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กิตติกรรมประกาศ 
 
 โครงการวิจัย เรื่อง การพัฒนาวิธีการจ้าแนกแหล่งก้าเนิดมลพิษด้วยกลุ่มแบคทีเรีย กรณีศึกษา ลุ่มน้้าท่าจีน ฉบับนี้ส้าเร็จ
ลุล่วงได้ด้วยดี เนื่องด้วยได้รับความอนุเคราะห์จากหลายหน่วยงานที่เกี่ยวข้องในการอนุญาตให้เข้าเก็บตัวอย่างเพื่อการวิจัย ได้แก่ 
สถาบันวิจัยจุฬาภรณ์ โรงพยาบาลจุฬาภรณ์ บริษัท วอเตอร์ อินเด็กซ์ แอนด์ คอนซัลแทนท์ จ้ากัด ส้านักงานเทศบาลต้าบลบาง
ปลา ส้านักงานเทศบาลเมืองชัยนาท ส้านักงานเทศบาลเมืองสุพรรณบุรี  ส้านักงานเทศบาลนครปฐม ส้านักการระบายน้้า
กรุงเทพมหานคร ส้านักงานปศุสัตว์จังหวัดชัยนาท ส้านักงานปศุสัตว์จังหวัดนครปฐม ส้านักงานปศุสัตว์จังหวัดสุพรรณบุรี 
ส้านักงานปศุสัตว์จังหวัดพระนครศรีอยุธยา  ส้านักงานปศุสัตว์จังหวัดปทุมธานี คณะเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ วิทยาเขต
ก้าแพงแสน จังหวัดนครปฐม ศูนย์ฝึกนิสิตคณะสัตวแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย จังหวัดนครป ฐม คณะ
เทคโนโลยีการเกษตร มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคลธัญบุรี  จังหวัดปทุมธานี โครงการส่วนพระองค์ สวนจิตรลดา จังหวัด
กรุงเทพฯ และ สหกรณ์โคนมนครปฐม จ้ากัด จังหวัดนครปฐม  
 คณะผู้วิจัยขอขอบคุณผู้เข้าร่วมงานเสวนา Thailand 4.0 กับนวัตกรรมการจัดการแหล่งก้าเนิดมลพิษ non-point 
sources ทุกท่านที่กรุณาสละเวลาเข้าร่วมงานและให้ความเห็นที่เป็นประโยชน์ต่อโครงการ ได้แก่ ผู้แทนหน่วยงานส้านักงาน
สิ่งแวดล้อมภาคที่ 5 ส้านักงานทรัพยากรน้้าแห่งชาติ กรมอนามัย การประปาส่วนภูมิภาค การประปานครหลวง ส้านักเทคโนโลยี
ชีวภัณฑ์สัตว์ กรมปศุสัตว์ องค์การจัดการน้้าเสีย ส้านักจัดการคุณภาพน้้า กรมควบคุมมลพิษ ส้านักโรคจากการประกอบอาชีพและ
สิ่งแวดล้อม กรมควบคุมโรค กรมส่งเสริมการเกษตร กรมวิชาการเกษตร กรมส่งเสริมคุณภาพสิ่งแวดล้อม และกรมการพัฒนา
ชุมชน  และผู้ แ ทนคณ าจารย์ จ ากมหาวิท ยาลั ย ธรรมศาสตร์  มห าวิท ย าลั ยมหิ ด ล  จุ ฬ าล งก รณ์ มห าวิท ยาลั ย 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ มหาวิทยาลัยศิลปากร มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีพระจอมเกล้าธนบุรี และมหาวิทยาลัยบูรพา 

ขอขอบคุณที่ปรึกษาโครงการ ศาสตราจารย์ ดร. ศกรณ์ มงคลสุข ผู้ให้ความเห็น ข้อเสนอแนะต่องานวิจัย และก้าลังใจใน
การท้างานของคณะผู้วิจัยเสมอมา ขอขอบคุณผู้ทรงคุณวุฒิ ผู้เชี่ยวชาญ ที่สละเวลาในการตรวจทานแก้ไขข้อบกพร่องของการวิจัย 
ตลอดจนให้ข้อเสนอแนะอันเป็นประโยชน์สูงสุดต่องานวิจัย ขอขอบคุณการสนับสนุนเงินวิจัยจากส้านักงานกองทุนสนับสนุนการ
วิจัย (สกว.)  และขอขอบคุณบุคคลผู้มีส่วนช่วยเหลือเป็นจ้านวนมากท่ีไม่ได้กล่าวนามในท่ีนี ้

อน่ึง หากงานวิจัยฉบับน้ีเกิดประโยชน์ต่อผู้ใดหรือหน่วยงานใด คณะผู้วิจัยขอมอบคุณความดีส่วนน้ีให้แก่ บุพการีผู้เลี้ยงดู
และให้การสนับสนุนอย่างดีเสมอมา และครูอาจารย์ที่เคารพผู้อบรมสั่งสอนให้สามารถน้าความรู้มาก่อให้เกิดประโยชน์ต่อไปได้ 

 
 

         คณะผู้วิจัย 
                 สิงหาคม 2561 
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บทสรุปผู้บริหาร 
 แหล่งน้้าจืดในประเทศไทย ประสบปัญหาความเสื่อมโทรมของคุณภาพน้้ามาอย่างต่อเนื่อง เนื่องจากการเติบโตของชุมชน
เมือง การขยายตัวของภาคอุตสาหกรรม และการเพิ่มผลผลิตทางการเกษตร โดยการติดตามตรวจสอบคุณภาพน้้าในแหล่งน้้าทั่ว
ประเทศ ปี พ.ศ. 2557 พบว่า ร้อยละ 22 มีคุณภาพน้้าอยู่ในเกณฑ์เสื่อมโทรม โดยพารามิเตอร์คุณภาพน้้าที่มีปัญหา ได้แก่ ค่า
ออกซิเจนละลายน้้า (DO) ความสกปรกในรูปสารอินทรีย์ (BOD) ปริมาณแบคทีเรียกลุ่มฟีคอลโคลิฟอร์มและโคลิฟอร์มทั้งหมด 
(FCB,TCB) และแอมโมเนียในรูปไนโตรเจน (NO3-N) โดยพารามิเตอร์คุณภาพน้้าเหล่านี้ แสดงถึงภาพรวมของสถานการณ์คุณภาพ
น้้าจากแหล่งก้าเนิดมลพิษที่ทราบจุดแน่นอน (point sources) และแหล่งก้าเนิดมลพิษที่ไม่ทราบจุดแน่นอน (non-point 
sources) แต่ยังไม่สามารถระบุที่มาของแหล่งก้าเนิดมลพิษที่แม่นย้ารายกิจกรรมได้ การแก้ไขปัญหามลพิษทางน้้ามีความจ้าเป็น
เร่งด่วนที่จะต้องระบุกิจกรรมที่ก่อให้เกิดปัญหาหลักได้ตามสัดส่วนการปล่อยมลพิษที่แท้จริง เพื่อน้าไปสู่การจัดการมลพิษที่
แหล่งก้าเนิดได้อย่างมีประสิทธิภาพ  

การน้าแบคทีเรียมาใช้จ้าแนกแหล่งก้าเนิดมลพิษรายกิจกรรม หรือ microbial source tracking (MST) เป็นการศึกษา
ความจ้าเพาะของแบคทีเรียที่อาศัยในล้าไส้คนและสัตว์ชนิดต่างๆ เช่น สุกร โค ไก่ แพะ แกะ เป็นต้น กล่าวคือ การตรวจเจอ
แบคทีเรียชนิดนี้ในตัวอย่างน้้าจะบ่งช้ีได้ว่าน้้านั้นมีการปนเปื้อนสิ่งปฏิกูลจากสัตว์ประเภทนี้ แบคทีเรียกลุ่มที่มีการศึกษากัน
แพร่หลาย ได้แก่กลุ่ม  Bacteroidales โดยข้อดีของการตรวจวัด Bacteroidales คือ เนื่องจากเป็นกลุ่มแบคทีเรียที่ไม่ใช้อากาศ 
(anaerobic bacteria) จึงไม่พบปัญหาการเพิ่มจ้านวนในแหล่งน้้า (regrowth) การตรวจวัดเช้ือ Bacteroidales นิยมใช้วิธี
ตรวจวัดทางดีเอ็นเอ ซึ่งได้แก่เทคนิคพีซีอาร์ (PCR) และพีซีอาร์เชิงปริมาณ (quantitative PCR or real-time PCR) เนื่องจาก
หลีกเลี่ยงความยุ่งยากในการเพาะเช้ือด้วยสภาพไร้อากาศในห้องปฏิบัติการ เทคนิคพีซีอาร์เป็นวิธีทางชีวโมเลกุลที่ใช้ตรวจหาดีเอ็น
เอเป้าหมาย (target DNA) โดยใช้การเพิ่มจ้านวนดีเอ็นเอส่วนที่ต้องการ ด้วยการจับกับไพรเมอร์ที่มีความจ้าเพาะกับดีเอ็นเอ
เป้าหมายนั้น และผลการพบหรือไม่พบดีเอ็นเอเป้าหมายจากตัวอย่าง แสดงผลด้วยแบนด์     ดีเอ็นเอบนเจล ผลที่ได้จึงเป็นเชิง
คุณภาพ (พบหรือไม่พบ) ส่วนเทคนิคพีซีอาร์เชิงปริมาณใช้หลักการคล้ายกัน คือ เพิ่มจ้านวน ดีเอ็นเอเป้าหมายด้วยการจับกับไพร
เมอร์จ้าเพาะ และสามารถแสดงผลเชิงปริมาณได้  เพื่อการเปรียบเทียบผลการปนเปื้อนของแหล่งก้าเนิดมากกว่าหนึ่งแหล่งใน
ตัวอย่างน้้าเดียวกันได้    
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 โครงการวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์หลัก คือ เพ่ือให้ได้แนวทางการน ากลุ่มแบคทีเรียที่เชื่อมโยงกับแหล่งก าเนิดมลพิษเฉพาะ
กิจกรรมมาสนับสนุนการตรวจวัดกลุ่มพารามิเตอร์แบคทีเรียในมาตรฐานคุณภาพน้ าผิวดิน โครงการวิจัยมีระยะเวลา 2 ปี ผลที่
ได้จากโครงการจ้าแนกตามวัตถุประสงค์ย่อย ได้ดังต่อไปนี้ 
 
วัตถุประสงค์ที่ 1 เพื่อจัดท้ำรำยงำนสรุปสถำนกำรณ์มลพิษทำงน ้ำและควำมจ้ำเป็นของกำรจ้ำแนกแหล่งก้ำเนิดมลพิษของประเทศ
ไทย 

ผลการศึกษา  
1. จากการวิเคราะห์ช่องว่างของกฎระเบียบข้อบังคับและมาตรฐานน้้าผิวดินในปัจจุบันของประเทศไทย พบว่าไม่มี

พารามิเตอร์ใดในมาตรฐานคุณภาพน้้าผิวดินที่เช่ือมโยงไปสู่แหล่งก้าเนิดมลพิษเพียงแหล่งเดียว ท้าให้มีข้อถกเถียงถึง
สัดส่วนการปล่อยมลพิษที่แท้จริง และไม่สามารถระบุผู้ก่อมลพิษที่ชัดเจนได้  

2. ความรุนแรงของปัญหาสะท้อนได้จากปัญหามลพิษในประเทศไทยที่เกิดจากสารอินทรีย์โดยมีสิ่งปฏิกูลจากมูลมนุษย์และ
สัตว์ที่ตรวจวัดการปนเปื้อนได้ในรูปแบคทีเรียและสารประกอบไนโตรเจน 

3. การแก้ไขปัญหามลพิษทางน้้าอย่างยั่งยืน ท้าได้โดยการตรวจวัดพารามิเตอร์ที่มีความจ้าเพาะกับกิจกรรม โดยน้ามา
สนับสนุนดัชนีคุณภาพน้้าที่มีอยู่เดิมในมาตรฐานคุณภาพน้้าในแหล่งน้้าผิวดิน เพื่อเสริมเป็นมาตรการเฉพาะพื้นท่ีเพื่อสืบ
หาแหล่งก้าเนิดตามสัดส่วนการปล่อยมลพิษที่แท้จริง  

4. การใช้กลุ่มแบคทีเรียที่เช่ือมโยงกับแหล่งก้าเนิดมลพิษมาสนับสนุนระดับนโยบายในการจัดการมลพิษแหล่งน้้านั้น มี
กรณีศึกษาที่ประสบความส้าเร็จอย่างแพร่หลายในต่างประเทศ เช่น สหรัฐอเมริกา อังกฤษ เป็นต้น 

 
วัตถุประสงค์ที่ 2 เพื่อพัฒนำวิธีทำงห้องปฏิบัติกำรด้วยเทคนิคพีซีอำร์และพีซีอำร์เชิงปริมำณส้ำหรับตรวจวิเครำะห์กลุ่มแบคทีเรียที่
สำมำรถจ้ำแนกสิ่งปฏิกูลจำกแหล่งก้ำเนิดมลพิษเฉพำะกิจกรรม 

ผลการศึกษา 
1. จากการศึกษาพบว่าแหล่งก้าเนิดมลพิษที่ส้าคัญในเขตลุ่มน้้าท่าจีนและลุ่มน้้าเจ้าพระยา ได้แก่ ชุมชน สุกรและโค และ

แหล่งก้าเนิดรองลงมา ได้แก่ ฟาร์มปศุสัตว์แพะ แกะ กระบือ ไก่และเป็ด จึงท้าการค้านวณจ้านวนตัวอย่างที่เหมาะสม
ทางสถิติและมีการกระจายตัวที่เหมาะสม ด้วยวิธี stratified random sampling design ด้วยค่าออกแบบ คือ 90% 
confidence interval และ 0.20 acceptable relative error เพื่อให้ได้ค่าความไวของวิธีทดสอบ ท่ีไม่น้อยกว่า 0.80 

2. จ้านวนตัวอย่างในการทดสอบรวมทั้งหมด 100 ตัวอย่างจากพื้นที่บริเวณลุ่มน้้าท่าจีน และ 28 ตัวอย่างจากพ้ืนที่บริเวณ
ลุ่มน้้าเจ้าพระยา โดยแต่ละตัวอย่างเป็นตัวแทนของกลุ่มประชากร กล่าวคือสิ่งปฏิกูลจากมนุษย์เก็บจากน้้าเสียรวมของ
อาคารที่มีคนอาศัยอยู่มากกว่า 100 คน หรืออาคารโรงพยาบาลที่มีเตียงผู้ป่วยในมากกว่า 80 เตียง  และมูลสัตว์ท่ีผสม
รวมจากมูลของสัตว์ตั้งแต่ 20 ตัวข้ึนไป 

3. ไพรเมอร์ที่คัดเลือกมาท้าการทดสอบสามารถตรวจวัดกลุ่มแบคทีเรีย Bacteroidales ได้ โดยแบ่งเป็นไพรเมอร์ที่จ้าเพาะ
กับคน จ้านวน 3 คู่ ไพรเมอร์ที่จ้าเพาะกับสุกร จ้านวน 2 คู่ ไพรเมอร์ที่จ้าเพาะกับโค จ้านวน 8 คู่ และไพรเมอร์ที่ไม่
จ้าเพาะกับแหล่งก้าเนิด (ส้าหรับยืนยันการปนเปื้อนว่ามาจากสิง่ปฏิกูลจริงโดยไม่ไดเ้กิดจากการมีอยู่ในธรรมชาติ) จ้านวน 
3 คู่ รวม 16 คู่ 



(4) 
 

4. จากการทดสอบด้วยวิธีพีซีอาร์พบว่า ไพรเมอร์คู่ที่เหมาะสมที่สุดส้าหรับการจ้าแนกแหล่งปนเปื้อนสิ่งปฏิกูลจาก
แหล่งก้าเนิดรวม (ไม่จ้าเพาะกับแหล่งก้าเนิด) คน สุกร และโค ได้แก่ BacUniEP หรือ GenBac3EP, HF183/BFDrevEP, 
Pig-2-BacEP, และ Bac3 ตามล้าดับ จึงท้าการทดสอบประสิทธิภาพ (performance) ของไพรเมอร์ทั้งสี่คู่นี้เปรียบเทียบ
ระหว่างวิธีพีซีอาร์และพีซีอาร์เชิงปริมาณส้าหรับตัวอย่างในลุ่มน้้าท่าจีน ดังแสดงในตาราง 

