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Extended Abstract 
Thai menus usually contain raw vegetables as the main or side dish. Currently, 
many outbreaks of intestinal parasitic infections that are related to eating                    
raw vegetables have been revealed worldwide. Fresh vegetables can be                        
contaminated by protozoan cysts, helminth eggs and larvae. The detection                    
of helminth eggs and larvae by microscopy is easier than the detection of                 
protozoan cysts which depends on expertise and techniques. The protozoan 
contamination of vegetables, which has been reported in the U.S., other                     
western countries, and Thailand is mostly from food- and water-borne                              
protozoa. However, little is known about the prevalence or distribution of these 
waterborne protozoa due to difficulty related to detection methods. Giardia 
duodenalis is one of the waterborne protozoa that cause diarrhea in humans 
and many animals. Most infected adults are asymptomatic. They are less                   
concerned about getting diagnosed, which results in a low estimated prevalence. 
However, infection has an adverse impact on children’s linear growth and                
psychomotor development. The conventional method of G. duodenalis detection 
is microscopy which has low sensitivity and specificity. 

To estimate the possible occurrence of G. duodenalis in lettuce, white                                   
cabbage and cabbage from one large wholesale market, a sensitive molecular 
tool was used to detect protozoan DNA. These three vegetables are mostly 
eaten raw in many Thai food dishes. A total of 96 unwashed vegetables                        
(35 lettuces, 30 nappa cabbages and 31 cabbages) were collected from                       
September 2019 to June 2020. Samples were prepared as follows: 1) 200g of 
vegetable were chopped and washed with 0.85% saline, 2) sediment was                  
concentrated by leaving it overnight, 3) DNA was extracted from the sediment. 
Nested polymerase chain reaction (Nested PCR) was used to detect G. duodenalis 
contamination targeting the glutamate dehydrogenase gene (gdh). 

The results of this study showed 6 positives for G. duodenalis out of 96 (6.25%) 
samples. The protozoa were found in nappa cabbage (10.0%), cabbage (6.45%) 
and lettuce (2.86%). Unwashed vegetables from the largest wholesale                                
vegetable market were contaminated with G. duodenalis. The Giardia cysts                   
may be in the inner layers of these vegetable leaves due to the physical                          
characteristics of the vegetables. 
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 Although a small number of G. duodenalis contaminated vegetables were                 
found, consistent and prolonged consumption of these vegetables may lead                
to Giardiasis. At present, many intestinal parasitic infections occur without 
knowing the sources of infection. One contaminated food is raw vegetables. 
Therefore, it is important to wash vegetables several times with running water 
or a washing solution, to reduce protozoal contamination from each leaf layer. 
The washing step is important to remove any pathogens from vegetables,                     
before consuming them in their raw form. 

The results of this study can be used as baseline data for G. duodenalis                        
contamination in fresh vegetables, especially vegetables that are eaten raw.                   
The benefit of a molecular detection method is that it can detect the minimum 
number of cysts, as one cyst can be detected by PCR. The development of 
easier, sensitive and faster detection methods could be valuable in the field of 
food sanitation, particularly pathogen surveillance systems for fresh vegetables 
and fruits. 

