ้งบางกะเจ้า 
โดยทำ�การเก็บตัวอย่างน้ำ� 40 ตัวอย่าง จากการวัดอุณหภูมิและ
ค่า pH ของน้ำ�พบว่า มีอุณหภูมิอยู่ในช่วง 28.0 °C ถึง 30.0 °C 
และมีค่า pH อยู่ในช่วง 6.60 ถึง 6.80 ตามลำ�ดับ ค่าความเค็ม
ของน้ำ�จากท่ีวัดได้อยู่ในช่วง 2-3 ppt ซึ่งประชาชนในพื้นที่
กล่าวว่า สามารถนำ�ไปรดน้ำ�ต้นไม้ ได้ ตำ�แหน่งที่ทำ�การเก็บ

ตัวอย่างน้ำ�ในการศึกษาครั้งนี้ส่วนมากเป็นคลองที่สะอาด 
อย่างไรกต็ามคลองในบริเวณพืน้ทีท่ีใ่กล้กบัชุมชนบางแหง่มีความ
สกปรกเน่ืองจากพบเศษขยะลอยอยู่ในบริเวณผิวน้ำ� ในการ
เก็บตัวอย่างมีบางตำ�แหน่งที่ ไม่สามารถเข้าไปเก็บตัวอย่างได้ 
เนื่องจากเป็นพื้นที่ส่วนบุคคลและบางพื้นที่มีความยากลำ�บากต่อ
การเข้าถึง ดังนั้นทำ�ให้บางตัวอย่างที่ทำ�การศึกษาเก็บมาจาก
แหล่งน้ำ�ที่มีความห่างไกลจากชุมชน โดยตำ�แหน่งที่ทำ�การเก็บ
ตัวอย่างในงานวิจัยนี้มีลักษณะดังแสดงใน Figure 2

ความชกุของเชือ้ Cryptosporidium spp. 
และ Giardia duodenalis
	 จากการตรวจตัวอย่างน้ำ� 40 ตัวอย่าง (Figure 1) โดยใช้
เทคนิค Nested PCR ผลการศึกษาไม่พบเช้ือ Cryptosporidium 
spp. แต่พบเชื้อ Giardia duodenalis 1 ตัวอย่าง จากจำ�นวน
ทั้งสิ้น 40 ตัวอย่าง คิดเป็น 2.5% ผลการศึกษาแสดงใน Figure 3 
และบริเวณท่ีทำ�การตรวจพบเชื้อชนิดน้ีแสดงใน Figure 4 ซึ่ง
ตำ�แหน่งที่มีการพบเชื้อ G. duodenalis อยู่บริเวณคลองบน
ในพื้นที่ตำ�บลบางกอบัว อีกทั้งคลองดังกล่าวเป็นคลองที่มีประตู
น้ำ� ทำ�ให้ผู้วิจัยเก็บตัวอย่างน้ำ�จำ�นวน 2 ตัวอย่าง แต่ตรวจพบเชื้อ 
G. duodenalis เพียงตัวอย่างเดียว โดยเป็นตัวอย่างน้ำ�ที่เก็บใน
บริเวณหลังประตูน้ำ� 
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Figure 2 Sample collection study sites

Figure 3	 Gel electrophoresis of gdh nested PCR for G. duodenalis, PCR product is 432 bp: Lane 1 and 5; 100 bp 
	 marker, Lane 2; positive sample, Lane 3; positive control, and Lane 4; negative control.