 

โดยค่าความไว หมายถึง ความสามารถในการตรวจพบในทุกตัวอย่างที่มาจากแหล่งปนเปื้อนนั้นจริงโดยไม่แสดงผลลบ
ลวง ความจ้าเพาะ หมายถึง ความสามารถในการตรวจพบเฉพาะแหล่งก้าเนิดที่ต้องการโดยไม่แสดงผลบวกลวง  อัตรา
การเกิดผลบวก หมายถึง ค่าความมั่นใจในความถูกต้องหากผลการตรวจเป็นบวกซึ่งน้าไปใช้ในการแปลผลการตรวจ
ตัวอย่างน้้าปนเปื้อนได้ อัตราการเกิดผลลบ หมายถึง ค่าความมั่นใจในความถูกต้องหากผลการตรวจเป็นลบซึ่งน้าไปใช้ใน
การแปลผลการตรวจตัวอย่างน้้าปนเปื้อนได้ และ LOD (limit of detection) คือค่าต่้าสุดที่ตรวจวัดได้ด้วยวิธีดังกล่าว 

5. เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพของวิธีพีซีอาร์และพีซีอารเ์ชิงปริมาณพบว่าไม่แตกต่างกันมากนัก (ดังแสดงในข้อ 4) แต่เมื่อ
ค้านวณต้นทุนในการตรวจวัดด้วยวิธีพีซีอาร์และพีซีอาร์เชิงปริมาณพบว่ามีความแตกต่างกัน โดยการตรวจวัดด้วยวิธีพีซี
อาร์ มีต้นทุนประมาณ 1,800 และ 3,400 บาท หากตรวจวัดหนึ่งแหล่งก้าเนิดและสี่แหล่งก้าเนิด ตามล้าดับ หาก
ตรวจวัดด้วยวิธีพีซีอาร์เชิงปริมาณ มีต้นทุน 3,200 และ 6,000 บาทส้าหรับการตรวจวัดหนึ่งแหล่งก้าเนิดและสี่
แหล่งก้าเนิด ตามล้าดับ นอกจากนี้ ต้นทุนคงที่ส้าหรับเครื่องมือวิเคราะห์ของวิธีพีซีอาร์และพีซีอาร์เชิงปริมาณ มีมูลค่า
ประมาณ 710,000 และ 1,335,800 บาท ตามล้าดับ ซึ่งวิธีพีซีอาร์เชิงปริมาณต้องมีค่าใช้จ่ายในการเตรียมกราฟ
มาตรฐานในครั้งแรกเป็นเงินประมาณ 32,000 บาท 

 
วัตถุประสงค์ที่ 3 เพื่อตรวจติดตำมคุณภำพน ้ำในแม่น ้ำท่ำจีนในช่วงเวลำ 1 ปี และบ่งชี แหล่งก้ำเนิดกิจกรรมปนเปื้อน 

ผลการศึกษา 
1. ท้าการตรวจติดตามคุณภาพน้้าจากสถานีตรวจวัดคุณภาพน้้าของส่วนแหล่งน้้าจืด ส้านักจัดการคุณภาพน้้า กรมควบคุม

มลพิษ จ้านวน 12 สถานี ตั้งแต่ปากแม่น้้าท่าจีน จังหวัดสมุทรสาคร ที่ลงสู่อ่าวไทยขึ้นไปถึงสะพานมะขามเฒ่าจังหวัด
ชัยนาท ต้นก้าเนิดแม่น้้าท่าจีนที่แยกออกมาจากแม่น้้าเจ้าพระยา ครอบคลุมคุณภาพแหล่งน้้าประเภทที่ 4 (แหล่งน้้าที่
ได้รับน้้าทิ้งจากกิจกรรมบางประเภท และสามารถเป็นประโยชน์เพื่อ (1) การอุปโภคและบริโภคโดยต้องผ่านการฆ่าเช้ือ
โรคตามปกติและผ่านกระบวนการปรับปรุงคุณภาพน้้าเป็นพิเศษก่อน และ (2) การอุตสาหกรรม) ประเภทท่ี 3 (แหล่งน้้า
ที่ได้รับน้้าทิ้งจากกิจกรรมบางประเภท และสามารถเป็นประโยชน์เพื่อ (1) การอุปโภคและบริโภคโดยต้องผ่านการฆ่าเชื้อ
โรคตามปกติและผ่านกระบวนการปรับปรุงคุณภาพน้้าทั่วไปก่อน และ (2) การเกษตร) และประเภทที่ 2 (แหล่งน้้าที่
ได้รับน้้าทิ้งจากกิจกรรมบางประเภท และสามารถเป็นประโยชน์เพื่อ (1) การอุปโภคและบริโภคโดยต้องผ่านการฆ่าเช้ือ

PCR qPCR PCR qPCR PCR qPCR PCR qPCR PCR qPCR PCR qPCR

แหลง่ก ำเนดิรวม

 (Universal)
100 96 NA* NA* 100 96 100 100 NA* NA* 30 20

น ้ำเสยีชุมชน 84 100 77 80 78 84 46 54 95 100 300 40

สกุร 100 100 98 96 98 97 91 87 100 100 3000 40

โค 70 70 100 94 94 89 100 74 93 93 300 30

LOD (copies/reaction)ชนิด

แหล่งก ำเนิด

ควำมไว (%) Sensitivity ควำมจ ำเพำะ (%) Specificity ควำมถกูต้อง (%)  Accuracy
อตัรำกำรเกิดผลบวก 

Positive predictive value

อตัรำกำรเกิดผลลบ 

Negative predictive 
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โรคตามปกติและผ่านกระบวนการปรับปรุงคุณภาพน้้าทั่วไปก่อน (2) การอนุรักษ์สัตว์น้้า (3) การประมง และ (4) การ
ว่ายน้้าและกีฬาทางน้้า) โดยท้าการวิเคราะห์ตัวอย่างจ้านวน 4 ครั้ง ครอบคลุมฤดูฝน 2 ครั้งและฤดูแล้ง 2 ครั้ง 

2. จากการตรวจวัดพบค่าแบคทีเรียโคลิฟอร์มทั้งหมดเกินมาตรฐานคุณภาพน้้าผิวดินประเภทที่ 2 ในตัวอย่างฤดูฝนครั้งที่
หนึ่งที่สถานี TC25 (ข้างตลาดสามชุก จ.สุพรรณบุรี) และสถานี TC28 (สะพานมะขามเฒ่า จ.ชัยนาท) และค่า
แบคทีเรียฟีคอลโคลิฟอร์ม เกินมาตรฐานคุณภาพน้้าผิวดินประเภทที่ 2 ในตัวอย่างฤดูฝนครั้งที่หนึ่งและสอง ที่สถานี 
TC25 และ TC28 อีกเช่นกัน ในขณะที่สถานี TC01-TC13 ซึ่งจัดอยู่ในแหล่งน้้าประเภทที่ 4 ไม่มีการก้าหนดเกณฑ์
มาตรฐานแต่ตรวจพบค่าโคลฟิอร์มที่สงูมาก นอกจากน้ี ภาพรวมของค่าออกซิเจนละลาย (DO) ต่้ากว่ามาตรฐานทุกสถานี 
โดยนับเป็นสัดส่วน 80 เปอร์เซ็นต์ในตัวอย่างฤดูฝนรวมสองครั้ง และ 50 เปอร์ เซ็นต์ในตัวอย่างฤดูแล้งรวมสองครั้ง 
ภาพรวมค่าความสกปรกในรูปสารอินทรีย์ (BOD) สูงกว่ามาตรฐานทุกสถานี โดยนับเป็นสัดส่วน 50 เปอร์เซ็นต์ใน
ตัวอย่างฤดูฝนรวมสองครั้ง และ 80 เปอร์เซ็นต์ในตัวอย่างฤดูแล้งรวมสองครั้ง 

3. ผลการตรวจวัดกลุ่มแบคทีเรียจากการปนเปื้อนสิ่งปฏิกูลที่ ไม่จ้าเพาะกับแหล่งก้าเนิด (แหล่งก้าเนิดรวม; universal 
marker) พบการปนเปื้อนในทุกสถานีและทุกรอบการเก็บน้้า (ฤดูฝนสองครั้ง ฤดูแล้งสองครั้ง) โดยผลตรงกันทั้งวิธีพีซี
อาร์และพีซีอาร์เชิงปริมาณ ซึ่งแสดงถึงการปนเปื้อนสิ่งปฏิกูลตลอดสายของแม่น้้าท่าจีน เนื่องจากแม่น้้าท่าจีนไม่ได้มีต้น
ก้าเนิดจากพื้นที่ต้นน้้า แต่เป็นสาขาที่ต่อย่อยมาจากแม่น้้าเจ้าพระยาที่ต้าบลมะขามเฒ่า จังหวัดชัยนาท ซึ่งเป็นบริเวณ
แม่น้้าเจ้าพระยาตอนบนท่ีได้รับการประเมินให้มีคุณภาพน้้าระดับพอใช้ติดต่อกันมาอย่างต่อเนื่อง 

4. ผลการตรวจวัดกลุ่มแบคทีเรียที่จ้าเพาะกับน้้าเสียชุมชนด้วยวิธีพีซีอาร์เชิงปริมาณ ตรวจพบในทั้งฤดูฝนและฤดูแล้งที่
สถานีต่อไปนี้ TC07 (ร.ร.บ้านปล่องเหลี่ยม อ.กระทุ่มแบน จ.สมุทรสาคร) TC09 (หน้าวัดเทียนดัด อ.สามพราน จ.
นครปฐม) TC10 (วัดบางช้างเหนือ อ.สามพราน จ.นครปฐม) TC13 (หน้าที่ว่าการ อ.นครชัยศรี จ.นครปฐม) และ TC25 
ในขณะที่ตรวจพบเฉพาะในฤดูฝนที่สถานี TC01 (ปากแม่น้้าท่าจีน จ.สมุทรสาคร) และตรวจพบเฉพาะในฤดูแล้งที่สถานี 
TC04 (วัดศิริมงคล อ.เมือง จ.สมุทรสาคร) และ TC22 (ท้ายเมืองสุพรรณบุรี อ.เมือง จ.สุพรรณบุรี) ซึ่งทุกสถานีเป็น
บริเวณใกล้ชุมชนท้ังสิ้น 

5. ผลการตรวจวัดกลุ่มแบคทีเรียที่จ้าเพาะกับน้้าเสียชุมชนด้วยวิธีพีซีอาร์ ตรวจพบที่จ้านวนสถานีน้อยกว่าเมื่อใช้วิธีพีซีอาร์
เชิงปริมาณ ซึ่งสอดคล้องกับค่าขีดจ้ากัดการวัดของวิธีพีซีอาร์ที่สูงกว่า ซึ่งหมายความว่าวิธีพีซีอาร์จะไม่สามารถตรวจหา
กลุ่มแบคทีเรียที่จ้าเพาะกับน้้าเสียชุมชนได้หากมีระดับการปนเปื้อนที่น้อยเกินไป ในส่วนของค่าที่ตรวจวัดได้ทั้งสองวิธี 
หากผลเป็นบวกจะมีความมั่นใจได้ 42-54 เปอร์เซ็นต์ว่ามีการปนเปื้อนน้้าเสียชุมชนจริง ในขณะที่หากผลเป็นลบจะมั่นใจ
ได้ 95-100 เปอร์เซ็นต์ว่าผลเป็นลบจริง 

6. ผลการตรวจวัดกลุ่มแบคทีเรียที่จ้าเพาะกับมูลสุกรด้วยวิธีพีซีอาร์เชิงปริมาณ ตรวจพบในทั้งฤดูฝนและฤดูแล้งที่สถานี 
TC07, TC09, TC10, และ TC13 ในขณะที่การตรวจด้วยวิธีพีซีอาร์พบในฤดูฝนท่ีสถานี TC07, TC09 และ TC13 และใน
ฤดูแล้งที่สถานี TC07, TC09 และ TC10 โดยจุดปนเปื้อนที่สุดคือ TC07 ซึ่งเป็นขอบของจังหวัดสมุทรสาครที่ติดกับ จ.
นครปฐม ซึ่งมีแนวโน้มการได้รับมลพิษที่พัดพามาจากเหนือน้้าในเขต จ.นครปฐม ในส่วนของค่าที่ตรวจวัดได้ทั้งสองวิธี 
หากผลเป็นบวกจะมีความมั่นใจได้ 87-100 เปอร์เซ็นต์ว่ามีการปนเปื้อนน้้าเสียชุมชนจริง ในขณะที่หากผลเป็นลบจะ
มั่นใจได้ 100 เปอร์เซ็นต์ว่าผลเป็นลบจริง 

7. ผลการตรวจวัดกลุ่มแบคทีเรียที่จ้าเพาะกับมูลโค ตรวจพบในฤดูฝนเท่านั้น โดยพบที่สถานี TC07 TC09 TC10 TC13 
เมื่อตรวจสอบด้วยวิธีพีซีอาร์เชิงปริมาณ และที่สถานี TC07 TC09 TC10 เมื่อทดสอบด้วยวิธีพีซีอาร์ ในส่วนของค่าที่
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ตรวจวัดได้ทั้งสองวิธี หากผลเป็นบวกจะมีความมั่นใจได้ 74-100 เปอร์เซ็นต์ว่ามีการปนเปื้อนน้้าเสียชุมชนจริง ในขณะที่
หากผลเป็นลบจะมั่นใจได้ 93-96 เปอร์เซ็นต์ว่าผลเป็นลบจริง 

8. สรุปค่าพารามิเตอร์ทางชีวภาพ ซึ่งได้แก่ E. coli, Total coliforms, Enterococcus, Fecal coliforms รวมทั้งกลุ่ม
แบคทีเรียที่จ้าเพาะต่อแหล่งก้าเนิด พบว่าไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญระหว่าง 2 ฤดู (P>0.05) ยกเว้นกลุ่ม
แบคทีเรียที่จ้าเพาะต่อสิ่งปฏิกูลจากโคซึ่งพบเฉพาะในฤดูฝน จึงท้าให้แตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญเมื่อเทียบกับฤดูแล้ง 
(P<0.05) ซึ่งบ่งช้ีความเป็นไปได้ว่ามลพิษมูลโคอาจถูกพัดพามากับน้้าท่าในช่วงฤดูฝน 

9. สรุปผลรายสถานี พบว่าค่าแบคทีเรียโคลิฟอร์มทั้งหมดและฟีคอลโคลิฟอร์มที่สูง น่าจะมีสาเหตุมาจากการปนเปื้อนทั้ง
จากมูลสัตว์และน้้าเสียชุมชนในบริเวณสถานี TC07 TC09 TC10 และ TC13 ในขณะที่สถานี TC01 และ TC04 ไม่พบ
การปนเปื้อนจากมูลสัตว์ แต่พบการปนเปื้อนจากน้้าเสียชุมชนซึ่งอาจเป็นสาเหตุหลักที่ท้าให้ค่า coliforms สูง ส้าหรับ
สถานี TC25 ค่า fecal coliforms ที่เกินมาตรฐานได้รับอิทธิพลมากจากการปนเปื้อนน้้าเสียชุมชนบริเวณตลาดสามชุก
ในปริมาณที่สูง อย่างไรก็ตามที่สถานี TC22 และ TC28 ไม่พบการปนเปื้อนจากชุมชน โค หรือสุกร อาจเป็นไปได้ว่าค่า 
fecal coliforms ที่เกินมาตรฐานมีการปนเปื้อนน้้าเสียและสิ่งปฏิกูลจากแหล่งก้าเนิดอื่นๆได้ 