Keywords:	 Giardia duodenalis, Giardiasis, Fresh vegetables, Contamination, 
		  Nested PCR 
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บทคัดย่อ 
	 ในปัจจุบันคนไทยมักจะบริโภคผักเพ่ือสุขภาพ โดยเมนูส่วนใหญ่ประกอบไปด้วย                         
ผักสด ซ่ึงอาจมีการปนเป้ือนเช้ือหลายชนิดรวมไปถึงโปรโตซัวท่ีเป็นสาเหตุของโรค Giardiasis                 
ที่เป็นปัญหาทางสาธารณสุขโดยเกิดจากเชื้อไกอาร์เดีย (Giardia duodenalis) เป็นเชื้อ                   
ท่ีติดต่อทางน้ำ� (Waterborne protozoa) และเป็นเช้ือท่ีองค์การอนามัยโรค ให้ความสำ�คัญ    
เนื่องจากมักก่อโรค ในกลุ่มนักท่องเที่ยว จากรายงานในประเทศไทยพบการปนเปื้อนเชื้อ                 
ไกอาร์เดียในผักทั้งจากสวนและตลาดสด ดังน้ันการรับประทานอาหารท่ีมีผักสดเป็น                         
ส่วนประกอบอาจทำ�ให้ได้รับเช้ือโปรโตซัวก่อโรคได้ อย่างไรก็ตามในปัจจุบันวิธีมาตรฐานท่ีใช้          
ตรวจหาเช้ือ G. duodenalis คือการใช้กล้องจุลทรรศน์ ซ่ึงเป็นวิธีท่ีมีความไว (Sensitivity)              
และความจำ�เพาะ (Specificity) ต่ำ� เน่ืองจากเช้ือมีขนาดเล็กการตรวจด้วยวิธีมาตรฐานจึง
อาจจะไม่เหมาะสม จึงมีการนำ�วิธีการทางชีวโมเลกุลเขา้มาช่วยในการตรวจ โดยในการศึกษา
นี้มีวัตถุประสงค์เพื่อตรวจหาเชื้อ G. duodenalis ที่ปนเปื้อนในผัก โดยเก็บผักกาดหอม ผัก
กาดขาวและกะหล่ำ�ปลี จำ�นวนทั้งสิ้น 96 ตัวอย่างจากตลาดค้าส่งผักขนาดใหญ่แห่งหนึ่งใน
ช่วงระหว่างเดือนกันยายน พ.ศ. 2562 ถึงมิถุนายน พ.ศ. 2563 ผักทั้งหมดถูกชั่งและล้าง
ด้วยน้ำ�เกลือ 0.85 % แล้วนำ�ตะกอนที่ได้ไปสกัด DNA เพื่อใช้ในการตรวจหาเชื้อด้วยวิธี 
Nested polymerase chain reaction (Nested PCR) ผลการศึกษาพบ G. duodenalis 
ปนเป้ือนในผัก 6 (6.25%) ตัวอย่างแสดงให้เห็นว่าผักในการศึกษาน้ียังคงมีการปนเป้ือนของ
ปรสิต ถึงแม้ว่าจะพบการปนเป้ือน G. duodenalis เพียงเล็กน้อย แต่การบริโภคผักเหล่าน้ี               
เป็นระยะเวลานานอาจทำ�ให้เกิดโรค Giardiasis ได้ 

คำ�สำ�คัญ: ไกอาร์เดีย, ไกอาร์เดียซิส, ผักสด, การปนเปื้อน, Nested PCR

การปนเป้ือน Giardia duodenalis ในผักสดจากตลาดค้าส่งแห่งหน่ึง
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บทนำ�
	 ไกอาร์เดีย (Giardia duodenalis) เป็นโปรโตซัวท่ีสำ�คัญ                
ท่ีเป็นสาเหตุของโรค Giardiasis ก่อให้เกิดอาการโรคท้องร่วงใน           
คน โดยเช้ือชนิดน้ีสามารถอาศัยอยู่ในโฮสต์ท่ีมีความหลากหลาย 
ทำ�ให้เช้ือมีการปนเป้ือนในส่ิงแวดล้อมได้สูง ทำ�ให้ G. duodenalis 
เป็นเช้ือท่ีองค์การอนามัยโลก ให้ความสำ�คัญเน่ืองจากโรค                
Giardiasis เป็นโรคท่ีพบได้บ่อยในกลุ่มนักท่องเท่ียวและในมนุษย์ท่ัว
โลกโดยประมาณ 2.8 ล้านรายในแต่ละปี1 อีกท้ังยังเป็นโรคท่ีมักมี
การติดเช้ือแต่ไม่แสดงอาการ ทำ�ให้การติดเช้ือ G. duodenalis                   
ได้รับการตรวจวินิจฉัยท่ีน้อยกว่าความเป็นจริงและยังมีการประเมิน
ความชุกท่ีต่ำ�กว่าความเป็นจริง 1 โดยมีการศึกษาความชุกของ              
การติดเช้ือปรสิตของผู้ป่วยท่ีมาตรวจอุจจาระเพ่ือตรวจหาโรค                 
ติดเช้ือทางปรสิตในโรงพยาบาลเวชศาสตร์เขตร้อน มหาวิทยาลัย
มหิดล ประเทศไทย พบการติดเช้ือ G. duodenalis (0.76 %)2 
เน่ืองจากเช้ือชนิดน้ีมีการปนเป้ือนในส่ิงแวดล้อมได้จึงมีรายงานการ
ตรวจพบการปนเป้ือนในดินหรือในน้ำ�เป็นจำ�นวนมาก 3-5 ซ่ึงพบว่า
ดินและน้ำ�เป็นแหล่งรังโรคท่ีเป็นปัจจัยท่ีเก่ียวข้องกับการติดเช้ือใน
มนุษย์6 โดยมนุษย์ได้รับเช้ือจากการอุปโภค บริโภค การทำ�กิจกรรม
ต่าง ๆ  ท่ีมีการสัมผัสกับเช้ือท่ีมีการปนเป้ือนอยู่ในส่ิงแวดล้อม 
	 Giardia spp. มีการต้ังช่ือท่ีแตกต่างกันไปข้ึนอยู่กับชนิด
โฮสต์ ซ่ึงในสัตว์เล้ียงลูกด้วยนมจะใช้ช่ือ G. duodenalis และมีอีก
สองช่ือท่ีรู้จักกันโดยท่ัวไปคือ G. lamblia หรือ G. intestinalis              
โดยเช้ือชนิดน้ีเป็นเช้ือโปรโตซัวในกลุ่มของ Flagellated protozoan                 
ท่ีพบได้ท่ัวไปในลำ�ไส้เล็กส่วนต้นของคนและสัตว์เล้ียงลูกด้วยนม 
ได้แก่ สุนัข แมว วัว ควาย ฯลฯ1 ติดต่อสู่คนและสัตว์โดยการกิน                
เช้ือระยะซิสต์ 4 นิวเคลียสเข้าไปทางเดินอาหาร โดยเช้ือจะ
เปล่ียนแปลงรูปร่างกลายเป็น trophozoite แบ่งตัวเพ่ิมจำ�นวน               
และแย่งการดูดซึมสารอาหารและน้ำ�จากโฮสต์ ในปัจจุบันสามารถ
จำ�แนกสายพันธ์ุของโปรโตซัวชนิดน้ีออกเป็น 8 กลุ่ม (Assemblage) 
ได้แก่ Assemblage A-H ซ่ึงกลุ่มท่ีพบในมนุษย์และสัตว์เล้ียงลูก 
ด้วยนม คือ assemblage A และ B7 โดยเช้ือชนิดน้ีมักอยู่ในส่ิง
แวดล้อมในรูปแบบของซีสต์ (Cyst) ซ่ึงจะมีความคงทนต่อส่ิง
แวดล้อมได้ดี8 และพบปนเป้ือนอยู่ในแหล่งน้ำ�หรือแม้กระท่ังผักและ
ผลไม้ 9-11