Figure 4 	Study site for Giardia duodenalis positive sample (Bon canal, behind sluice, Bang Korbua sub-district, Samut 
	 Prakan Province)
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อภิปรายผล
	 จากผลการศึกษาความชุกของ Cryptosporidium spp. 
และ G. duodenalis ในแหล่งน้ำ�ธรรมชาติจากทั้ง 6 ตำ�บล
ใน บริเวณคุ้งบางกะเจ้า จังหวัดสมุทรปราการ ระหว่างช่วง
เดือนมีนาคม ถึง เดือนกรกฎาคม พ.ศ. 2563 เน่ืองจากข้อจำ�กัดทาง
ด้านการเข้าถึงจุดเก็บน้ำ�และงบประมาณ จึงทำ�ให้ในการศึกษานี้
เก็บตัวอย่างน้ำ�ทั้งหมด 40 ตัวอย่างพบว่า ในตัวอย่างทั้งหมด
ท่ีทำ�การศึกษาไม่พบความชุกของ Cryptosporidium spp. แต่
พบความชุกของ G. duodenalis 1 (2.5%) ตัวอย่าง จากตัวอย่าง
น้ำ�ทั้งหมด 40 ตัวอย่าง โดยผลจากงานวิจัยนี้มีความแตกต่าง
จากงานวิจัยของ Chuah CJ และคณะ ที่ศึกษาหาความชุกของ
โปรโตซัวทั้งสองชนิดนี้ทางภาคเหนือของประเทศไทยบริเวณเขื่อน
แม่กวง โดยพบความชุกของ Cryptosporidium spp. 25% 
และ G. duodenalis สูงถึง 51.9%13 เนื่องจาก ในพื้นที่มี
ฟาร์มปศุสัตว์  อีกทั้งยังมีงานวิจัยที่ศึกษาหาความชุกของ
Cryptosporidium spp. ในแหล่งน้ำ�ทางภาคกลางของประเทศ
ไทยคือ แม่น้ำ�เจ้าพระยา โดยการศึกษานี้พบความชุกของ 
Cryptosporidium spp. สูงถึง 11.1%14 จากตัวอย่างน้ำ�จุดละ 
20 ลิตร ซ่ึงเก็บน้ำ�ในปริมาตรที่เท่ากันกับการสำ�รวจในครั้งนี้
การพบความชุกของเชื้อโปรโตซัวทั้ง 2 ชนิดในปริมาณที่น้อย
อาจมีสาเหตุมาจากในพื้นที่ดังกล่าวไม่มีการทำ�ฟาร์มปศุสัตว์ 
โดยสอดคล้องกับงานวิจัยของ Breternitz BS. และคณะในปี 
ค.ศ. 2020 ที่ได้อธิบายว่าการทำ�ฟาร์มปศุสัตว์มีความสัมพันธ์
กับการปนเปื้อนเชื้อโปรโตซัวในบริเวณผิวน้ำ�24 รวมไปถึงตำ�แหน่ง
ทีท่ำ�การเกบ็ตวัอยา่งมคีวามหา่งไกลจากชมุชนและแหลง่ทีอ่ยูอ่าศยั 
และมีการเปิดปิดประตูน้ำ�ทำ�ให้มีการไหลของน้ำ�เข้าออกในพื้นที่
ส่งผลให้ไม่มีการปนเปื้อนของเช้ือโปรโตซัวดังกล่าวหรืออาจจะมี
ปริมาณน้อยมากจนไม่สามารถตรวจสอบได้ด้วยวิธีมาตรฐาน 
ทั้งนี้ถ้ามีเชื้อปริมาณน้อยมากก็จะไม่สามารถแพร่กระจายโรคได้
เช่นกัน 
	 ตวัอยา่งน้ำ�ทีเ่ก็บมาทั้งหมดค่อนข้างมคีวามใสและสะอาด 
แต่มีบางตำ�แหน่งท่ีแหล่งน้ำ�มีความสกปรก ตัวอย่างน้ำ�ทั้งหมด
ถูกกรองผ่าน CA filter ที่มีขนาดรูพรุน 1.2 µm โดยขนาดรูพรุน
ดังกล่าวสามารถที่จะกรองโปรโตซัวทั้งสองชนิดนี้เนื่องจากเชื้อ 
Cryptosporidium spp.มีขนาด 4-6 µm8 และเช้ือ G. duodenalis 
มีขนาด 8-14 µm9 ซึ่งมีขนาดใหญ่กว่ารูพรุนที่นำ�มาใช้ แสดง
ให้เห็นถึงประสิทธิภาพในการกรอง (Oo)cyst ของเชื้อ นอกจากนี้
กระบวนการเตรียมตัวอย่างในงานวิจัยนี้ได้มีการปรับการเตรียม
ตัวอย่างตามคำ�แนะนำ�ของ U.S. Environmental Protection 
Agency (EPA) method 162320 ซึ่งงานวิจัยนี้น้ำ�ตาลอิ่มตัว 
ค่าความถ่วงจำ�เพาะของน้ำ�ตาลที่ใช้มีค่า 1.30 เป็นค่าความถ่วง           
ที่สามารถทำ�ให้ เชื้อโปรโตซัวสามารถลอยตัวเพื่อทำ�การ
กำ�จัดตะกอนหรือเศษดินออกจากตัวอย่างได้ (Purification) 
เนื่องจาก Cryptosporidium spp. มีค่า ถ.พ. ที่ 1.080 และ 
G. duodenalis มีค่า ถ.พ. ที่ 1.1825,26 แสดงให้เห็นว่าวิธีการ
ดังกล่าวสามารถกำ�จัดตะกอนโดยอาศัยค่าความถ่วงจำ�เพาะได้ 
และการตรวจหา Cryptosporidium spp. และ G. duodenalis 
โดยใช้วิธี Nested PCR ซ่ึงใช้วิธีเดียวกับ Koompapong K 