10. แนวทางในการตรวจวัดกลุ่มแบคทีเรียที่บ่งช้ีแหล่งก้าเนิด สามารถท้าด้วยแนวทางเลือกแบบเป็นขั้นตอน (Tier 
approach) เพื่อให้เหมาะสมกับงบประมาณและความรุนแรงของปัญหาในพื้นที่ โดยท้าการกรองตัวอย่างและสกัดดีเอ็น
เอเก็บไว้ที่ตู้แช่ -80 องศาเซลเซียสก่อน จากนั้นรอผลการวิเคราะห์แบคทีเรียกลุ่มมาตรฐาน (วิธี MPN ใช้เวลา 4-7 วัน 
วิธีกรองด้วยเมมเบรนใช้เวลา 1-2 วัน) หากตัวอย่างน้้าพบค่าแบคทีเรียเกินมาตรฐานจึงน้าตัวอย่างดีเอ็นเอมาตรวจ
วิเคราะห์แหล่งก้าเนิดได ้โดยใช้ไพรเมอรแ์หล่งก้าเนิดรวม (Universal) เมื่อต้องการตรวจยืนยันการปนเปื้อนสิ่งปฏิกูลจรงิ 
หรือไพรเมอร์ที่จ้าเพาะกับแหล่งก้าเนิดต่างๆ แล้วแต่พื้นที่บริเวณที่ศึกษา นอกจากนี้ หากต้องการตรวจวัดการปนเปื้อน
ในระดับสูงเท่านั้น ก็สามารถใช้วิธีพีซีอาร์ที่มีต้นทุนและค่าใช้จ่ายถูกกว่าได้  ส้าหรับตัวอย่างที่ไม่ได้รับการตรวจต่อจะมี
ค่าใช้จ่ายในการกรองและสกัดดีเอ็นเออยู่ท่ี 1,300 บาทต่อตัวอย่าง 

 
 
วัตถุประสงค์ที่ 4 เพื่อจัดท้ำคู่มือปฏิบัติกำรตรวจสอบแหล่งที่มำของกำรปนเปื้อนแบคทีเรียในแหล่งน ้ำผิวดิน และจัดท้ำ
ข้อเสนอแนะเชิงนโยบำย (Policy brief) 

ผลการศึกษา 
1. คู่มือปฏิบัติการตรวจสอบแหล่งท่ีมาของการปนเปื้อนแบคทีเรียในแหล่งน้้าผิวดิน ประกอบด้วย 

a. มาตรฐานการวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการ (Standard Operating Procedures) 
b. ขั้นตอนทางเลือกในการตรวจวัด (tier approach) เพื่อให้เหมาะสมกับงบประมาณและความรุนแรงของปัญหา

ในพื้นที่น้ันๆ 
c. กรณีศึกษาการตรวจติดตามคุณภาพน้้าในแม่น้้าท่าจีนด้วยกลุ่มแบคทีเรียที่เช่ือมโยงกับแหล่งก้าเนิด 

2. ข้อเสนอแนะเชิงนโยบาย (Policy brief) 
 
 โดยสรุปแล้ว โครงการวิจัยนี้เป็นโครงการที่น้าความรู้ในทางวิทยาศาสตร์เพื่อพัฒนาวิธีตรวจวัดกลุ่มแบคทีเรียที่เชื่อมโยง
กับแหล่งก้าเนิดมาบูรณาการกับการวิเคราะห์ข้อมูล เพื่อก้าหนดแนวทางการผลักดันไปสู่การใช้ประโยชน์เชิงนโยบาย นอกจากนี้  
นอกเหนือจากประโยชน์ด้านการจ้าแนกแหล่งปล่อยมลพิษแล้ว  การทราบแหล่งก้าเนิดมลพิษสามารถน้าไปเป็นข้อมูลประกอบการ
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ค้านวณความเสี่ยงต่อสุขภาพได้ด้วย เนื่องจากสิ่งปฏิกูลหรือมูลสัตว์ที่ปนเปื้อนลงสู่แหล่งน้้ามีโอกาสที่จะน้าพาเช้ือจุลินทรีย์ก่อโรค
ลงสู่แหล่งน้้านั้นๆด้วย โดยโอกาสการปนเปื้อนชนิดและปริมาณของเช้ือก่อโรคก็แตกต่างกันไปขึ้นกับประเภทแหล่งก้าเนิด ดังนั้น 
จึงเป็นการเน้นย้้าความส้าคัญและความจ้าเป็นอย่างเร่งด่วนของการตรวจติดตามคุณภาพน้้าด้วยกลุ่มแบคทีเรียที่จ้าเพาะต่อ
แหล่งก้าเนิด เพื่อน้ามาแก้ไขปัญหามลพิษของประเทศไทยอย่างมีประสิทธิภาพได้ 
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บทคัดย่อ 
 แหล่งน้้าจืดในประเทศไทย ประสบปัญหาความเสื่อมโทรมของคุณภาพน้้ามาอย่างต่อเนื่อง การแก้ไขปัญหามลพิษทางน้้า
มีความจ้าเป็นเร่งด่วนที่จะต้องระบุกิจกรรมที่ก่อให้เกิดปัญหาหลักได้ตามสัดส่วนการปล่อยมลพิษที่แท้จริง เพื่อน้าไปสู่การจัดการ
มลพิษที่แหล่งก้าเนิดได้อย่างมีประสิทธิภาพ โครงการวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์หลัก คือ เพื่อให้ได้แนวทางการน้ากลุ่มแบคทีเรียที่
เชื่อมโยงกับแหล่งก้าเนิดมลพิษเฉพาะกิจกรรมมาสนับสนุนการตรวจวัดกลุ่มพารามิเตอร์แบคทีเรียในมาตรฐานคุณภาพน้้าผิวดิน 
โครงการวิจัยมีระยะเวลา 2 ปี ประกอบด้วยวัตถุประสงค์ย่อย ได้แก่ 1) การรวบรวมข้อมูลสรุปสถานการณ์มลพิษทางน้้าและความ
จ้าเป็นของการจ้าแนกแหล่งก้าเนิดมลพิษในบริบทของประเทศไทย 2) การพัฒนาเทคนิคการตรวจวัดกลุ่มแบคทีเรียแบคทีรอยดีส
เพื่อระบุการปนเปื้อนมลพิษสิ่งปฏิกูลจากชุมชน สุกร โค และสิ่งปฏิกูลรวมทุกแหลง่ก้าเนิด ด้วยวิธีพีซีอาร์และพีซีอาร์เชิงปริมาณ 3) 
การตรวจติดตามคุณภาพน้้าในแม่น้้าท่าจีนในช่วงระยะเวลา 1 ปีและบ่งช้ีแหล่งก้าเนิดกิจกรรมปนเปื้อน และ 4) การจัดท้าคู่มือ
ปฏิบัติการตรวจสอบแหล่งที่มาของการปนเปื้อนแบคทีเรียในแหล่งน้้าผิวดิน และจัดท้าข้อเสนอแนะเชิงนโยบาย (Policy brief) 
โดยสรุปแล้วโครงการวิจัยนี้เป็นโครงการที่น้าความรู้ในทางวิทยาศาสตร์เพื่อพัฒนาวิธีตรวจวัดกลุ่มแบคทีเรียที่เช่ือมโยงกับ
แหล่งก้าเนิดมาบูรณาการกับการวิเคราะห์ข้อมูล เพื่อก้าหนดแนวทางการผลักดันไปสู่การใช้ประโยชน์เชิงสาธารณะและเชิง
นโยบายต่อไป  

ค้าส้าคัญ ดัชนีช้ีวัด การตรวจระบุแหล่งก้าเนิดมลพิษด้วยจุลินทรีย์ การตรวจติดตามคุณภาพน้้า 
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Abstract 
 Surface water quality in Thailand has been deteriorating. Identification of pollution sources is needed 
for better water quality management. The ultimate goal of this study was to develop a guideline for microbial 
source tracking to support bacterial parameters of the Thailand Surface Water Quality Standard. The 
objectives of this 2-year research project were 1) to collect information regarding polluted water situations in 
Thailand and the needs for microbial source tracking, 2) to develop microbial source tracking techniques using 
Bacteroidales for identification of human sewage-, swine-, and cattle-specific and universal fecal pollution 
using PCR and real-time PCR, 3) to monitor water quality parameters and microbial source trackers in Tha Chin 
river for 1 year, and 4) to develop a microbial source tracking laboratory guideline and a policy brief. Overall, 
this project has developed scientific methods and translated to a guideline and a policy brief for future public 
and policy uses.  

Keywords: indicator, microbial source tracking, water quality monitoring 
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3.7 บทวิเคราะห์และทางเลือกในการวิเคราะห์ที่น าเสนอแบบเป็นข้ันตอน (tier approach)  69 
     เพื่อให้เหมาะสมกับงบประมาณและความรุนแรงของปัญหาในพ้ืนท่ีนั้นๆ 

บทที่ 4 สรุปผลการวิจัย           71 
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สารบัญ (ต่อ) 
 
เรื่อง            หน้า 

เอกสารอ้างอิง           76 
ภาคผนวก ก.  รายงานสรุปสถานการณ์มลพิษทางน้ าและความจ าเป็นของการจ าแนกแหล่งก าเนิดมลพิษ  81 

ของประเทศไทย 
ภาคผนวก ข.  มาตรฐานการปฏิบัติงานวิธีพีซีอาร์ส าหรับตรวจวิเคราะห์แบคทีเรียที่เช่ือมโยงแหล่งก าเนิด  95 

มลพิษเฉพาะกิจกรรมได้ 
ภาคผนวก ข1.  การเก็บตัวอย่างมูลสัตว์        96  
ภาคผนวก ข2.  การเก็บตัวอย่างน้ า         98 
ภาคผนวก ข3.  การสกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างมูลสัตว์       99  
ภาคผนวก ข4.  การสกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างน้ าเสียอาคาร      101 
ภาคผนวก ข5.  เทคนิคพีซีอาร์ส าหรับการตรวจวัดแหล่งก าเนิดมลพิษจากสิ่งปฏิกูลทั่วไปคู่ท่ี 1    104 

(BacUni 520f/BacUni 690r1) 
ภาคผนวก ข6.  เทคนิคพีซีอาร์ส าหรับการตรวจวัดแหล่งก าเนิดมลพิษจากสิ่งปฏิกูลทั่วไปคู่ท่ี 2   107 

(GenBactF3/GenBactR4) 
ภาคผนวก ข7. เทคนิคพีซีอาร์ส าหรับการตรวจวัดแหล่งก าเนิดมลพิษจากสิ่งปฏิกูลทั่วไปคู่ท่ี 3   110 

(Bac32F/Bac708R) 
ภาคผนวก ข8.  เทคนิคพีซีอาร์ส าหรับการตรวจวัดแหล่งก าเนิดมลพิษจากชุมชน (HF183/BFDrev)  113 
ภาคผนวก ข9.  เทคนิคพีซีอาร์ส าหรับการตรวจวัดแหล่งก าเนิดมลพิษจากสุกร    116 

(Pig-2-Bac41F/Pig-2-Bac163Rm) 
ภาคผนวก ข10. เทคนิคพีซีอาร์ส าหรับการตรวจวัดแหล่งก าเนิดมลพิษจากโค (Bac3F/Bac3R)   119 
ภาคผนวก ข.11. การสร้างกราฟมาตรฐานส าหรับวัดปริมาณความเข้มข้นของแบคทีเรียเป้าหมายในแหล่งก าเนิดต่างๆ 122 

ด้วยวิธพีีซีอาร์เชิงปริมาณ 
ภาคผนวก ข.12. เทคนิคพีซีอาร์เชิงปริมาณส าหรับการตรวจวัดกลุ่มแบคทีเรียจ าแนกแหล่งก าเนิดต่างๆ   125 

ส าหรับตัวอย่างมูลสัตว์และน้ าเสีย 
ภาคผนวก ข.13.  การเก็บตัวอย่างน้ าผิวดิน        127 
ภาคผนวก ข.14. การสกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างน้ าผิวดิน       128 
ภาคผนวก ข.15. เทคนิคพีซีอาร์เชิงปริมาณส าหรับการตรวจวัดกลุ่มแบคทีเรียจ าแนกแหล่งก าเนิดต่างๆ   131 

ส าหรับตัวอย่างน้ าผิวดิน 
ภาคผนวก ข.16. เทคนิคพีซีอาร์ส าหรับการตรวจวัดกลุ่มแบคทีเรียจ าแนกแหล่งก าเนิดต่างๆ ส าหรับตัวอย่างน้ าผิวดิน 133 
ภาคผนวก ข17.  ตัวอย่างควบคุมเชิงบวกและควบคุมเชิงลบในวิธีพีซีอาร์และพีซีอาร์เชิงปริมาณ   136 
ภาคผนวก ค.  ตารางรายละเอียดตัวอย่างน้ าเสียอาคารและมูลสัตว์     137 
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สารบัญ (ต่อ) 
 
เรื่อง            หน้า 
ภาคผนวก ง.  ข้อมูลการใช้ไพรเมอร์ในงานวิจัยอ่ืนๆ       142  
ภาคผนวก จ.  ภาพกิจกรรมแสดงความเชื่อมโยงกับผู้เช่ียวชาญภายนอก      150
ภาคผนวก ฉ.  การสร้างความตระหนักเรื่องความจ าเป็นของการจ าแนกแหล่งก าเนดิมลพิษ    153 

ต่อประเทศเพื่อนบ้าน 
ภาคผนวก ช.  บทความวิชาการ Pornjira Somnark, Natcha Chyerochana, Skorn Mongkolsuk,   155 

and Kwanrawee Sirikanchana (2018) Performance evaluation of Bacteroidales  
genetic markers for human and animal microbial source tracking in  
tropical agricultural watersheds. Environmental Pollution. 236C, 100-110.  
(impact factor 5.099) 

ภาคผนวก ซ.  บทความวิชาการ Pornjira Somnark, Natcha Chyerochana, Akechai Kongprajug,   167 
Skorn Mongkolsuk, and Kwanrawee Sirikanchana (2018) PCR data and comparative  

  performance of Bacteroidales microbial source tracking genetic markers 
ภาคผนวก ฌ.  รายงานสรุปงานเสวนา “Thailand 4.0 กับนวัตกรรมการจัดการแหล่งก าเนิดมลพิษ   182  

non-point sources” 
ภาคผนวก ฌ1. รายชื่อผู้เข้าร่วมงานเสวนาฯ และอีเมลติดต่อ     215 
ภาคผนวก ฌ2. เอกสารน าเสนอที่ 1 “มลพิษ non-point sources: ความท้าทายจากอดีตถึงปัจจุบัน” 220 

โดย ดร.ขวัญรวี สิริกาญจน นักวิจัยช านาญการ สถาบันวิจัยจุฬาภรณ์ หัวหน้าโครงการ 
ภาคผนวก ฌ3. เอกสารน าเสนอที่ 2 “นวัตกรรมการระบุแหล่งปล่อยมลพิษ ด้วย Microbial   229 

Source Tracking (MST)” โดย ดร.ขวัญรวี สิริกาญจน และ ดร.ปิณิดา ลีลพนัง ก าแพงทอง  
นักวิชาการสิ่งแวดล้อมช านาญการ ส่วนแหล่งน้ าจืด กรมควบคุมมลพิษ, คณะผู้วิจัย 

ภาคผนวก ฌ4. ประมวลภาพบรรยากาศงานเสวนาฯ      243 
ภาคผนวก ญ  ตารางเปรียบเทียบวัตถุประสงค์และแผนการด าเนินงานพร้อมทั้งขั้นตอนตลอดแผนการวิจัย 254 
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สารบัญตาราง 
 