	 เมนูอาหารของคนไทยส่วนใหญ่ประกอบด้วยผักสดเป็น
ส่วนประกอบหลักหรืออาจจะเป็นเคร่ืองเคียง เช่น น้ำ�พริกผักสด 
เม่ียงปลาทู อาหารอีสานท่ีมีผักสดเป็นเคร่ืองเคียง รวมท้ังสลัดผัก
สดต่าง ๆ  โดยผักท่ีนิยมรับประทานสด ได้แก่ ผักกาดหอม ผักกาด
ขาว กะหล่ำ�ปลี เป็นต้น ซ่ึงผักสดเหล่าน้ีมักมีการรายงานการ             
ปนเป้ือนเช้ือแบคทีเรีย ไวรัส และปรสิตรวมถึงเช้ือกลุ่มโปรโตซัว โดย
ส่วนใหญ่มักจะให้ความสำ�คัญกับเช้ือแบคทีเรีย ไวรัส และปรสิต
หนอนพยาธิ แต่ยังคงละเลยปรสิตในกลุ่มของโปรโตซัวท่ีมีขนาด           
เล็กและต้องอาศัยความชำ�นาญในการตรวจหาเช้ือด้วยวิธีมาตรฐาน 
ผ่านกล้องจุลทรรศน์ โดยมีรายงานการตรวจพบการปนเป้ือนของ
เช้ือ G. duodenalis ร้อยละ 30 ในผักสดจากตลาดสดเมืองพะเยา12 

และในหลายประเทศท่ัวโลกยังพบรายงาน G. duodenalis ปนเป้ือน
ในน้ำ�และผักสดอีกมายมาย ได้แก่ น้ำ�5,10 ผัก13-15 จะเห็นได้ว่าผักสด
จากสวนมักจะพบการปนเป้ือนเช้ือโปรโตซัว ซ่ึงผักเหล่าน้ีจะถูก           