and Sukthana ที่เก็บตัวอย่างน้ำ�มาผ่านการกรอง14 นอกจากนี้
วิธีการตรวจโดย Nested PCR เทียบกับวิธีกล้องจุลทรรศน์
พบว่า Nested PCR เป็นวิธีที่มีความไว (Sensitivity) ที่สูงถึง 
100% ในการตรวจหา Cryptosporidium spp.27 และสำ�หรบัการ
ตรวจหา G. duodenalis มีความไวอยู่ท่ี 80-100%28 โดยวิธีการนี้
นิยมใช้ในการตรวจหาเชื้อทั้งสองชนิดนี้ในแหล่งน้ำ�ธรรมชาติ 
อกีท้ังวธิกีารดงักล่าวยงัสามารถตรวจไดถ้งึระดบัสายพันธุร์วมไป
ถึงแหล่งรังโรคได้3,21 แต่มีงานวิจัยบางแห่งเสนอแนะว่าการเก็บน้ำ�
จากแหล่งน้ำ�ธรรมชาติมาตรวจหาความชุกของเชื้อโปรโตซัวที่
ติดต่อผ่านน้ำ� อาจจะต้องเก็บน้ำ�ท่ีมีปริมาตรมากถึง 30-40 ลิตร29 
เพื่อเพิ่มโอกาสในการตรวจพบโปรโตซัวที่มากยิ่งขึ้น 
	 อยา่งไรกต็ามฤดกูาลยงัเปน็อกีหนึง่ปจัจยัทีอ่าจเปน็สาเหตุ
ท่ีทำ�ให้พบการปนเป้ือนของโปรโตซวัในระดบัต่ำ� ในบรเิวณท่ีทำ�การ
ศึกษา เนื่องจากงานวิจัยนี้ทำ�การเก็บตัวอย่างในช่วงฤดูร้อน 
แต่มีรายงานการวิจัยก่อนหน้านี้ที่ได้มีรายงายการพบความชุก
ของ Cryptosporidium spp. ในช่วงฤดูฝน แต่ไม่พบความชุกใน
ช่วงฤดูร้อน13 ซ่ึงมีความสอดคล้องกับงานวิจัยของ Koompapong 
K. และคณะ ท่ีพบความชุกของ Cryptosporidium spp. ท่ีปนเป้ือน
ในแหล่งน้ำ�ในช่วงฤดูฝนมากกว่าฤดูร้อน14 จากงานวิจัยของ 
Aguirre J. และคณะ ได้มีการกล่าวว่าความหนาแน่นของเชื้อ
โปรโตซัวจะมีความหนาแน่นที่มากขึ้นภายหลังจากที่ฝนมีการตก
และมีการไหลของน้ำ�เกิดขึ้น30 ดังนั้นปัจจัยในเรื่องของฤดูกาลและ
การไหลของน้ำ� รวมไปถึงการศึกษาในเชิงปริมาณของการปนเป้ือน
เชื้อโปรโตซัวในแหล่งน้ำ�อาจถูกนำ�มาศึกษาเป็นลำ�ดับต่อไป 
	 จากการสำ�รวจในพื้นที่ดังกล่าวพบการปนเปื้อนของเชื้อ 
G. duodenalis จำ�นวน 1 (2.5%) ตัวอย่าง อาจมีสาเหตุมา
จากแหล่งน้ำ�นี้มีที่อยู่อาศัยและสิ่งปลูกสร้างใกล้กับแหล่งน้ำ� 
โดยมีการปนเปื้อนน้ำ�เสียจากอาคารบ้านเรือนลงไปสู่แหล่งน้ำ�
ที่ทำ�การสำ�รวจส่งผลให้ตรวจพบการปนเปื้อนเชื้อโปรโตซัว
ดงักลา่ว31 รวมไปถงึแหลง่น้ำ�ดงักลา่วมเีศษขยะลอยอยูจ่ำ�นวนมาก 
อาจส่งผลให้มีการสะสมของเชื้อ G. duodenalis ในพื้นที่
ดังกล่าว จากงานวิจัยที่ทำ�การสำ�รวจการปนเปื้อนของเชื้อ 
Cryptosporidium spp. และ G. duodenalis มกัพบการปนเปือ้น
ของเช้ือ G. duodenalis ในปริมาณท่ีสูงกว่าเช้ือ Cryptosporidium 
spp.32,33 อันเน่ืองมาจากข้อจำ�กัดในเร่ืองความไว ในการตรวจหา               
เชื้อ Cryptosporidium spp. ของวิธี US EPA method 162334 
รวมไปถึงในปัจจุบันท่ีมักมีรายงานการตรวจพบเช้ือ G. duodenalis 
ในคนและสตัวเ์ลีย้งมากกวา่ Cryptosporidium และอาจเปน็สาเหตุ
ให้มีการรายงานการปนเปื้อนในแหล่งน้ำ�ของเชื้อ G. duodenalis 
ในปริมาณที่มากกว่า Cryptosporidium นั่นเอง35,36