เรื่อง            หน้า 

ตารางที่ 1  จ านวนตัวอย่างของแหล่งก าเนิดเป้าหมายและแหล่งก าเนิดที่ไม่ใช่เป้าหมายจากลุ่มน้ าท่าจีน  10  
ตารางที่ 2  จ านวนตัวอย่างของแหล่งก าเนิดเป้าหมายและแหล่งก าเนิดที่ไม่ใช่เป้าหมายจากลุ่มน้ าเจ้าพระยา 10 
ตารางที่ 3  รายละเอียดไพรเมอร์ที่ใช้ทดสอบตัวอย่างน้ าเสียชุมชนและมูลสัตว์    13 
ตารางที่ 4 รายละเอียดไพรเมอร์ที่ใช้ทดสอบตัวอย่างน้ าเสียชุมชนและมูลสัตว์ด้วยวิธีพีซีอาร์เชิงปริมาณ  17 
ตารางที่ 5  รายละเอียดต าแหน่งสถานีเก็บตัวอย่างน้ าในแม่น้ าท่าจีน     22 
ตารางที่ 6 แผนความถี่และสถานีในการเก็บตัวอย่างน้ า       24 
ตารางที่ 7  พารามิเตอร์คุณภาพน้ าท่ีท าการวิเคราะห์ วิธีเก็บตัวอย่างน้ า และวิธีวิเคราะห์   25 
ตารางที่ 8  จังหวัดในลุ่มน้ าท่าจีน (สถาบันสารสนเทศทรัพยากรน้ าและการเกษตร (องค์การมหาชน) 2555) 27 
ตารางที่ 9  ข้อมูลประชากรรายจังหวัดในปี 2558 (ส านักงานสถิติแห่งชาติ 2559)    29 
ตารางที่ 10  ข้อมูลปศุสัตว์รายจังหวัดในปี 2558 (กรมปศุสัตว์ 2559)     29 
ตารางที่ 11  จ านวนตัวอย่างที่วางแผนเก็บโดยแยกตามจังหวัด       30 
ตารางที่ 12 สรุปจ านวนตัวอย่างมูลสัตว์และน้ าเสียชุมชนรายจังหวัด     30 
ตารางที่ 13 ผลการตรวจวัดตัวอย่างน้ าเสียชุมชนและมูลสัตว์ ด้วยไพรเมอร์ที่จ าเพาะกับแหล่งก าเนิดชนิดต่างๆ  32 

ด้วยวิธีพีซีอาร์ 
ตารางที่ 14 สรุปคู่ไพรเมอร์ที่ดีที่สุดส าหรับแหล่งก าเนิดชนิดต่างๆ และค่าพารามิเตอร์ที่ใช้ประเมินคู่ไพรเมอร์ 34 
ตารางที่ 15  พารามิเตอร์ที่เกี่ยวข้องกับกราฟมาตรฐานของไพรเมอร์คู่ต่างๆ      36 
ตารางที่ 16    ตารางแสดงค่าสถิติเชิงพรรณนาปริมาณ gene copies ในแต่ละไพรเมอร์ที่ตรวจพบในมูลสัตว์  38 
 แต่ละชนิด และค่า  adjusted p-value  จากการทดสอบด้วย generalize wilcoxon test  
  (nondetects analysis) 
ตารางที่ 17 การประเมินประสิทธิภาพไพรเมอร์ด้วยวิธีพีซีอาร์เชิงปริมาณของตัวอย่างในลุ่มน้ าท่าจีน  41 
ตารางที่ 18 การประเมินประสิทธิภาพไพรเมอร์ด้วยวิธีพีซีอาร์เชิงปริมาณของตัวอย่างในลุ่มน้ าเจ้าพระยา  42 
ตารางที่ 19 พารามิเตอร์ที่เกี่ยวข้องกับการประเมินประสิทธิภาพและความเหมาะสมของเทคนิคพีซีอาร์  45 

และพีซีอาร์เชิงปริมาณ ของตัวอย่างมูลสัตว์และน้ าเสียจากลุ่มน้ าท่าจีน 
ตารางที่ 20  ราคาต้นทุนของเทคนิคพีซีอาร์และพีซีอาร์เชิงปริมาณ      46 
ตารางที่ 21 ปริมาณน้ าฝนรายชั่วโมงสะสมหนึ่งวันก่อนวันเก็บตัวอย่าง (มิลลิเมตร)    49 
ตารางที่ 22  ปริมาณน้ าฝนรายชั่วโมงสะสมห้าวันก่อนวันเก็บตัวอย่าง (มิลลิเมตร)    49 
ตารางที่ 23 ผลการวิเคราะห์กลุ่มแบคทีเรียด้วยวิธีพีซีอาร์ที่จ าเพาะต่อแหล่งก าเนิดรวม ชุมชน สุกร และโค  54 

จากตัวอย่างน้ าฤดูฝนและฤดูแล้งทั้ง 4 รอบการเก็บตัวอย่าง 
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สารบัญตาราง (ต่อ) 
 
เรื่อง            หน้า 

ตารางที ่24 ความสัมพันธ์ของพารามิเตอร์ทางกายภาพ เคมีและชีววิทยาทั้งฤดูฝนและฤดูแล้ง    66 
 ตัวเลขแสดงค่าสัมประสิทธ์สหสัมพันธ์ (Kendall's Tau correlation coefficient) (*)  
 แสดงค่าความสัมพันธ์อย่างมีนัยส าคัญ *** p<0.001, **p<0.01, *p<0.5 
ตารางที่ 25 ค่าใช้จ่ายที่เกี่ยวข้องส าหรับการวิเคราะห์กลุ่มแบคทีเรียที่จ าเพาะกับแหล่งก าเนิดแบบเป็นขั้นตอน 70 
ตารางที่ ก1 ดัชนีคุณภาพน้ าที่ก าหนดในมาตรฐานคุณภาพน้ าในแหล่งน้ าผิวดิน    83 
ตารางที่ ก2  ดัชนีคุณภาพน้ าในมาตรฐานคุณภาพน้ าทะเล       86 
ตารางที่ ก3  ดัชนีคุณภาพน้ าด้านจลุชีววิทยาในมาตรฐานผลติภณัฑ์อุตสาหกรรมน้ าบริโภค    90 
  (กระทรวงอุตสาหกรรม 2521) 
ตารางที่ ก4  ดัชนีคุณภาพน้ าทางบักเตรีในมาตรฐานน้ าดื่มในภาชนะบรรจุที่ปิดสนิท (กระทรวงสาธารณสุข 2524) 91 
ตารางที่ ก5  ดัชนีคุณภาพน้ าทางบักเตรีในมาตรฐานน้ าบาดาลเพื่อการบริโภค      91 

(กระทรวงทรัพยากรธรรมชาติและสิ่งแวดล้อม 2552)            
ตารางที่ ญ1   กิจกรรมที่ด าเนินการในหกเดือนแรกเพื่อให้บรรลุวัตถุประสงค์ของการวิจัย    255 
ตารางที่ ญ2   กิจกรรมที่ด าเนินการในรอบหกเดือนที่สองเพื่อให้บรรลุวัตถุประสงค์ของการวิจัย   257 
ตารางที่ ญ3  กิจกรรมที่ด าเนินการในรอบหกเดือนที่สามเพื่อให้บรรลุวัตถุประสงค์ของการวิจัย   259 
ตารางที่ ญ4  กิจกรรมที่ด าเนินการในรอบหกเดือนสุดท้ายเพื่อให้บรรลุวัตถุประสงค์ของการวิจัย   260 
ตารางที่ ญ5  ผลที่ได้จากโครงการในหกเดือนแรก        262 
ตารางที่ ญ6  ผลที่ได้จากโครงการในรอบหกเดือนที่สอง       263 
ตารางที่ ญ7  ผลที่ได้จากโครงการในรอบหกเดือนที่สาม       263 
ตารางที่ ญ8  ผลที่ได้จากโครงการในรอบหกเดือนสุดท้าย       264 
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สารบัญรูป 
 
เรื่อง            หน้า 

รูปที ่1 ล าดับนิวคลีโอไทด์ของดีเอ็นเอต้นแบบท่ีถูกสังเคราะห์เพื่อใช้ในการสร้างกราฟมาตรฐานและ  17 
ต าแหน่งไพรเมอร์และโพรบท่ีใช้ในการทดสอบ 

รูปที่ 2  ต าแหน่งสถานีเก็บตัวอย่างน้ าในแม่น้ าท่าจีน       23 
รูปที่ 3 ความเข้มข้นของโคลิฟอร์มทั้งหมดที่ตรวจวัดได้ จากข้อมูลกรมควบคุมมลพิษ    23 
 ในฤดูฝน (a) และฤดูแล้ง (b)  
รูปที่ 4 แผนผังแสดงการเก็บตัวอย่างน้ าเพื่อวัดพารามิเตอร์คุณภาพน้ าต่างๆ     25 
รูปที่ 5  แผนที่ลุ่มน้ าท่าจีน (สถาบันสารสนเทศทรัพยากรน้ าและการเกษตร (องค์การมหาชน) 2555)  28 
รูปที่ 6 แผนที่แสดงจุดเก็บตัวอย่างน้ าเสียชุมชนและมูลสัตว์      31 
รูปที่ 7 กราฟมาตรฐานของไพรเมอร์ที่จ าเพาะกับสุกร (a) น้ าเสยีชุมชน (b) โค (c) รวมทุกแหล่งก าเนดิ (d)  35 
 และไก่ (e) ความแตกต่างทางสถติขิองเส้นความชันท้ัง 4 เส้น เมื่อทดสอบด้วย  
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บทท่ี 1 บทน ำ 

 

1.1 ควำมเป็นมำและควำมส ำคญัของเร่ือง   

แหล่งน ้ำจืดในประเทศไทย ประสบปัญหำควำมเสื่อมโทรมของคุณภำพน ้ำมำอย่ำงต่อเนื่อง เนื่องจำกกำรเติบโตของ
ชุมชนเมือง กำรขยำยตัวของภำคอุตสำหกรรม และกำรเพิ่มผลผลิตทำงกำรเกษตร โดยกำรติดตำมตรวจสอบคุณภำพน ้ำใน
แหล่งน ้ำทั่วประเทศ ปี พ.ศ. 2557 พบว่ำ ร้อยละ 22 มีคุณภำพน ้ำอยู่ในเกณฑ์เสื่อมโทรม โดยพำรำมิเตอร์คุณภำพน ้ำที่มี
ปัญหำ ได้แก่ ค่ำออกซิเจนละลำยน ้ำ (DO) ควำมสกปรกในรูปสำรอินทรีย์ (BOD) ปริมำณแบคทีเรียกลุ่มฟีคอลโคลิฟอร์มและ
โคลิฟอร์มทั งหมด (FCB,TCB) และแอมโมเนียในรูปไนโตรเจน (NO3-N) (กรมควบคุมมลพิษ 2558) โดยพำรำมิเตอร์คุณภำพ
น ้ำเหล่ำนี  แสดงถึงภำพรวมของสถำนกำรณ์คุณภำพน ้ำจำกแหล่งก้ำเนิดมลพิษที่ทรำบจุดแน่นอน (point sources) และ
แหล่งก้ำเนิดมลพิษที่ไม่ทรำบจุดแน่นอน (non-point sources) แต่ยังไม่สำมำรถระบุที่มำของแหล่งก้ำเนิดมลพิษที่แม่นย้ำรำย
กิจกรรมได้  

FCB และ TCB เป็นดัชนีที่ใช้บ่งชี คุณภำพน ้ำทำงชีววิทยำ โดยบ่งบอกถึงกำรปนเปื้อนสิ่งปฏิกูล (fecal indicator)
ได้แก่ อุจจำระและของเสียจำกมนุษย์และสัตว์ ซึ่งบ่งชี ได้ว่ำน ้ำนั นอำจมีกำรปนเปื้อนจำกเชื อก่อโรคที่มำจำกสิ่งปฏิกูลและ
ส่งผลต่อสุขภำพสำธำรณะ (public health) แบคทีเรียกลุ่มโคลิฟอร์มทั งหมด หรือ TCB (total coliform bacteria) หมำยถึง 
แบคทีเรียแกรมลบ ที่ไม่สำมำรถสร้ำงสปอร์ได้ ไม่มีเอนไซม์ออกซิเดส เจริญเติบโตได้ดีในสภำวะที่ไม่มีอำกำศแต่สำมำรถเจริญ
ได้ในสภำวะที่มีอำกำศก็ได้ (facultative anaerobe) สำมำรถหมักแลคโตสโดยใช้เอนไซม์เบต้ำกำแลคโตซิเดสให้ไปเป็นกรด
และแก๊สภำยใน 24-48 ช่ัวโมงที่อุณหภูมิ 36±2 องศำเซลเซียส TCB เองยังไม่ถือว่ำเป็นกลุ่มแบคทีเรียที่บ่งชี กำรปนเปื้อนสิ่ง
ปฏิกูลได้ดีพอ ส้ำหรับแบคทีเรียกลุ่มโคลิฟอร์มที่ทนอุณหภูมิสูงได้ (thermotolerant coliforms) หรือเรียกว่ำ fecal 
coliforms (FCB) คือกลุ่มแบคทีเรียโคลิฟอร์มที่สำมำรถย่อยแลคโตสไปเป็นกรดและแก๊สได้ที่อุณหภูมิ 44.5± 0.2 องศำ
เซลเซียส ภำยใน 24±2 ช่ัวโมง โดยเป็นกลุ่มแบคทีเรยีที่บ่งชี ว่ำน ้ำนั นมีกำรปนเปื้อนสิ่งปฏิกูล (fecal pollution) (Ashbolt et 
al., 2001) มำตรฐำนคุณภำพน ้ำในแหล่งน ้ำผิวดินของประเทศไทย ฉบับปัจจุบัน (พ.ศ. 2537) ได้ก้ำหนดค่ำ TCB ที่ 5,000 
และ 20,000 เอ็มพีเอ็นต่อ 100 มล. และก้ำหนดค่ำ FCB ที่ 1,000 และ 4,000 เอ็มพีเอ็นต่อ 100 มล. ส้ำหรับแหล่งน ้ำ
ประเภทท่ี 2 และ 3 ตำมล้ำดับ (ประกำศคณะกรรมกำรสิ่งแวดล้อมแห่งชำติ ฉบับท่ี 8)โดยค่ำที่ก้ำหนดนี เป็นค่ำเปอร์เซ็นไทล์ที่ 
80 จำกจ้ำนวนตัวอย่ำงน ้ำทั งหมดที่เก็บมำตรวจสอบอย่ำงต่อเนื่อง โดยแหล่งน ้ำผิวดินประเภทที่ 2 ได้แก่ แหล่งน ้ำที่ได้รับน ้ำ
ทิ งจำกกิจกรรมบำงประเภท และสำมำรถเป็นประโยชน์เพื่อ (1) กำรอุปโภคและบริโภคโดยต้องผ่ำนกำรฆ่ำเชื อโรคตำมปกติ
และผ่ำนกระบวนกำรปรับปรุงคุณภำพน ้ำทั่วไปก่อน (2) กำรอนุรักษ์สัตว์น ้ำ (3) กำรประมง และ (4) กำรว่ำยน ้ำและกีฬำทำง
น ้ำ ส่วนแหล่งน ้ำผิวดินประเภทท่ี 3 ได้แก่ แหล่งน ้ำที่ได้รับน ้ำทิ งจำกกิจกรรมบำงประเภท และสำมำรถเป็นประโยชน์เพื่อ (1) 
กำรอุปโภคและบริโภคโดยต้องผ่ำนกำรฆ่ำเชื อโรคตำมปกติและผ่ำนกระบวนกำรปรับปรุงคุณภำพน ้ำทั่วไปก่อน  และ (2) 
กำรเกษตร กำรวิเครำะห์ค่ำ TCB และ FCB ก้ำหนดให้ใช้วิธี Multiple tube fermentation technique ซึ่งให้อ้ำงอิงตำม 
Standard Methods for Examination of Water and Wastewater (Eaton et al., 2005) หลักกำรวิเครำะห์โดยย่อ คือ 
ทดสอบแบคทีเรียที่ย่อยแลคโตสได้ที่อุณหภูมิ 35±0.5 องศำเซลเซียส ให้เป็นกรดและแก๊ส และถ่ำยเชื อหรือของเหลวบำงส่วน
จำกอำหำรเลี ยงเชื อท่ีเกิดแก๊สลงในอำหำรเลี ยงเชื อ Brilliant-Green lactose bile broth (BGLB) ท้ำกำรเพำะเชื อที่อุณหภูมิ 
36±2 องศำเซลเซียส และอำหำรเลี ยงเชื อ EC medium ที่อุณหภูมิ 44.5±0.2 องศำเซลเซียส ซึ่งแก๊สที่เกิดในหลอดของ
อำหำร BGLP แสดงว่ำมำจำกTCB และแก๊สที่เกิดในหลอดของอำหำร EC medium แสดงว่ำมำจำก FCB จำกนั นน้ำจ้ำนวน
หลอดที่เกิดแก๊ส เทียบหำค่ำเอ็นพีเอ็นได้จำกตำรำงดัชนีเอ็มพีเอ็น ในปัจจุบัน พำรำมิเตอร์ที่แนะน้ำส้ำหรับตรวจวัดคุณภำพน ้ำ
ผิวดินของสหรัฐอเมริกำและยุโรป คือ แบคทีเรียอีโคไล และเอ็นเทอโรคอคคัส (European Union, 2006; United States 
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Environmental Protection Agency, 2012) เนื่องจำกเป็นกลุ่มแบคทีเรียที่ใช้บ่งชี กำรปนเปื้อนสิ่งปฏิกูล (fecal pollution) 
จำกสัตว์เลือดอุ่นได้และให้ผลแม่นย้ำกว่ำ TCB และ FCB แม้ว่ำ  TCB และ FCB ยังคงเป็นพำรำมิเตอร์คุณภำพน ้ำผิวดินใน
บำงพื นท่ี เช่น รัฐมินเนโซตำ รัฐฟลอริดำ เป็นต้น อย่ำงไรก็ตำม ปัญหำกำรปนเปื้อนแบคทีเรีย FCB และ TCB ยังมีข้อถกเถียง
ของแหล่งที่มำว่ำ มำจำกน ้ำเสียชุมชนท่ีไม่ได้รับกำรบ้ำบัด น ้ำเสียของปศุสัตว์ หรือเป็นเพียงแบคทีเรียที่เกิดขึ นตำมธรรมชำติ 
ส่งผลถึงกำรจัดกำรคุณภำพน ้ำและกำรแก้ไขปัญหำมลพิษทำงน ้ำไม่สำมำรถระบุกิจกรรมที่ก่อให้เกิดปัญหำหลักได้ตำมสัดส่วน
กำรปล่อยมลพิษที่แท้จริง  