ส่งมายังตลาดค้าส่งขนาดใหญ่เพ่ือกระจายไปสู่ตลาดย่อยต่าง ๆ  
ด้วยเหตุน้ีอาจพบการปนเป้ือนในผักได้ การตรวจการปนเป้ือนเช้ือ
โปรโตซัวในผักสดในตลาดค้าส่งขนาดใหญ่จึงมีโอกาสท่ีจะพบการ
ปนเป้ือนและสามารถใช้ในการวางแผนควบคุมการแพร่กระจายของ
เช้ือก่อนไปสู่ตลาดรายย่อยได้ นอกจากน้ีเช้ือโปรโตซัวเป็นเช้ือท่ีมี
ขนาดเล็ก วิธีการตรวจอาจจะยังไม่เหมาะสมสำ�หรับงานตรวจ                        
พ้ืนฐาน ในปัจจุบันสามารถตรวจได้หลายวิธีโดยวิธีมาตรฐาน 
(Conventional method) คือการดูสไลด์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 
ซ่ึงเป็นวิธีท่ีมีความจำ�เพาะ (Specificity) สูงถึง 100% เน่ืองจากเป็น 
การตรวจดูรูปร่างของเช้ือโดยตรง แต่พบว่ามีความไว (Sensitivity) 
ต่ำ� (85.7 %) กล่าวคือต้องมีเช้ือปริมาณมาก จึงจะสามารถตรวจ
พบได้ และต้องอาศัยความชำ�นาญในดูกล้องจุลทรรศน์โดยมีหลาย
การศึกษาท่ีทำ�การตรวจหาเช้ือด้วยวิธีมาตรฐานควบคู่ไปกับวิธี
การทางชีวโมเลกุลแล้วพบว่าวิธีการทางชีวโมเลกุลสามารถตรวจ
พบเช้ือได้มากกว่าวิธีการมาตรฐาน12,16 โดยพบว่า จำ�นวนซีสต์ท่ี
น้อยท่ีสุดท่ีวิธีการทางชีวโมเลกุลจะสามารถตรวจพบได้คือ 1 ซีสต์17 
จึงมีการนำ�วิธีการทางชีวโมเลกุลเข้ามาช่วยในการตรวจ เช่น วิธี 
PCR12 Real-time PCR18 ถ้ามีวิธีการตรวจท่ีรวดเร็วและง่าย
สำ�หรับการใช้งานในภาคสนามจะสามารถพัฒนาวิธีเพ่ือใช้ในงาน
เฝ้าระวังการปนเป้ือนเช้ือโปรโตซัวก่อโรคในผักและผลไม้หรือใช้ใน
งานด้านสุขาภิบาลอาหารได้ โดยในการศึกษาน้ีมีวัตถุประสงค์                  
เพ่ือตรวจหาเช้ือ G. duodenalis ในผักกาดหอม ผักกาดขาวและ
กะหล่ำ�ปลีด้วยวิธีทางอณูชีววิทยา ซ่ึงผลจากการศึกษาน้ีสามารถ 
ใช้เป็นข้อมูลพ้ืนฐานของการปนเป้ือนเช้ือ G. duodenalis ในผักสด               
และทำ�ให้ประชาชนเห็นความสำ�คัญของการล้างผักให้สะอาดปลอด
เช้ือโปรโตซัวและเช้ือก่อโรคอ่ืน ๆ  ต่อไปได้

วิธีการศึกษา
	 งานวิจัยน้ีได้ทำ�การเก็บตัวอย่างผักสามชนิด ได้แก่ ผักกาด
หอม ผักกาดขาวและกะหล่ำ�ปลี ซ่ึงเป็นผักท่ีประชาชนนิยมบริโภคสด 
โดยรวบรวมมาจากตลาดค้าส่งขนาดใหญ่แห่งหน่ึงในจังหวัด
ปทุมธานี ระหว่างเดือนกันยายน 2562 ถึงมิถุนายน พ.ศ. 2563  
การคำ�นวณขนาดตัวอย่างคิดจากการศึกษาก่อนหน้าน้ีเก่ียวกับ
ความชุกของโปรโตซัวในผักสดโดยใช้วิธี Nested PCR พบว่า                      
มีการปนเป้ือนของโปรโตซัวในผักสดโดยรวม 57 เปอร์เซ็นต์12                    
ดังน้ัน ขนาดตัวอย่างของผักจึงถูกคำ�นวณโดยสูตร19

	 n 	 =	
	
	 n 	 =	 ขนาดตัวอย่าง
	 Z 	 = 	Standard Normal Score
	 P	 =	 อุบัติการณ์การตรวจพบปรสิต ในผักสด เท่ากับ               
ร้อยละ 57 คิดเป็น 0.5712

	 e 	 =	 ความความผิดพลาดในการประมาณค่าอุบัติการณ์
การตรวจสูงสุดท่ียอมรับ 10%
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	 α = ความผิดพลาดของการสรุปลักษณะประชากรจาก 
ค่าสถิติตัวอย่าง