	 ถึงแม้พบการปนเปื้อนของเชื้อ G. duodenalis จำ�นวน 1 
ตัวอย่าง แต่ผลจากการสำ�รวจครั้งนี้แสดงให้เห็นว่า คนในพื้นที่
ยังคงมีความเสี่ยงในการได้รับเชื้อโปรโตซัวดังกล่าวผ่านการ
อุปโภคและบริโภค เช่น การรับประทานผักที่มีการปนเปื้อนเชื้อ
มาจากน้ำ�ที่ใช้ในการรดแปลงผัก37 หรือได้รับเชื้อจากการลงไป
เล่นในแหล่งน้ำ� ส่งผลให้เช้ือโปรโตซัวดังกล่าวผ่านเข้าไปในร่างกาย
และกอ่โรคได ้ดงันัน้ในพืน้ทีค่วรมกีารจดัการในเรือ่งของการกำ�จดั
สิ่งปฏิกูลและขยะมูลฝอยรวมไปถึงการปล่อยน้ำ�เสียจากอาคาร
บ้านเรือนเพื่อป้องกันการปนเปื้อนเชื้อโปรโตซัวในแหล่งน้ำ�
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สรุปผลการศึกษา
	 พบความชุกของ G. duodenalis 2.5% แต่ไม่พบความ
ชุกของ Cryptosporidium spp. โดยวิธี Nested PCR ในตัวอย่าง
น้ำ�ที่เก็บได้จากน้ำ�คลองในพื้นที่คุ้งบางกะเจ้า สาเหตุที่พบการ
ปนเปื้อนของโปรโตซัวที่น้อย อาจมาจากฤดูกาลที่ทำ�การเก็บ
ตัวอย่าง รวมไปถึงในพื้นที่ดังกล่าวไม่มีการทำ�ปศุสัตว์ และคน
ในพ้ืนท่ีมีการรักษาความสะอาดในแหล่งน้ำ� ส่งผลให้แหล่งน้ำ�นี้
มีความสะอาดสามารถใชน้้ำ�ในการรดน้ำ�ตน้ไมแ้ละพชืผกัสวนครวั
ได้ การสำ�รวจเชื้อโปรโตซัวก่อโรคในแหล่งน้ำ�ธรรมชาติยังไม่
มีการศึกษาอย่างกว้างขว้าง เนื่องจากมีค่าใช้จ่ายสูง และต้อง
อาศัยความชำ�นาญในการตรวจด้วยกล้องจุลทรรศน์ แต่
จากข้อมูลท่ีได้จากการศึกษาครั้งนี้การประยุกต์วิธีการเก็บ
ตัวอย่างน้ำ�และวิธีการตรวจสามารถใช้เป็นแนวทางในการตรวจ
หาเชื้อโปโตซัวและเชื้อก่อโรคชนิดอ่ืน ๆ  ในพื้นที่คุ้งบางกะเจ้าเป็น
ประจำ�เพือ่ใหส้อดคลอ้งกบัการเปน็พืน้ทีอ่นรุกัษแ์ละยงัปลอดจาก
เชื้อก่อโรคอีกด้วย

การมีส่วนร่วมของผู้นิพนธ์
	 วรากร โกศัยเสวี มธุรส ทิพยมงคลกุล และ องอาจ 
มหิทธิกร ออกแบบกระบวนการวิจัย ให้คำ�ปรึกษา และแก้ ไข
ร่างบทความวิจัย ฤทัยลักษณ์ ชลวิริยะกุล ดำ�เนินงานวิจัย เก็บ
ตัวอย่าง ตรวจหาเชื้อทางห้องปฏิบัติการ วิเคราะห์ผลและเขียน
ร่างบทความ ผู้นิพนธ์ทุกคนอ่านและตรวจสอบบทความวิจัย
ก่อนส่งตีพิมพ์
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