กำรน้ำแบคทีเรียมำใช้จ้ำแนกแหล่งก้ำเนิดมลพิษรำยกิจกรรม หรือ microbial source tracking (MST) เป็น
กำรศึกษำควำมจ้ำเพำะของแบคทีเรียที่อำศัยในล้ำไส้คนและสัตว์ชนิดต่ำงๆ เช่น สุกร โค ไก่ แพะ แกะ เป็นต้น (Field and 
Samadpour, 2007; Han Tran et al., 2015; Sargent et al., 2011) กล่ำวคือ กำรตรวจเจอแบคทีเรียชนิดนี ในตัวอย่ำงน ้ำ
จะบ่งชี ได้ว่ำน ้ำนั นมีกำรปนเปื้อนสิ่งปฏิกูลจำกสัตว์ประเภทนี   กำรศึกษำควำมจ้ำเพำะของแบคทีเรียต่อคนหรือสัตว์ชนิดต่ำงๆ 
อำจท้ำได้ในระดับ bacterial orders, หรือ species, หรือลงไปถึงระดับ strains โดยแบคทีเรียกลุ่มที่มีกำรศึกษำกัน
แพร่หลำย ได้แก่กลุ่ม  Bacteroidales, Bifidobacterium, Enterococcus เป็นต้น (Harwood et al., 2014) อย่ำงไรก็ตำม 
ประเทศสหรำชอำณำจักร ซึ่งประสบควำมส้ำเรจ็ในกำรน้ำเทคนิค MST มำก้ำหนดนโยบำยกำรจัดกำรมลพิษในแหล่งน ้ำ ได้ท้ำ
กำรวิเครำะห์และพบว่ำกำรตรวจวัด Bacteroidales มีควำมเหมำะสมมำกที่สุด (Environment Agency, 2008) โดยข้อดี
ของกำรตรวจวัด Bacteroidales คือ เนื่องจำกเป็นกลุ่มแบคทีเรียที่ไม่ใช้อำกำศ (anaerobic bacteria) จึงไม่พบปัญหำกำร
เพิ่มจ้ำนวนในแหล่งน ้ำ (regrowth) กำรตรวจวัดเชื อ Bacteroidales นิยมใช้วิธีตรวจวัดทำงดีเอ็นเอ ซึ่งได้แก่เทคนิคพีซีอำร์ 
(PCR) และพีซีอำร์เชิงปริมำณ (quantitative PCR or real-time PCR) เนื่องจำกหลีกเลี่ยงควำมยุ่งยำกในกำรเพำะเชื อด้วย
สภำพไร้อำกำศในห้องปฏิบัติกำร  

เทคนิคพีซีอำร์เป็นวิธีทำงชีวโมเลกุลที่ใช้ตรวจหำดีเอ็นเอเป้ำหมำย (target DNA) โดยใช้กำรเพิ่มจ้ำนวนดีเอ็นเอส่วน
ที่ต้องกำร ด้วยกำรจับกับไพรเมอร์ที่มีควำมจ้ำเพำะกับดีเอ็นเอเป้ำหมำยนั น ไพรเมอร์ คือ ล้ำดับเบสนิวคลีโอไทด์ขนำดสั นๆ 
ประมำณ 18-25 เบส ท่ีสำมำรถจับกับส่วนปลำยของดีเอ็นเอเป้ำหมำยได้ด้วยกำรใช้เบสคู่สมกับดีเอ็นเอส่วนปลำยนั น ดังนั น 
ในปฏิกิริยำพีซีอำร์ จึงต้องใช้ไพรเมอร์จ้ำนวน 2 เส้น เรียกว่ำ forward primer และ reverse primer ปฏิกิริยำพีซีอำร์ 
ประกอบด้วย 3 ขั นตอน เป็นลักษณะวนต่อเนื่องซ ้ำกันไปหลำยๆรอบ (cycles) โดยใน 1 รอบประกอบด้วย ขั นตอนที่ 1 คือ 
denaturation เป็นกำรเพิ่มอุณหภูมิเพื่อแยกสำยคู่ของดีเอ็นเอต้นแบบให้เป็นสำยเดี่ยว ขั นตอนท่ี 2 คือ annealing เป็นกำร
ลดอุณหภูมิเพื่อให้ไพรเมอร์มำจับกับส่วนปลำยของดีเอ็นเอส่วนที่ต้องกำร และขั นตอนที่ 3 คือ primer extension เป็น
ขั นตอนกำรสร้ำงสำยดีเอ็นเอสำยใหม่เพื่อเพิ่มจ้ำนวนดีเอ็นเอส่วนที่ต้องกำรได้ และผลกำรพบหรือไม่พบดีเอ็นเอเป้ำหมำยจำก
ตัวอย่ำง แสดงผลด้วยแบนด์ ดีเอ็นเอบนเจล ผลที่ได้จึงเป็นเชิงคุณภำพ (พบหรือไม่พบ) ส่วนเทคนิคพีซีอำร์เชิงปริมำณใช้
หลักกำรคล้ำยกัน คือ เพิ่มจ้ำนวนดีเอ็นเอเป้ำหมำยด้วยกำรจับกับไพรเมอร์จ้ำเพำะ และสำมำรถแสดงผลเชิงปริมำณได้  โดย
ใช้ Taqman probe ซึ่งเป็นนิวคลีโอไทด์สำยสั นๆ เพิ่มเติมเพื่อจับกับส่วนกลำงของดีเอ็นเอเป้ำหมำย และ probe นี ได้เช่ือม
กับสำรเรืองแสง ซึ่งเครื่องมือสำมำรถตรวจวัดควำมเข้มของสำรเรืองแสงเพื่อค้ำนวณกลับมำเป็นควำมเข้มข้นดีเอ็นเอเป้ำหมำย
ในตัวอย่ำงได้ด้วยกำรใช้ standard curves โดยสำมำรถแสดงผลในหน่วย gene opies per ml  ข้อได้เปรียบของเทคนิคพีซี
อำร์เชิงปริมำณ คือ สำมำรถตรวจวัดดีเอ็นเอในตัวอย่ำงที่มีควำมเข้มข้นดีเอ็นเอในปริมำณน้อยมำกได้ แต่จะมีรำคำต้นทุนสูง
กว่ำเทคนิคพีซีอำร์ธรรมดำ นอกจำกนี  จะเห็นได้ว่ำเทคนิคทั งสองประเภทนี  มีไพรเมอร์เป็นส่วนประกอบส้ำคัญในปฏิกิริยำ 
กำรออกแบบไพรเมอร์ สำมำรถท้ำได้หำกทรำบล้ำดับเบสของดีเอ็นเอเป้ำหมำย และปัจจุบันมีโปรแกรมคอมพิวเตอร์ช่วยใน
กำรออกแบบคู่ไพรเมอร์ที่เหมำะสม ลักษณะทำงเทคนิคของไพรเมอร์ที่ดี ประกอบด้วย 1. ขนำดควำมยำวที่เหมำะสมคือ 18-
24 เบส ต่อเส้น 2. ประกอบด้วย G+C ประมำณ 40-60 เปอร์เซ็นต์ 3. ไม่มีโครงสร้ำงทุติยภูมิเกิดขึ นภำยในสำยของไพรเมอร์ 
4. ล้ำดับเบสบริเวณปลำยทั งคู่ ไม่ควรมี เบสคู่สมกัย เพื่อป้องกันกำรจับกันเอง (primer dimer)  และ 5. melting 
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temperature (Tm) ซึ่งหมำยถึง อุณหภูมิที่ท้ำให้ 50 เปอร์เซ็นต์ของไพรเมอร์แยกเป็นสำยเดี่ยว และอีก 50 เปอร์เซ็นต์ ยังคง
เป็นสำยคู่ โดย (Tm) ของไพรเมอร์ทั งสองเส้นมีค่ำใกล้เคียงกันและอยู่ในช่วง 55-65 องศำเซลเซียส ทั งนี  ในส่วนของกำรน้ำวิธี
พีซีอำร์และพีซีอำร์เชิงปริมำณมำใช้ตรวจหำดีเอ็นเอส่วนท่ีจ้ำเพำะกับสิ่งปฏิกูลจำกสัตว์แต่ละชนิดนั น กำรประเมินคู่ไพรเมอร์ที่
ดี ใช้พำรำมิเตอร์ 2 ค่ำ คือ ควำมจ้ำเพำะ (specificity) หมำยควำมว่ำ ไพรเมอร์คู่ที่น้ำมำใช้นั น ต้องสำมำรถตรวจวัดดีเอ็นเอ
จำกสัตว์ท่ีเรำต้องกำรได้เพียงชนิดเดียว และ ควำมไว (sensitivity) หมำยถึง ไพรเมอร์คู่ที่ทดสอบนี  ต้องสำมำรถตรวจวัดดีเอ็น
เอจำกสัตว์ชนิดที่เรำต้องกำร ได้ในทุกตัวอย่ำงท่ีมำจำกสัตว์ชนิดนี   

ในงำนวิจัยที่ผ่ำนมำ มีกำรใช้ทั งเทคนิคพีซีอำร์ธรรมดำ  และเทคนิคพีซีอำร์เชิงปริมำณ  ในกำรวัดดีเอ็นเอ เป้ำหมำย
ของแบคทีเรียกลุ่ม Bacteroidales เพื่อใช้จ้ำแนกแหล่งก้ำเนิดมลพิษ นอกจำกนี  กำรเก็บตัวอย่ำงดีเอ็นเอสำมำรถเก็บไว้ได้เปน็
ระยะเวลำนำน และสำมำรถน้ำมำตรวจวัดผลได้ใหม่หำกต้องกำรข้อมูลเพิ่มเติม ตัวอย่ำงเช่น หำกใช้วิธีตรวจวัดกลุ่มแบคทีเรีย
ที่เชื่อมโยงกับแหล่งก้ำเนิดจำกสุกรแล้วพบในปริมำณมำกในตัวอย่ำงน ้ำเมื่อเทียบกับแหล่งก้ำเนิดจำกชุมชน หรือโค แสดงว่ำ
แหล่งก้ำเนิดหลักมำจำกฟำร์มสุกรในบริเวณพื นที่ แต่หำกตรวจวัดแล้วพบว่ำทั งกลุ่มแบคทีเรียที่เช่ือมโยงกับทั งสำม
แหล่งก้ำเนิดข้ำงต้นพบในปริมำณน้อยในตัวอย่ำงน ้ำ ก็สำมำรถน้ำวิธีที่มีอยู่แล้วหรือพัฒนำวิธีใหม่ในกำรตรวจวัดกลุ่มแบคทีเรีย
ที่เช่ือมโยงกับแหล่งก้ำเนิดชนิดอื่นมำตรวจสอบในภำยหลังได้ กำรตรวจวัดกลุ่มแบคทีเรียด้วยดีเอ็นเอ จึงเป็นกระบวนกำร
ตรวจวัดแบบเป็นขั นตอน ซึ่งเป็นกำรเพิ่มศักยภำพในกำรหำแหล่งก้ำเนิดได้อย่ำงแม่นย้ำเพื่อกำรจัดกำรแหล่งน ้ำอย่ำงมี
ประสิทธิภำพต่อไป  

กำรน้ำกลุ่มแบคทีเรียที่เช่ือมโยงกับแหล่งก้ำเนิดมลพิษ มำก้ำหนดนโยบำยเพื่อใช้เป็นพำรำมิเตอร์สนับสนุนกลุ่ม
พำรำมิเตอร์แบคทีเรียตำมมำตรฐำนน ้ำผิวดิน มีให้เห็นอย่ำงแพร่หลำยในต่ำงประเทศ เช่น ในประเทศสหรัฐอเมริกำมีกำร
น้ำมำใช้ในกำรก้ำหนดค่ำสูงสุดรำยวันที่ยินยอมให้มลพิษปล่อยลงแหล่งน ้ำนั นๆ หรือ total maximum daily loads 
(TMDLs) โดยช่วยในกำรประเมินแหล่งก้ำเนิดมลพิษได้อย่ำงแม่นย้ำและสำมำรถบอกแหล่งก้ำเนิดหลักเทียบกับแหล่งก้ำเนิด
รองอื่นๆได้ และส่งผลให้สำมำรถลดปริมำณมลพิษลงสู่แหล่งน ้ำได้จำกแหล่งก้ำเนิดที่ถูกต้อง ยกตัวอย่ำงเช่น รัฐเวอร์จิเนีย ได้
ใช้ MST เพื่อค้ำนวณว่ำกำรปนเปื้อน TCB มำจำกแหล่งก้ำเนิดใดในปริมำณเท่ำไรเปรียบเทียบกัน และวิเครำะห์ว่ำหำกลดกำร
ปนเปื้อนจำกแหล่งก้ำเนิดเหล่ำนี จะสำมำรถลดควำมสกปรกของแหล่งน ้ำลงได้เท่ำไร นอกจำกนี ยังมีกำรใช้ MST ในกำรจัดกำร
มลพิษในแหล่งน ้ ำในรัฐ Idaho, Oregon, New Mexico, New Hampshire, Michigan, และ South Dakota เป็นต้น 
(United States Environmental Protection Agency, 2011; Benham et al., 2011) น อก จำกนี  ห น่ วย งำน ด้ ำน
สิ่งแวดล้อมของประเทศอังกฤษและเวลส์ หรือ Environment Agency ได้เป็นแกนน้ำส้ำคัญในกำรพัฒนำและน้ำงำนด้ำน 
MST มำช่วยในกำรแก้ปัญหำมลพิษปนเปื้อนในแหล่งน ้ำ ในประเทศไอร์แลนด์ ฝรั่งเศส โปรตุเกส และสหรำชอำณำจักร ดัง
รำยงำนในปี 2008 โดยได้รำยงำนว่ำกำรใช้กำรตรวจวัดดีเอ็นเอของกลุ่มแบคทีเรีย Bacteroidetes ด้วยวิธีพีซีอำร์เชิงปริมำณ
เป็นวิธีที่เหมำะสมที่สุด และได้พัฒนำกำรตรวจวัดด้วยวิธีดังกล่ำวและก้ำหนดแนวทำงกำรน้ำไปใช้เป็นขั นตอนกำรตรวจประจ้ำ
ส้ำหรับกำรวิเครำะห์คุณภำพน ้ำในแหล่งน ้ำ เพื่อเรียงล้ำดับแหล่งก้ำเนิดมลพิษที่ส้ำคัญอันน้ำไปสู่กำรเรียงล้ำดับกำรจัดกำร
แหล่งก้ำเนิดก่อนหลังได้ อย่ำงไรก็ตำม รำยงำนได้เน้นย ้ำว่ำผลกำรวิเครำะห์แหล่งก้ำเนิดจะเป็นลักษณะกึ่งเชิงปริมำณ โดยเป็น
กำรเปรียบเทียบกันระหว่ำงแหล่งก้ำเนิด แต่จะน้ำไปสู่กำรพัฒนำต่อไปสู่เทคนิคที่สำมำรถค้ำนวณเชิงปริมำณได้แน่นอนว่ำ
แหล่งก้ำเนิดใดปลดปล่อยมลพิษออกสู่แหล่งน ้ำเป็นปริมำณเท่ำใด (Environment Agency, 2008)  