	 n = 

	 การเก็บและการเตรียมตัวอย่าง 
	 การเก็บตัวอย่างจะใช้เทคนิคการเลือกตัวอย่างแบบเจาะจง
เพ่ือเลือกผักจากร้านขายผักท้ังหมด 40 ร้านจาก 49 ร้าน โดย           
การคัดเลือกตามประเภทของผัก หลังจากเก็บตัวอย่างผักมาแล้ว 
ทำ�การห่ันผักแต่ละตัวอย่างเป็นช้ินเล็ก ๆ  โดยใช้ตัวอย่างผัก 200 
กรัม นำ�ผักท่ีห่ันแล้วมาล้างด้วยน้ำ�เกลือ 0.85 เปอร์เซ็นต์28,29 
ทำ�การกรองแยกผักออกและนำ�น้ำ�ล้างผักปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 
ต้ังท้ิงไว้ให้ข้ามคืนเพ่ือให้ตกตะกอน จากน้ันทำ�การดูดน้ำ�ล้างผัก 
ส่วนบน 2/3 ของท้ังหมดท้ิง เก็บเพียงน้ำ�และตะกอนส่วนล่างใส่ลง 
ในหลอดทดลองขนาด 15 มิลลิลิตรและป่ันเหว่ียงท่ี 2,000 รอบ                
ต่อนาทีเป็นเวลา 10 นาที นำ�ส่วนด้านบนตะกอนท้ิงและเก็บตะกอน
ไว้ท่ี -20 องศาเซลเซียส เพ่ือใช้ในการสกัดดีเอ็นเอในข้ันตอนต่อไป
	 นำ�ตะกอนไปทำ�ให้เซลล์แตก (Cell lysis) โดยการทำ�ให้
อุณหภูมิสูงและต่ำ�สลับกัน (Freeze-thaw) ท่ีอุณหภูมิ -83°C                       
เป็นเวลา 10 นาที และ 56°C เป็นเวลา 5 นาที สลับกันท้ังหมด                            
5 รอบ จากน้ันนำ�ตะกอนไปสกัดดีเอ็นเอ ตามคู่มือชุดสกัดดีเอ็นเอ 
(FavorPrep™ Soil DNA Isolation Mini Kit, FAVORGEN)                 
เก็บ DNA ท่ีสกัดแล้วใน -20°C จนกว่าจะทำ�การตรวจหาเช้ือใน           
ข้ันตอนต่อไป 
	 การตรวจหา G. duodenalis ในผักท่ีนำ�มาทดสอบ                  
ด้วยวิธี Nested PCR
	 นำ� DNA ท่ีสกัดได้ไปตรวจหา G. duodenalis โดยใช้                          
วิธี Nested PCR โดยใช้ยีน Glutamate dehydrogenase (gdh) 
เป็นยีนเป้าหมายในการตรวจหาเช้ือ20 กล่าวโดยสรุปคือ ผสมสาร
ต่าง ๆ  ปริมาตรรวม 20 ไมโครลิตร ซ่ึงประกอบไปด้วย KAPA2G 

Fast HotStart ReadyMix PCR Kit (Kapa Biosystems,                 
U.S.A.) ปริมาตร 10 ไมโครลิตร น้ำ�กล่ันท่ีผ่านการทำ�ลายเอนไซม์ 
RNase (RNase-free water) ปริมาตร 7 ไมโครลิตร ไพรเมอร์
ฟอร์เวิร์ด (Forward primer) และไพรเมอร์รีเวิร์ส (Reverse 
primer) ปริมาตรชนิดละ 1 ไมโครลิตรและดีเอ็นเอตัวอย่าง 1 
ไมโครลิตร ใส่ลงในหลอดทดลอง ขนาด 0.2 มิลลิลิตร และใส่ลง              
ในเคร่ืองเพ่ิมปริมาณ สารพันธุกรรม (PCR Thermocycler,                
Bio-Rad, USA) จากน้ันนำ� PCR product จากการทำ�คร้ังท่ี 1                    
มาเป็น DNA ต้ังต้นในการทำ� PCR ในคร้ังท่ี 2 โดย ใช้ Condition 
ทุกอย่างเหมือน PCR รอบแรกแต่เปล่ียน primer คู่นอกเท่าน้ัน            
และอ่านผลท่ีได้ด้วยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซีส (Electrophoresis) ใน    
เจลอะกาโรส (Agarose gel) ความเข้มข้นร้อยละ 1.5 โดยนำ�เจล            
ไปอ่านภายใต้แสง UV โดยใช้เคร่ืองถ่ายภาพเจลและวิเคราะห์เจล              
(Gel documentation)
	 การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ
	 ในการศึกษาน้ี ใช้สถิติเชิงพรรณนา (Descriptive                           
statistics) เช่น ความถ่ี และร้อยละ เพ่ืออธิบายลักษณะของกลุ่ม
ตัวอย่างผักท่ีเก็บรวบรวมมาและผลการตรวจหาเช้ือ Giardia            
ด้วยวิธี Nested PCR

ผลการศึกษา
	 ในการศึกษาคร้ังน้ีได้รวบรวมตัวอย่างท้ังหมด 96 ตัวอย่าง            
ประกอบด้วยผักกาดหอม 35 ตัวอย่าง ผักกาดขาว 30 ตัวอย่าง 
และกะหล่ำ�ปลี 31 ตัวอย่าง ตัวอย่างท้ังหมดได้รับการตรวจหา                   
G. duodenalis โดยวิธี Nested PCR ผลการตรวจพบเช้ือ                    
G. duodenalis ท้ังหมด 6 ตัวอย่างจากตัวอย่างท้ังหมด 96  
ตัวอย่าง ซ่ึงแสดงใน Table 1 และผลการตรวจโดยวิธี Nested     
PCR แสดงใน Figure 1