นอกเหนือจำกประโยชน์ด้ำนกำรจ้ำแนกแหล่งปล่อยมลพิษแล้ว  กำรทรำบแหล่งก้ำเนิดมลพิษสำมำรถน้ำไปเป็น
ข้อมูลประกอบกำรค้ำนวณควำมเสี่ยงต่อสุขภำพได้ด้วย เนื่องจำกสิ่งปฏิกูลหรือมูลสัตว์ที่ปนเปื้อนลงสู่แหล่งน ้ำมีโอกำสที่จะ
น้ำพำเชื อจุลินทรีย์ก่อโรคลงสู่แหล่งน ้ำนั นๆด้วย โดยโอกำสกำรปนเปื้อนชนิดและปริมำณของเชื อก่อโรคก็แตกต่ำงกันไปขึ นกับ
ประเภทแหล่งก้ำเนิด เช่น มีรำยงำนว่ำน ้ำเสียชุมชนที่ปนเปื้อนลงสู่แหล่งน ้ำมีควำมเสี่ยงต่อสุขภำพใกล้เคียงกับกำรปนเปื้อน
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ของมูลโคลงสู่แหล่งน ้ำ ในขณะที่กำรปนเปื้อนจำกมูลไก่ สุกร และนกนำงนวล (gulls) มีควำมเสี่ยงต่อสุขภำพในระดับท่ีต่้ำกว่ำ 
เป็นต้น (Soller et al., 2010) ดังนั น กำรทรำบข้อมูลแหล่งก้ำเนิดมลพิษ จะช่วยในกำรประเมินควำมเสี่ยงต่อสุขภำพได้อย่ำง
แม่นย้ำมำกขึ น โดยเฉพำะอย่ำงยิ่งในแหล่งน ้ำประเภทที่ 2 ที่มีกำรใช้ประโยชน์ด้ำนกำรว่ำยน ้ำและกีฬำทำงน ้ำ ที่อำจมีกำร
สัมผัสน ้ำโดยตรง หรือในแหล่งน ้ำประเภทที่ 3 ที่น้ำน ้ำมำใช้ในกำรเกษตร โดยเฉพำะอย่ำงยิ่งในกำรรดน ้ำผักผลไม้ที่เน้นกำร
รับประทำนสดเป็นผักสลัด เป็นต้น รวมทั งกำรประเมินระดับของเทคโนโลยีของกระบวนกำรฆ่ำเชื อโ รคและกระบวนกำร
ปรับปรุงคุณภำพน ้ำก่อนน้ำไปอุปโภคบริโภค ตำมระดับควำมเสี่ยงของกำรปนเปื้อนเชื อโรค เป็นต้น  

แม้ในต่ำงประเทศจะมีกำรพัฒนำวิธีตรวจวัดกลุ่มแบคทีเรียที่เช่ือมโยงกับแหล่งก้ำเนิดมลพิษมำแล้ว แต่มีกำรรำยงำน
ว่ำ เชื อแบคทีเรียดังกล่ำวมีควำมหลำกหลำยและแตกต่ำงกันในแต่ละพื นที่ อันอำจเนื่องมำจำกสภำพอำกำศ ลักษณะอำหำร
ของแต่ละท้องถิ่น (เนื่องจำกเป็นแบคทีเรียในล้ำไส้ อำหำรที่ทำนจึงมีผลต่อปริมำณและชนิดของแบคทีเรีย) กำรรับประทำนยำ
ปฏิชีวนะ และสภำพเฉพำะท้องถิ่นอื่นๆ (Adami and Cavazzoni, 1999; Looft et al., 2014; Lu et al., 2014; Mah et 
al., 2008) ดังนั น กำรตรวจวัดกลุ่มแบคทีเรียที่เช่ือมโยงกับแหล่งก้ำเนิด จึงมีประสิทธิภำพแตกต่ำงกันในแต่ละพื นที่  
ตัวอย่ำงเช่น Bernhard and Field (2000) ได้พัฒนำวิธีตรวจวัดกลุ่มแบคทีเรีย Bacteroidales ด้วยวิธีพีซีอำร์ โดยใช้ไพร
เมอร์ช่ือ HF183 ซึ่งได้รับกำรทดสอบในสหรัฐอเมริกำว่ำใช้จ้ำแนกแหล่งก้ำเนิดมลพิษจำกคนและจำกสัตว์เคี ยวเอื อง 
(ruminant) ได้ผลดีมำก (Bernhard and Field, 2000) ต่อมำไพรเมอร์HF 183 ได้รับกำรพัฒนำให้ใช้ในเทคนิคพีซีอำร์เชิง
ปริมำณ เพื่อเพิ่มควำมแม่นย้ำและสำมำรถตรวจในแหล่งน ้ำที่มีควำมสกปรกน้อยๆได้ และไพรเมอร์นี ได้ถูกน้ำไปใช้ในประเทศ
ต่ำงๆ โดยประเทศที่แสดงผลกำรใช้ว่ำได้ผลดี ได้แก่ ออสเตรเลีย (Ahmed et al., 2009) ฝรั่งเศส (Gawler et al., 2007; 
Gourmelon et al., 2007) ไอร์แลนด์ (Gawler et al., 2007) โปรตุเกส (Gawler et al., 2007) สหรำชอำณำจักร (Gawler 
et al., 2007) และเบลเยียม (Seurinck et al., 2005) ในขณะที่ประเทศที่น้ำไพรเมอร์ HF183 ไปใช้แต่ให้ผลกำรจ้ำแนก
แหล่งก้ำเนิดไม่เป็นท่ีพอใจ ได้แก่ อินเดีย (Odagiri et al., 2015) และเคนยำ (Jenkins et al., 2009) เป็นต้น อนึ่งมีข้อสังเกตุ
ว่ำ กลุ่มประเทศที่มีอำณำบริเวณใกล้กันมีแนวโน้มที่จะสำมำรถตรวจพบแบคทีเรียกลุ่มเดียวกันได้ กล่ำวคือ สำมำรถใช้วิธี
ตรวจวัดกลุ่มแบคทีเรียโดยใช้ไพรเมอร์จ้ำเพำะที่พัฒนำในประเทศหนึ่งไปใช้ทดสอบน ้ำในประเทศข้ำงเคียงได้ ดังแสดงให้เห็น
ในประเทศแถบยุโรป เป็นต้น ดังนั น หำกประเทศไทยมีกำรพัฒนำวิธีตรวจวัดกลุ่มแบคทีเรียที่เช่ือมโยงกับแหล่งก้ำเนิดมลพิษ
ได้ส้ำเร็จ ประเทศไทยก็จะเป็นผู้น้ำส้ำคัญในกำรน้ำไพรเมอร์ที่พัฒนำขึ นมำมีโอกำสน้ำไปใช้ได้ในประเทศในแถบอำเซียนได้ 
โดยจะต้องมีกำรทดสอบเพิ่มเติมในภำคสนำมเพื่อยืนยันและค้ำนวณประสิทธิภำพของวิธีตรวจวัดต่อไป 

ในกลุ่มประเทศเขตร้อนเองนั นได้มีกำรพัฒนำและทดสอบไพรเมอร์ที่เหมำะสมส้ำหรับกำรตรวจวัดดีเอ็นเอในสิ่ง
ปฏิกูลจำกคนและสัตว์ชนิดต่ำงๆ ตัวอย่ำงเช่น Odagiri และคณะ (2015) ได้ทดสอบเทคนิคพีซีอำร์เชิงปริมำณในประเทศ
อินเดีย (Odagiri et al., 2015) โดยมีกำรน้ำไพรเมอร์หลำยๆคู่มำใช้ และได้ผลดีในประเทศอินเดีย ได้แก่ BacUni ที่ใช้ส้ำหรับ
ตรวจหำดีเอ็นเอ 16s rRNA gene ของแบคทีเรียกลุ่ม Bacteroidales ที่จ้ำเพำะกับ fecal pollution โดยไม่เจำะจงชนิดสัตว์
ต้นก้ำเนิดนั น ซึ่งได้รับกำรพัฒนำที่รัฐแคลิฟอร์เนีย (Kildare et al., 2007), BacCan ที่ใช้ส้ำหรับตรวจหำดีเอ็นเอ 16s rRNA 
gene ของแบคทีเรียกลุ่ม Bacteroidales ที่จ้ำเพำะกับสุนัข ซึ่งได้รับกำรพัฒนำท่ีรัฐแคลิฟอร์เนีย (Kildare et al., 2007) เป็น
ต้น ในขณะที่ไพรเมอร์หลำยๆคู่  ท่ีใช้บ่งชี  human fecal pollution กลับใช้ได้ผลไม่ดทีี่ประเทศอินเดีย เช่น ไพรเมอร์ HF183 
ที่ใช้ส้ำหรับตรวจหำ 16s rRNA gene ของแบคทีเรียกลุ่ม Bacteroidales ซึ่งได้รับกำรพัฒนำจำกรัฐออเรกอน (Bernhard 
and Field, 2000), ไพรเมอร์ BacHum-UCD ที่ใช้ส้ำหรับตรวจหำ 16s rRNA gene ของแบคทีเรียกลุ่ม Bacteroidales ซึ่ง
ได้รับกำรพัฒนำจำกรัฐแคลิฟอร์เนีย (Kildare et al., 2007), ไพรเมอร์ HumM2 ที่ใช้ตรวจวัดดีเอ็นเอส้ำหรับสร้ำงโปรตีนที่
เกี่ยวกับโพลีแซคคำไรด์และไลโปโพลีแซคคำไรด์ของผิวแบคทีเรีย Bacteroidales (Shanks et al., 2009) นอกจำกนี  ยังมี
ไพรเมอร์ BacCow-UCD ที่พัฒนำจำกรัฐแคลิฟอร์เนีย (Kildare et al., 2007)โดยตรวจวัด 16s rRNA gene ของแบคทีเรีย
กลุ่ม Bacteroidales ที่แสดงควำมจ้ำเพำะกับสัตว์เคี ยวเอื อง ได้แก่ โค กระบือ แพะ และแกะ ได้ดีเมื่อทดสอบในรัฐ
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แคลิฟอร์เนีย แต่เมื่อน้ำมำใช้ที่ประเทศอินเดีย กลับสำมำรถตรวจวัดแบคทีเรียในมูลสุนัขและไก่ ได้เพิ่มเติมด้วย  ส้ำหรับ
ตัวอย่ำงประเทศในเขตร้อนอีกประเทศได้แก่ ประเทศเคนยำ ซึ่ง Jenkins และคณะ (2009) ได้ศึกษำกำรตรวจวัดแบคทีเรียที่
จ้ำเพำะกับสิ่งปฏิกูลด้วยเทคนิคพีซีอำร์เชิงปริมำณในประเทศเคนยำ และพบว่ำ ไพรเมอร์ BacUni ตรวจวัด fecal pollution 
และไพรเมอร์ BacCow ที่จ้ำเพำะกับสิ่งปฏิกูลจำกโคนั น ได้ผลดีมำกเทียบเท่ำกับที่รัฐแคลิฟอร์เนียที่เป็นพื นที่ที่ได้รับกำร
พัฒนำไพรเมอร์นี ขึ นมำ ส่วนไพรเมอร์ HF183 มีประสิทธิภำพพอใช้ในประเทศเคนยำ ในขณะที่ไพรเมอร์ BacHum ใช้ได้ผล
ไม่มีประสิทธิภำพอย่ำงมำก ดังนั นจะเห็นได้ว่ำมีแนวโน้มว่ำไพรเมอร์บำงคู่ที่ได้รับกำรพัฒนำในประเทศเขตหนำวที่ห่ำงไกล
ออกไป สำมำรถน้ำมำใช้ได้ดีในประเทศเขตร้อน แต่ในขณะที่บำงไพรเมอร์ใช้ไม่ได้ผลดีเลย จึงต้องมีกำรทดสอบประเมินก่อน  

Tran และคณะ (2015) ได้แนะน้ำว่ำ กำรศึกษำกลุ่มแบคทีเรียเพื่อใช้จ้ำแนกแหล่งก้ำเนิดมลพิษ ควรศึกษำในระดับ
พื นที่ที่ประสบปัญหำ กล่ำวคือ เริ่มจำกกำรเลือกพื นที่ศึกษำ จำกนั นระบุปัญหำที่ต้องกำรแก้ไข เช่น ต้องกำรจ้ำแนก
แหล่งก้ำเนิดมลพิษจำกคนหรือจำกสัตว์โดยไม่ระบุชนิดของสัตว์  หรือในบำงกรณีอำจต้องมีกำรระบุชนิดประเภทของสัตว์ 
เนื่องจำกมีกิจกรรมเลี ยงสัตว์หลำกหลำยประเภทในพื นที่ เป็นต้น จำกนั นท้ำกำรเก็บตัวอย่ำงมูลจำกแหล่งก้ำเนิดประเภทต่ำงๆ
ในพื นที ่โดยควรก้ำหนดจ้ำนวนตัวอย่ำงของแหล่งก้ำเนิดแต่ละประเภทเป็นสัดส่วนกับแหล่งก้ำเนิดทั งหมดในพื นท่ี จำกนั นท้ำ
กำรพัฒนำวิธีตรวจวัดกลุ่มแบคทีเรียและทดสอบกับแหล่งน ้ำในพื นที่นั น เพื่อน้ำข้อมูลมำวิเครำะห์และชี บ่งแหล่งก้ำเนิดหลักๆ
ตำมสัดส่วนต่อไป (Han Tran et al., 2015)แม้ในประเทศสหรำชอำณำจักรก็ท้ำตำมขั นตอนดังกล่ำวและประสบควำมส้ำเร็จ
ในกำรก้ำหนดกำรใช้กลุ่มแบคทีเรียที่เช่ือมโยงกับแหล่งก้ำเนิดเป็นกำรตรวจวัดพื นฐำน (routine procedures) ในแหล่งน ้ำใน
ประเทศ โดยตรวจวัดเชื อ Bacteroides ด้วยวิธีพีซีอำร์ (Environment Agency, 2008) 

จำกผลส้ำเร็จในกำรน้ำวิธีทำงห้องปฏิบัติกำรมำใช้สนับสนุนนโยบำยกำรควบคุมคุณภำพน ้ำในแหล่งน ้ำผิวดินของ
หลำยๆประเทศในช่วงที่ผ่ำนมำ ท้ำให้มั่นใจได้ว่ำกระบวนกำรพัฒนำกำรใช้กลุ่มแบคทีเรียที่เชื่อมโยงกับแหล่งก้ำเนิดจะประสบ
ผลส้ำเร็จเช่นเดียวกันในประเทศไทย และจะส่งผลประโยชน์อย่ำงยิ่งต่อกำรแก้ปัญหำมลพิษในแหล่งน ้ำได้ จึงถือเป็นควำม
จ้ำเป็นเร่งด่วนที่ประเทศไทยควรจัดท้ำแนวทำงกำรน้ำกลุ่มแบคทีเรียที่เชื่อมโยงกับแหล่งก้ำเนิดมลพิษเฉพำะกิจกรรมมำเป็น
ตัวสนับสนุนกลุ่มพำรำมิเตอร์แบคทีเรียที่ก้ำหนดในมำตรฐำนคุณภำพน ้ำผิวดินในปัจจุบัน โดยโครงกำรวิจัยนี จะเป็นกำร
เชื่อมโยงองค์ควำมรู้ที่ได้จำกกำรพัฒนำวิธีกำรในห้องปฏิบัติกำรมำใช้ทดสอบกับพื นท่ีที่ประสบปัญหำจริงในประเทศไทย และ
น้ำข้อมูลที่ได้ดังกล่ำวมำก้ำหนดเป็นแนวทำง เพื่อกำรน้ำไปสู่กำรผลักดันกำรใช้กลุ่มแบคทีเรียที่เชื่อมโยงกับแหล่งก้ำเนิดเพื่อ
ประกอบกำรตรวจวัดคุณภำพน ้ำเป็นประจ้ำต่อไป  

แม่น ้ำท่ำจีน เป็นแหล่งน ้ำหนึ่งที่พบปัญหำค่ำ FCB และ TCB เกินมำตรฐำน โดยเฉพำะในเขตแม่น ้ำท่ำจีนตอนบน 
และตอนกลำง ซึ่งมีกิจกรรมกำรเกษตรกำรเลี ยงสัตว์และชุมชนเป็นส่วนใหญ่ จำกรำยงำนสถำนกำรณ์มลพิษของ ประเทศ ไทย 
ปี 2557 (กรมควบคุมมลพิษ 2558) พบว่ำ แม่น ้ำท่ำจีนตอนบน ซึ่งได้รับกำรประกำศให้เป็นแหล่งน ้ำ ประเภทที่ 2 เพื่อกำร
อนุรักษ์สัตว์น ้ำ กำรประมง กำรว่ำยน ้ำ และกีฬำทำงน ้ำ แต่พบปัญหำค่ำพำรำมิเตอร์ DO, BOD, TCB, FCB เกินมำตรฐำน
เทียบเท่ำแหล่งน ้ำประเภทที่ 4 เพื่อกำรอุตสำหกรรม โดยบริเวณที่พบปัญหำ คือ อ้ำเภอเมือง และอ้ำเภอสำมชุก จังหวัด
สุพรรณบุรี นอกจำกนี  แม่น ้ำท่ำจีนตอนกลำง ซึ่งได้รับกำรประกำศให้เป็นแหล่งน ้ำประเภทที่ 3 เพื่อกำรเกษตร แต่พบปัญหำ
ค่ำพำรำมิเตอร์ DO, BOD, TCB เกินมำตรฐำนเทียบเท่ำแหล่งน ้ำประเภทที่ 4 ในเขตอ้ำเภอบำงเลน จังหวัดนครปฐม และ
อ้ำเภอเมืองและอ้ำเภอสองพี่น้อง จังหวัดสุพรรณบุรี โดยทั งแม่น ้ำท่ำจีนตอนบนและตอนกลำง พบว่ำแหล่งก้ำเนิดมลพิษมำ
จำกชุมชนและกำรเกษตร (รวมกำรเลี ยงสัตว์) เป็นส่วนมำก ในขณะที่แม่น ้ำท่ำจีนตอนล่ำงซึ่งได้รับกำร ประกำศ ให้เป็นแหล่ง
น ้ำประเภทท่ี 4 เพื่อกำรอุตสำหกรรม พบปัญหำค่ำพำรำมิเตอร์ DO, BOD เกินมำตรฐำนแหล่งน ้ำ ประเภทที่ 4 โดยบริเวณที่
พบปัญหำ คือ ตั งแต่บริเวณอ้ำเภอเมือง จังหวัดสมุทรสำคร ถึง อ้ำเภอนครไชยศรี จังหวัดนคร ปฐม โดยแหล่งก้ำเนิดมลพิษที่
ส้ำคัญมำจำกชุมชน เกษตร และอุตสำหกรรม ดังนั น ลุ่มน ้ำท่ำจีนจึงเหมำะสมอย่ำงมำกในกำรเป็นพื นที่ศึกษำกำรใช้กลุ่ม
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แบคทีเรียที่เช่ือมโยงกับแหล่งก้ำเนิดได้ เนื่องจำกเหตุผล 2 ประกำร คือ 1. พบปัญหำค่ำ FCB และ TCB เกินมำตรฐำนในแม่
น ้ำท่ำจีน 2. ลุ่มน ้ำท่ำจีนมีกิจกรรมที่หลำกหลำยที่เป็นแหล่งปล่อยมลพิษค่ำโคลิฟอร์ม ซึ่งได้แก่ ชุมชนและกำรเลี ยงสัตว์
ประเภทต่ำงๆ  

โครงกำรวิจัยนี  จะท้ำกำรพัฒนำกำรตรวจวัดมลพิษทำงน ้ำกลุ่มแบคทีเรียโดยใช้ microbial source tracking ที่
สำมำรถน้ำไปสู่กำรระบุแหล่งที่มำของปัญหำกำรปนเปื้อนของแบคทีเรียและสิ่งปฏิกูลในล้ำน ้ำในแต่ละพื นที่ได้ว่ำ มำจำก
กิจกรรมใดได้อย่ำงแม่นย้ำ สนับสนุนกำรก้ำหนดนโยบำยดำ้นกำรจดักำรคณุภำพน ้ำและลดมลพิษจำกแหล่งก้ำเนิดได้อย่ำงเป็น
รูปธรรม และเป็นกำรใช้งบประมำณอย่ำงมีประสิทธิภำพในกำรก้ำหนดกิจกรรมเร่งด่วนในกำรใช้แก้ไขปัญหำในแต่ละพื นที่ได้ 
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1.2 วัตถุประสงค์ของแผนกำรวิจัย  

1.2.1 วัตถุประสงค์หลักของโครงการ คือ เพื่อให้ได้แนวทำงในกำรใช้วิธีตรวจวัดกลุ่มแบคทีเรียที่เช่ือมโยงกับ
แหล่งก้ำเนิดมลพิษเฉพำะกิจกรรมในกำรสนับสนุนกำรตรวจวัดกลุ่มพำรำมิเตอร์แบคทีเรียในมำตรฐำนคุณภำพน ้ำผิวดิน ให้
สำมำรถกำรจัดกำรปัญหำมลพิษทำงน ้ำจำกแหล่งก้ำเนิดได้อย่ำงเที่ยงตรงได้ 

1.2.2 วัตถุประสงค์ย่อยของโครงการ คือ  

 1. เพื่อจัดท้ำรำยงำนกำรศึกษำวิเครำะห์ควำมจ้ำเป็นในกำรจ้ำแนกแหล่งก้ำเนิดมลพิษเฉพำะกิจกรรมในบริบท
ของประเทศไทย กำรวิเครำะห์ช่องว่ำงของกฎระเบียบข้อบังคับและมำตรฐำนน ้ำผิวดินในปัจจุบันของประเทศไทย 
รวมถึงกรณีศึกษำจำกต่ำงประเทศในกำรใช้กลุ่มแบคทีเรียที่เช่ือมโยงกับแหล่งก้ำเนิดมลพิษมำสนับสนุนระดับนโยบำย
ในกำรจัดกำรมลพิษแหล่งน ้ำ 

        2. เพื่อพัฒนำวิธีทำงห้องปฏิบัติกำรด้วยเทคนิคพีซีอำร์และพีซีอำร์เชิงปริมำณส้ำหรับตรวจวิเครำะห์กลุ่ม
แบคทีเรีย ที่สำมำรถจ้ำแนกสิ่งปฏิกูลจำกแหล่งก้ำเนิดมลพิษเฉพำะกิจกรรม ที่ส้ำคัญในพื นที่ลุ่มน ้ำท่ำจีน ด้วยควำมจ้ำเพำะ 
(specificity) ไม่น้อยกว่ำ  90 เปอร์เซ็นต์ และควำมไว (sensitivity) ไม่น้อยกว่ำ 65 เปอร์เซ็นต์ โดยให้ได้ไพรเมอร์อย่ำงน้อย 
1-2 คู่ส้ำหรับแหล่งก้ำเนิดมลพิษแต่ละกิจกรรม (ชุมชน ฟำร์มสุกร ฟำร์มโค ฟำร์มไก่และรวมทุกแหล่งก้ำเนิด) พร้อมวิเครำะห์
ควำมเหมำะสมของทั งสองเทคนิคเปรียบเทียบกันในด้ำนต้นทุน ข้อได้เปรียบและข้อจ้ำกัดเชิงเทคนิค 

       3. เพื่อตรวจติดตำมคุณภำพน ้ำในแม่น ้ำท่ำจีน ในช่วงเวลำ 1 ปี ครอบคลุมฤดูฝนและฤดูแล้ง และบ่งชี 
แหล่งก้ำเนิดกิจกรรมที่ก่อให้เกิดกำรปนเปื้อนของแบคทีเรียกลุ่มโคลิฟอร์มเกินมำตรฐำน พร้อมวิเครำะห์และน้ำเสนอทำงเลือก
แบบเป็นขั นตอน (tiered approach) เพื่อให้เหมำะสมกับงบประมำณและควำมรุนแรงของปัญหำในพื นท่ีนั นๆ  

        4. เพื่อจัดท้ำคู่มือปฏิบัติกำรตรวจสอบแหล่งที่มำของกำรปนเปื้อนแบคทีเรียในแหล่งน ้ำผิวดิน และจัดท้ำ
ข้อเสนอแนะเชิงนโยบำย (Policy brief)  
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บทที่ 2 วิธีวิจัย 

 
2.1 กำรเก็บตัวอย่ำงมูลสัตว์และน้ ำเสียชุมชนในพื้นที่ลุ่มน้ ำท่ำจีน 

 

2.1.1 ศึกษาประเภทและที่ต้ังของแหล่งก้าเนิดมลพิษที่ส้าคัญในลุ่มน้้าท่าจีน ซ่ึงประกอบด้วย ชุมชน และฟาร์มเลี้ยง
สัตว์ที่ส้าคัญ ได้แก่ สุกร โค และไก่ รวมเรียกว่า แหล่งก้าเนิดหลัก  

ท้ำกำรหำข้อมูลและทบทวนข้อมลูทุติยภูมิ จำกแหล่งข้อมูลต่ำงๆ ไดแ้ก่ สถำบันสำรสนเทศทรัพยำกรน ำ้และ
กำรเกษตร (องค์กำรมหำชน) กรมควบคุมมลพิษ ส้ำนักงำนสถิติแห่งชำติ และกรมปศุสตัว ์

2.1.2 ก้าหนดจ้านวนตัวอย่างและสถานที่เก็บตัวอย่าง ตามสัดส่วนการกระจายตัวของแหล่งก้าเนิดหลักและ
แหล่งก้าเนิดรอง  

ในกำรเก็บตัวอย่ำงจำกแต่ละแหล่งก้ำเนิด จ้ำเป็นต้องเก็บตัวอย่ำงให้ได้จ้ำนวนอย่ำงต่้ำที่ค่ำหนึ่ง เพื่อให้ผลที่ได้
สำมำรถบอกควำมแตกต่ำงอย่ำงมีนัยส้ำคัญได้ ในงำนวิจัยนี  ท้ำกำรค้ำนวณจ้ำนวนตัวอย่ำงในแต่ละแหล่งก้ำเนิด ด้วยวิธี  
Stratified random sampling โดยใช้กำรแบ่งตัวอย่ำงจำกแหล่งก้ำเนิดเป้ำหมำยเป็นสัดส่วนตำมจ้ำนวนที่เลี ยงในแต่ละ
จังหวัด โดยค้ำนวณด้วยเกณฑ์ คือ ค่ำ 90% confidence interval และ ค่ำ acceptable relative error of 0.20 และให้มี
ค่ำ expected prevalence เท่ำกับค่ำควำมไวของวิธีกำรตรวจวัด (sensitivity) ที่ยอมรับได้ที่ 0.80 (Ahmed et al., 2009; 
Gawler et al., 2007; Jenkins et al., 2009; Odagiri et al., 2015) โดยควำมไวของไพรเมอร์แต่ละคู่  หมำยถึง 
ควำมสำมำรถของไพรเมอร์ในกำรตรวจพบดีเอ็นเอในทุกตัวอย่ำงของสัตว์เป้ำหมำยที่ต้องกำรตรวจสอบ ท้ำกำรค้ำนวณจ้ำนวน
ตัวอย่ำงขั นต่้ำด้วยโปรแกรม ProMESA version 2.3.0.2 ส้ำหรับตัวอย่ำงจำกแหล่งก้ำเนิดที่ไม่ใช่เป้ำหมำย ค้ำนวณตำม
สัดส่วนของสถิติกำรเลี ยงรำยจังหวัด ซึ่งใช้หลักกำรเดียวกับวิธี Stratified random sampling ดังแสดงในตำรำงที่ 1 และ 2 
 
ตำรำงที่ 1 จ้ำนวนตัวอย่ำงของแหล่งก้ำเนิดเป้ำหมำยและแหล่งก้ำเนิดที่ไม่ใช่เป้ำหมำยจำกลุ่มน ้ำท่ำจีน 

  แหล่งก้ำเนิดเป้ำหมำย   แหล่งก้ำเนิดทีไ่ม่ใช่เป้ำหมำย 
รวม จังหวัด ชุมชน สุกร โค   ไก ่ แพะ แกะ กระบือ เป็ด 

ชัยนำท 5 2 3 
 

2 2 3 4 1 22 
สุพรรณบุร ี 4 10 10 

 
8 2 2 1 2 39 

นครปฐม 5 8 7 
 

9 3 0 0 2 34 
สมุทรสำคร 5 0 0 

 
0 0 0 0 0 5 

รวม 19 20 20 
 

19 7 5 5 5 100 
 
ตำรำงที่ 2 จ้ำนวนตัวอย่ำงของแหล่งก้ำเนิดเป้ำหมำยและแหล่งก้ำเนิดที่ไม่ใช่เป้ำหมำยจำกลุ่มน ้ำเจ้ำพระยำ 

  แหล่งก้ำเนิดเป้ำหมำย   แหล่งก้ำเนิดทีไ่ม่ใช่เป้ำหมำย 
รวม จังหวัด ชุมชน สุกร โค   ไก ่ แพะ แกะ กระบือ เป็ด 

ปทุมธำน ี 0 3 3 
 

2 3 0 0 0 11 
กรุงเทพ 9 0 1 

 
0 0 0 0 0 10 

พระนครศรีอยุธยำ 0 5 1 
 

0 0 0 1 0 7 
Total 9 8 5   2 3 0 1 0 28 
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2.1.3 เก็บรวบรวมตัวอย่างมูลสัตว์และน้้าเสียชุมชนและสกัดดีเอ็นเอของตัวอย่าง 