Table 1 The results of G. duodenalis detection from selected vegetables detected by using the Nested PCR method

Type of vegetable	 Positive sample/total number of samples (%)

Nappa cabbage	 3/30 (10.00)
Cabbage	  2/31 (6.45)
Lettuce	 1/35 (2.86)

Total		  6/96 (6.25)
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อภิปรายผล
	 ผลการศึกษาน้ีพบการติดเช้ือ G. duodenalis ใน              
ตัวอย่างผัก 6 ตัวอย่าง คิดเป็น 6.25% จาก 96 ตัวอย่าง โดย               
การตรวจด้วยวิธี Nested PCR แสดงให้เห็นว่าผักในการศึกษาน้ี
ยังคงมีการปนเป้ือนของปรสิต ผลลัพธ์น้ีเก่ียวข้องกับงานวิจัย                 
ก่อนหน้าน้ีท่ีพบความชุกของ G. duodenalis 5% ในผักสดจาก
ตลาดท้องถ่ินทางตอนเหนือของอินเดีย21 และมีการศึกษาอ่ืน ๆ  ท่ี เก็บ
ตัวอย่างผักประเทศจอร์แดน พบการปนเป้ือนของ G. duodenalis 
6.8% ในผักกาดหอมและข้ึนฉ่าย22 นอกจากน้ีผักสลัดพร้อมรับ
ประทานท่ีจำ�หน่ายในอิตาลีมีการปนเป้ือนของ G. duodenalis 
0.6%13 ความชุกของ G. duodenalis ท่ัวโลกคล้ายคลึงกับ                          
หลายการศึกษาในประเทศไทยรวมถึงการศึกษาคร้ังน้ีด้วย โดย              
การศึกษาก่อนหน้าน้ีในจังหวัดพะเยา ประเทศไทยรายงานการปนเป้ือน
ของ G. duodenalis ในผักสด 30% ซ่ึงพบว่าเช้ือ G. duodenalis 
ยังคงปนเป้ือนและยังมีการตรวจพบในผักสดได้12 จากงานวิจัย               
อ่ืน ๆ ในประเทศไทยพบว่า มีการตรวจหาปรสิตในผักและผลไม้23, 

24 ซ่ึงส่วนใหญ่มักจะตรวจเพียงแค่ไข่หนอนพยาธิ โดยอาจจะไม่                   
ได้ตรวจหาเช้ือโปรโตซัวเน่ืองจากต้องอาศัยความชำ�นาญในการ            
ดูกล้องและเช้ือโปรโตซัวบางชนิดอาจจะต้องใช้เทคนิคพิเศษใน                
การตรวจ เป็นต้น ถ้ามีการพัฒนาเทคนิคการตรวจหาเช้ือโปรโตซัว
ก่อโรคในผักและผลไม้ท่ีง่ายและสะดวกในการตรวจ อาจจะเป็น
ประโยชน์ในการใช้ในงานเฝ้าระวังเช้ือก่อโรคจากผักผลไม้ซ่ึงผู้คน 
มักจะนิยมบริโภคแบบสด ๆ  ต่อไป 
	 ตัวอย่างท่ีตรวจพบเช้ือท้ังหมดถูกตรวจโดยวิธี Nested 
PCR ในขณะท่ีงานวิจัยคร้ังน้ีจริงๆแล้วได้ทำ�การตรวจด้วย
กล้องจุลทรรศน์โดยวิธีการตรวจอย่างง่าย (Simple smear) และ
วิธีการทำ�ให้เข้มข้น (Formalin Ethyl Acetate Concentration 
Technique: FECT) ด้วย (แต่ไม่ได้กล่าวถึงในวิธีและผลการศึกษา) 
แต่ไม่สามารถตรวจพบโปรโตซัวขนาดเล็กน้ีได้อาจเป็นเพราะเช้ือ  

โปรโตซัวในผักท่ีนำ�มาตรวจมีปริมาณน้อย ดังน้ันเทคนิคการตรวจ
ด้วยกล้องจุลทรรศน์จึงไม่เหมาะสำ�หรับการตรวจหาพยาธิใน
ตัวอย่างหรือพ้ืนท่ีท่ีมีรายงานความชุกน้อย ในทำ�นองเดียวกันการ
ศึกษาก่อนหน้าน้ีพบว่าวิธีการตรวจโปรโตซัวด้วยกล้องจุลทรรศน์
มีความไวน้อยกว่าเทคนิคระดับโมเลกุล13,16,25 นอกจากน้ียังมี
รายงานการศึกษาท่ีแสดงให้เห็นว่าวิธีการทางชีวโมเลกุลสามารถ
ตรวจพบ Giardia ซีสต์ จำ�นวนน้อยท่ีสุดเพียงแค่ 1 ซีสต์26                                   
ซ่ึงจากผลการวิจัยช้ีให้เห็นว่าผักท่ีนำ�มาตรวจมีการปนเป้ือนซีสต์
ของ Giardia จำ�นวนน้อยมากซ่ึงสามารถตรวจพบได้ด้วยเทคนิค
ระดับโมเลกุลเท่าน้ัน 
	 ฤดูกาลเป็นปัจจัยท่ีส่งผลต่อการตรวจพบการปนเป้ือน 
ของเช้ือ Giardia ในตัวอย่างผัก โดยมีงานวิจัยท่ีทำ�การศึกษาความ
ชุกของเช้ือ G. duodenalis จะพบความชุกสูงสุดในช่วงปลายฤดู
ร้อนและต้นฤดูใบไม้ร่วง ซ่ึงอุณหภูมิจะอยู่ท่ีประมาณ 22 องศา
เซลเซียส13 แต่เน่ืองจากอุณหภูมิเฉล่ียท้ังปีของประเทศไทยอยู่ท่ี                   
28 องศาเซลเซียส30 จึงอาจส่งผลต่อการพบเช้ือท่ีแตกต่างกันใน
แต่ละช่วงเวลาของการเก็บตัวอย่าง นอกจากน้ีลักษณะผักยังมีผล
กับการตรวจพบเช้ืออีกด้วยโดยมีการศึกษาการปนเป้ือนของเช้ือ 
G. duodenalis ในผัก 4 ชนิด ได้แก่ ผักกาดหอม ข้ึนฉ่าย มะเขือเทศ             
และแตงกวา ซ่ึงเก็บตัวอย่างในประเทศจอร์แดน พบว่าตัวอย่างท่ี
ตรวจพบเช้ือมากท่ีสุดคือผักกาดหอมและข้ึนฉ่าย เน่ืองจากใบ                   
ของผัก 2 ชนิดน้ีมีพ้ืนท่ีผิวหยาบกว่าเม่ือเทียบกับพ้ืนผิวมะเขือเทศ
และแตงกวา22 สอดคล้องกับผลในงานวิจัยน้ีซ่ึงผักท้ัง 3 ชนิดท่ีนำ�
มาทดสอบมีลักษณะพ้ืนผิวท่ีหยาบ อาจทำ�ให้ Giardia ซีสต์ ติด             
อยู่ในใบผักได้ เน่ืองจากมีรายงานการศึกษาท่ีเก็บตัวอย่างน้ำ�รด         
ผักจากแผงขายผักในตลาดประเทศเวียดนามมาตรวจ ซ่ึงพบ                 
การปนเป้ือนของเช้ือ Giardia spp. (8.5%)27 ดังน้ันการรดน้ำ�เพ่ือ
ความสดของผักในระหว่างการขายทำ�ให้ Giardia ซีสต์ หลุดออก
จากใบและสามารถตรวจพบในน้ำ�ล้างผักได้

Figure 1 	Positive PCR amplifications of G. duodenalis gdh gene in selected vegetables on 1.5% agarose gel stained with 
gel staining (SERVA DNA Stain G). Lanes 1-13: samples. Lane 14: positive control. Lane 15: negative control. 
Lane 16: 100 bp standard DNA ladder 
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	 อีกปัจจัยหน่ึงท่ีสำ�คัญคือข้ันตอนของการเตรียมตัวอย่าง 
ในการศึกษาน้ีใช้น้ำ�เกลือสำ�หรับข้ันตอนการล้างตัวอย่าง ซ่ึงมีการ
ศึกษาก่อนหน้าน้ีได้เปรียบเทียบน้ำ�ยาล้างผักและประเภทของผัก       
ผลการวิจัยพบว่าน้ำ�เปล่าสามารถลดการปนเป้ือน (ล้างไข่พยาธิ
หรือระยะซิสต์ของโปรโตซัว) ในผักท่ีผ่านการทดสอบได้ 4 ชนิด               
ได้แก่ ผักกาดขาว ข้ึนฉ่าย กุยช่ายและคะน้า ในขณะท่ีน้ำ�เกลือ     
สามารถลดการปนเป้ือนในผักท่ีผ่านการทดสอบได้ 7 ชนิด ได้แก่ 
สะระแหน่ ผักกาดหอม ต้นหอม ผักชีฝร่ัง กุยช่าย ผักชีฝร่ังและ                
คะน้า น้ำ�ส้มสายชูสามารถลดการปนเป้ือนในผักท่ีผ่านการทดสอบ
ท้ัง 6 ชนิด ได้แก่ ผักกาดหอม ผักชี ใบบัวบก กุยช่าย ผักกาดขาว
และคะน้า จะเห็นได้ว่าการล้างผักด้วยวิธีต่างๆสามารถลดการ                  
ปนเป้ือนได้แตกต่างกันไปในผักแต่ละชนิด28 โดยการใช้น้ำ�เกลือใน
การศึกษาคร้ังน้ีสามารถล้างระยะซีสต์ของ Giardia ให้ออกมา          
จากผักได้เช่นกัน ผลการตรวจพบเช้ือโปรโตซัวในผักท่ีนำ�มา            
ตรวจสามารถเสนอแนะว่าการล้างผักก่อนบริโภคจึงเป็นส่ิงสำ�คัญ
มากเพ่ือลดความเส่ียงในการสัมผัสเช้ือโปรโตซัวเหล่าน้ี 

สรุปผลการศึกษา
	 ผลการศึกษาคร้ังน้ีพบว่า ผักท่ีนำ�มาตรวจยังคงพบการ
ปนเป้ือนโปรโตซัวอยู่ โดยมีปัจจัยหลายอย่างท่ีมีผลต่อการตรวจหา
เช้ือโปรโตซัว ซ่ึงเม่ือพิจารณาถึงวิธีท่ีใช้ในการตรวจหาการปนเป้ือน            
ของเช้ือโปรโตซัว G. duodenalis พบว่า วิธี Nested PCR เป็น            
วิธีท่ีเหมาะสมในการศึกษาน้ี สำ�หรับใช้ในการตรวจกรณีท่ีมีการ          
ปนเป้ือนเช้ือปริมาณน้อย เน่ืองจากในการตรวจเบ้ืองต้นด้วย
กล้องจุลทรรศน์ไม่พบ Giardia ซีสต์ ในตัวอย่างท่ีนำ�มาทดสอบ 
โดยอาจจะประยุกต์วิธีการตรวจหาเช้ือโปรโตซัวโดยใช้เทคนิคทาง
อณูชีววิทยาเพ่ือใช้ในงานเฝ้าระวังการปนเป้ือนของน้ำ�และอาหาร 
รวมท้ังผักและผลไม้ในแหล่งเพาะปลูกหรือแม้กระท่ังในตลาดสด           
ต่าง ๆ  ซ่ึงถ้าสามารถนำ�วิธีการตรวจไปใช้ในภาคสนามได้ด้วยจะ                
ย่ิงเป็นประโยชน์ต่องานทางด้านสาธารณสุขมาก นอกจากน้ันการ
ศึกษาในคร้ังน้ีถึงแม้ว่าจะพบจำ�นวนผักท่ีปนเป้ือนเช้ือ G. duodenalis 
เพียงเล็กน้อย แต่ในปัจจุบันมีการติดเช้ือปรสิตในลำ�ไส้จำ�นวน                
มากท่ีเกิดข้ึนโดยไม่ทราบแหล่งท่ีมาของการติดเช้ือ การบริโภค                
ผักเหล่าน้ีสม่ำ�เสมอและเป็นระยะเวลานานอาจทำ�ให้ได้รับเช้ือปรสิต
โดยไม่รู้ตัวและอาจจะก่อโรคได้ ดังน้ันการล้างผักด้วยน้ำ�หลาย ๆ  
คร้ังจึงเป็นส่ิงท่ีง่ายและสำ�คัญท่ีสุดเพ่ือลดการปนเป้ือนของโปรโตซัว
ก่อโรคเหล่าน้ีได้ 

การมีส่วนร่วมของผู้นิพนธ์
	 วรากร โกศัยเสวี มธุรส ทิพยมงคลกุล และ องอาจ มหิทธิกร 
ออกแบบกระบวนการวิจัย ให้คำ�ปรึกษา และแก้ไขร่างบทความ            
วิจัย จริยา ศรีพนมพงษ์ ดำ�เนินงานวิจัย เก็บตัวอย่าง ตรวจหา               
เช้ือทางห้องปฏิบัติการ วิเคราะห์ผลและเขียนร่างบทความ ผู้นิพนธ์
ทุกคนอ่านและตรวจสอบบทความวิจัยก่อนส่งตีพิมพ์ 

กิตติกรรมประกาศ
 	 ขอขอบคุณเจ้าหน้าท่ีภาควิชาปรสิตวิทยาและกีฏวิทยา 
คณะสาธารณสุขศาสตร์ มหาวิทยาลัยมหิดลสำ�หรับคำ�แนะนำ�และ
ช่วยเหลือทางห้องปฏิบัติการ 

แหล่งทุนวิจัย
	 ไม่ได้รับทุนสนับสนุนการวิจัย

ผลประโยชน์ทับซ้อน
	 ไม่มีผลประโยชน์ทับซ้อน
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