กำรเก็บตัวอย่ำงมลูสัตว์และน ้ำเสยีชุมชน  

หลักกำรส้ำคัญในกำรเตรียมตัวอย่ำง 1 ตัวอย่ำง คือต้องมำจำกกำรผสมกันของมูลสัตว์ตั งแต่ 20 ตัวขึ นไป ทั งนี  
เนื่องจำกกำรปนเปื้อนสิ่งปฏิกูลลงสู่แหลง่น ้ำ เกิดขึ นในระดับฝูงไม่ใช่ระดับ 1 หรือ 2 ตัว ดังนั นกำรวิเครำะห์กลุ่มแบคทีเรียจำก
แหล่งก้ำเนิดแต่ละชนิดจึงต้องใช้ตัวแทนกลุ่มแบคทีเรียรำยฝูง และเพื่อให้ได้ตัวอย่ำงที่มีกำรกระจำยตัวท่ีดีและเป็นตัวแทนที่ดี 
จึงท้ำกำรเก็บฟำร์มละ 1-3 ตัวอย่ำงเท่ำนั น โดยเก็บแยกคนละคอกเลี ยง ส่วนตัวอย่ำงน ้ำเสียชุมชนที่รวบรวมเข้ำระบบบ้ำบัด
น ้ำเสียในแต่ละอำคำรนั น ถือว่ำเป็นกำรผสมกันของกลุ่มประชำกรอยู่แล้ว ขั นตอนกำรเก็บตัวอย่ำงมูลสัตว์ (รำยละเอียดดัง
แสดงในภำคผนวก ข.) โดยสรุปเริ่มจำกกำรเก็บมูลสด ของสัตว์ชนิดเดียวกันจำกโรงเรือนเดียวกัน โดยเดินเก็บตำมจุดต่ำงๆ
รอบบริเวณโรงเลี ยงสัตว์หรือพื นที่เลี ยงสัตว์ แต่ต้องมั่นใจว่ำมูลสัตว์ไม่สัมผัสน ้ำยำฆ่ำเชื อโรคที่อำจมีกำรใช้บนพื น เก็บตัวอย่ำง
มูลประมำณ 1 กรัมในแต่ละจุด จ้ำนวน 20 จุด ขึ นไป เพื่อเป็นตัวแทนของสัตว์ 20 ตัวขึ นไป ใส่ภำชนะที่สะอำดรวมกัน หรือ
อำจเก็บจำกบ่อหรือลำนรวบรวมมูลสัตว์แต่ไม่ควรถูกเจือจำงด้วยน ้ำล้ำงพื น และมั่นใจว่ำเป็นมูลสดใหม่ โดยเลือกเก็บ 20 จุด
ในบ่อ จุดละประมำณ 1 กรัม เก็บใส่ภำชนะที่สะอำดรวมกัน ตัวอย่ำงน้ำมำแช่น ้ำแข็งและน้ำกลับมำห้องปฏิบัติกำรภำยในวัน
เดียวกัน กำรเก็บตัวอย่ำงน ้ำเสีย ท้ำกำรเก็บจำกจุดรวบรวมน ้ำเสียก่อนเข้ำระบบบ้ำบัดใต้อำคำร โดยท้ำกำรเก็บตัวอย่ำง
ปริมำณ 1 ลิตร แช่น ้ำแข็งและน้ำกลับมำห้องปฏิบัติกำรภำยในวันเดียวกัน โดยจ้ำนวนตัวอย่ำงจะเก็บจำกพื นท่ีลุ่มน ้ำท่ำจีนใน 
4 จังหวัดหลักเป็นส่วนใหญ่ และจะรวมตัวอย่ำงที่ได้จำกพื นที่อื่นเข้ำมำทดสอบด้วย (ตำมควำมเห็นผู้ประเมิน) เพื่อเพิ่มควำม
เชื่อมั่นในกำรขยำยผลกำรด้ำเนินกำรไปยังพื นท่ีอื่นต่อไป โดยยังคงเน้นจังหวัดในบริเวณใกล้เคียง 
 

กำรสกัดดีเอ็นเอมลูสัตว์และน ้ำเสยีชุมชน 

เก็บตัวอย่ำงมูลสัตว์และตัวอย่ำงน ้ำเสียไว้ในตู้เย็นท่ี 5 องศำเซลเซียส น้ำมำสกัดดีเอ็นเอดังรำยละเอียดในภำคผนวก 
ข. โดยสรุปคือท้ำกำรผสมรวมมูลสัตว์ และน้ำมูลสัตว์ที่ผสมดีแล้วปริมำณ 150 มิลลิกรัม มำท้ำกำรสกัดดีเอ็นเอด้วยชุดสกัด 
ZR Fecal DNA MiniPrep Kit (Zymo Research) ได้ดีเอ็นเอปริมำณประมำณ 50-150 ไมโครลิตร ท้ำกำรวัดควำมเข้มข้น
ของดีเอ็นเอด้วยเครื่องวัดปริมำณสำรพันธุกรรม (NanoDrop™ 2000, Thermo Fisher Scientific) และเก็บตัวอย่ำงดีเอ็นเอ
ที่ตู้แช่แข็งที่อุณหภูมิ -80 องศำเซลเซียส ส้ำหรับตัวอย่ำงน ้ำเสีย น้ำตัวอย่ำงน ้ำปริมำตร 50-150 มิลลิลิตรมำกรองด้วย
กระดำษกรอง Mixed cellulose esters membrane ขนำดรู 0.22 ไมโครเมตร (Merck Millipore Ltd) จำกนั นน้ำกระดำษ
กรองมำตัดเป็นชิ นเล็กๆและสกัดดีเอ็นเอด้วยชุดสกัด ได้ดีเอ็นเอปริมำณ 100 ไมโครลิตร ท้ำกำรวัดควำมเข้มข้นของดีเอ็นเอ
ด้วยเครื่องวัดปริมำณสำรพันธุกรรม (NanoDrop™ 2000, Thermo Fisher Scientific) และเก็บตัวอย่ำงดีเอ็นเอที่ตู้แช่
อุณหภูมิ -80 องศำเซลเซียส  
 
2.2 พัฒนำและทดสอบวิธีตรวจวิเครำะห์แบคทีเรียด้วยวิธีพีซีอำร์ 

2.2.1 ทดสอบไพรเมอร์กับตัวอย่างจากแหล่งก้าเนิดต่างๆ 

ท้ำกำรทบทวนวรรณกรรมเพื่อรวบรวมไพรเมอร์คู่ที่ได้รับกำรออกแบบมำให้จ้ำเพำะกับน ้ำเสียชุมชน มูลสุกร โค ไก่ 
และรวมทุกแหล่งก้ำเนิด จำกนั น ท้ำกำรทดสอบวิธีวิเครำะห์ด้วยวิธีพีซีอำร์ โดยมีรำยละเอียดของไพรเมอร์ทั ง 22 คู่ ดังตำรำง
ที่ 3 (รำยละเอียดเพิ่มเติมดังแสดงในภำคผนวก ง.) วิธีทดลองดังแสดงรำยละเอียดในภำคผนวก ข5 ถึง ข10 โดยสรุปคือ 
ส่วนประกอบปฏิกิริยำพีซีอำร์ ปริมำตร 10 ไมโครลิตร ประกอบด้วย 1. ไพรเมอร์ด้ำนหน้ำและด้ำนหลัง ท่ีควำมเข้มข้น 10 ไม
โครโมลำร์ อย่ำงละ 0.5 ไมโครลิตร, 2. ดีเอ็นเอต้นแบบ ปริมำณ 0.2 ถึง 20 นำโนกรัม ปริมำตร 1 ไมโครลิตร, 3. Thermo 
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Scientific DreamTaq PCR Master Mix (2X) ปริมำตร 5 ไมโครลิตร และ 4. น ้ำกลั่นปรำศจำกเชื อ จำกนั น น้ำปฏิกิริยำพีซี
อำร์มำรันด้วยเครื่อง Thermo Cycler ด้วยชนิดรอบดังนี : ขั นตอน initial denaturation ที่อุณหภูมิ 95 องศำเซลเซียส เป็น
เวลำ 3 นำที ตำมด้วย 30 รอบของขั นตอน denaturation ที่อุณหภูมิ 95 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ  30 วินำที ตำมด้วย
ขั นตอน annealing ด้วยอุณหภูมิและเวลำดังตำรำงท่ี 3 และขั นตอน  elongation ที่อุณหภูมิ  72 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 
30 วินำที หลังจำก 30 รอบแล้ว ขั นตอนสุดท้ำยคือ final extension ที่อุณหภูมิ  72 องศำเซลเซียสเป็นเวลำ 10 นำที 
จำกนั นท้ำ Gel electrophoresis โดยกำรดูดสำรละลำยผลิตภัณฑ์ปฏิกิริยำพีซีอำร์ปริมำตร 10 ไมโครลิตร ผสมกับ DNA 
loading dye ปริมำตร 2 ไมโครลิตร หยอดลงบนแผ่นเจล agarose ที่ควำมต่ำงศักย์ 100 โวลต์ เป็นเวลำ 30 นำที ใน
บัฟเฟอร์ TAE โดยมีกำรใช้ 100-bp DNA ladder (Thermo Scientific, USA) เป็นตัวบ่งชี ขนำดของดีเอ็นเอเป้ำหมำย 
จำกนั นท้ำกำรย้อมแผ่นเจลในสำรละลำย ethidium bromide และตรวจผลภำยใต้เครื่อง UV transilluminator 
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ตำรำงที่ 3 รำยละเอียดไพรเมอร์ที่ใช้ทดสอบตัวอย่ำงน ้ำเสียชุมชนและมูลสัตว์ 

 
 
  

ชนิด

แหล่งก ำเนิด
ล ำดบัท่ี ช่ือไพรเมอร์

รหสัไพร

เมอร์
ล ำดบัดีเอ็นเอ (5' - 3')

ขนำดไพร

เมอร ์(bp)

ขนำดดี

เอ็นเอ

ผลิตภณัฑ์

 (bp)

อุณหภมิู 

annealing 

(⁰C)

เวลำ 

annealing 

(วินำที)

ช่ือจุลินทรียท่ี์ตรวจวดั ช่ือยีน เอกสำรอ้ำงอิง

BacUni-520f BT5479 CGT-TAT-CCG-GAT-TTA-TTG-GGT-TTA 24

BacUni-690r1 BT5480 CAA-TCG-GAG-TTC-TTC-GTG-ATA-TCT-A 25

GenBac3F BT5482 GGG-GTT-CTG-AGA-GGA-AGG-T 19

GenBac4R BT5483 CCG-TCA-TCC-TTC-ACG-CTA-CT 20

Bac32F BT5524 AAC-GCT-AGC-TAC-AGG-CTT 18

Bac708R BT5492 CAA-TCG-GAG-TTC-TTC-GTG 18

BacHum-160f BT5488 TGA-GTT-CAC-ATG-TCC-GCA-TGA 21

BacHum-241r BT5489 CGT-TAC-CCC-GCC-TAC-TAT-CTA-ATG 24

HF183 BT5493 ATC-ATG-AGT-TCA-CAT-GTC-CG 20

BFDrev BT5494 CGT-AGG-AGT-TTG-GAC-CGT-GT 20

HF183F BT5493 ATC-ATG-AGT-TCA-CAT-GTC-CG 20

Bac708R BT5492 CAA-TCG-GAG-TTC-TTC-GTG 18

PF163F BT5491 GCG-GAT-TAA-TAC-CGT-ATG-A 19

Bac708R BT5492 CAA-TCG-GAG-TTC-TTC-GTG 18

Pig-2-Bac41F BT5931

GCA-TGA-ATT-TAG-CTT-GCT-AAA-TTT-

GAT 27

Pig-2-Bac163Rm BT5932 ACC-TCA-TAC-GGT-ATT-AAT-CCG-C 22

CowM2F BT5484 CGG-CCA-AAT-ACT-CCT-GAT-CGT 21

CowM2R BT5485 GCT-TGT-TGC-GTT-CCT-TGA-GAT-AAT 24

CF128F BT5486 CCA-ACY-TTC-CCG-WTA-CTC 18

BacCow 305r BT5487 GGA-CCG-TGT-CTC-AGT-TCC-AGT-G 22

CF193 BT5807 TAT-GAA-AGC-TCC-GGC-C 16

Bac708R BT5492 CAA-TCG-GAG-TTC-TTC-GTG 18

โค

Bacteroides-Prevotella 16s rRNA Bernhard and Field, 2000a30

16s rRNA Shanks et al., 2008

2 177 60.0 30 Bacteroidales 16s rRNA Kildare et al., 2007

1 92 60.0 30 Bacteroidales

3 519a 55.0

116 60.0 30 Bacteroides 16s rRNA Mieszkin et al., 2009

Bernhard and Field, 2000a; 

Hussein et al., 2014

สุกร
1 559a 52.4 60 Bacteroides-Prevotella 16s rRNA

Dick et al., 2005; Hussein 

et al., 2014

2

3 541a 55.3 60 Bacteroides-Prevotella 16s rRNA

ชุมชน
Kildare et al., 2007

2 167a 60.0 30
Bacteroides dorei/total 

Bacteroidales
16s rRNA Haugland et al. 2010

Bacteroides-Prevotella 16s rRNA
Bernhard and Field, 2000b; 

Hussein et al., 2014

1 81 60.0 30 Bacteroidales 16s rRNA

16s rRNA Kildare et al., 2007

2 129 60.0 30 Bacteroidetes 16s rRNA Siefring et al., 2008

รวมทุก

แหลง่ก ำเนดิ 

(Universal)

1 170 60.0 30 Bacteroidales

3 696a 53.7 60
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ตำรำงที่ 3 (ต่อ) รำยละเอียดไพรเมอร์ที่ใช้ทดสอบตัวอย่ำงน ้ำเสียชุมชนและมูลสัตว์  

ชนิด

แหล่งก ำเนิด
ล ำดบัท่ี ช่ือไพรเมอร์

รหสัไพร

เมอร์
ล ำดบัดีเอ็นเอ (5' - 3')

ขนำดไพร

เมอร ์(bp)

ขนำดดี

เอ็นเอ

ผลิตภณัฑ์

 (bp)

อุณหภมิู 

annealing 

(⁰C)

เวลำ 

annealing 

(วินำที)

ช่ือจุลินทรียท่ี์ตรวจวดั ช่ือยีน เอกสำรอ้ำงอิง

CF128F BT5486 CCA-ACY-TTC-CCG-WTA-CTC 18

Bac708R BT5492 CAA-TCG-GAG-TTC-TTC-GTG 18

Bac2F BT5868 GCT-TGT-TGC-GTT-CCT-TGAGAT-AAT 24

Bac2R BT5869 ACA-AGC-CAG-GTG-ATA-CAG-AAA-G 22

Bac3F BT5870 CTA-ATG-GAA-AAT-GGA-TGG-TAT-CT 23

Bac3R BT5871 GCC-GCC-CAG-CTC-AAA-TAG 18

qCS621F BT5872 AAC-CAC-AGC-CCG-CGA-TT 17

qBac725R BT5873 CAA-TCG-GAG-TTC-TTC-GTG-ATA-TCT-A 25

BoBac367f BT6078 GAA-GAC-TGA-ACC-AGC-CAA-GTA 21

BoBac467r BT6079 GCT-TAT-TCA-TAC-GGT-ACA-TAC-AAG 24

CP2-9F BT5808 GTA-AGA-CAG-CAA-CCC-CAT-GTA 21

CP2-9R BT5809 ACC-TAT-GGT-TCA-ACA-CGC-TTT-A 22

qCD362F-HU BT5810 AAT-ATT-GGT-CAA-TGG-GCG-AGA-G 22

qCD464R-HU BT5811 CAC-GTA-GTG-TCC-GTT-ATT-CCC-TTA 24

 LA35F BT5919 ACC-GGA-TAC-GAC-CAT-CTG-C 19

 LA35R BT5920 TCC-CCA-GTG-TCA-GTC-ACA-GC 20

Q-PvA-f BT5925 AGT-CCA-CGA-GAT-TGG-CAA-CA 20

Q-PvA-r BT5926 GCA-GGT-TAA-AGA-TTT-TCA-CG 20

Av4143F BT6080 TGC-AAG-TCG-AAC-GAG-GAT-TTC-T 22

Av4143R BT6081 TCA-CCT-TGG-TAG-GCC-GTT-ACC 21

Av43F BT6082 GCA-AGT-TGA-GCG-GAG-ATA-TGG 21

Av43R BT6083 ATC-GGC-CTA-TCC-CCC-AAT-ATA 21
a
DNA product size identified by BLAST

โค

ไก่

Ohad et al., 20166 100 60.0 30 Firmicutes 16s rRNA

Chicken/turkey 

parvoviruses
Virion protein 1/Virion protein 2 Carratala et al., 2012

5 244 60.0 30 Lactobacillus 16s rRNA Ohad et al., 2016

3 571 58.0 60 Brevibacterium 16s rRNA Weidhaas et al., 2010

4 81 60.0 30

16s rRNA Lu et al., 2007

2 102 60.0 30 Bacteroides–Prevotella 16s rRNA Kobayashi et al., 2013

1 245 45.0 30 Bacteroides fragilis

100 57.0 30 Bacteroides 16s rRNA Layton et al., 2006

Shanks et al., 2006

7 104a 62.0 30 Bacteroides-Prevotella 16s rRNA Okabe et al 2007

8

6 166 60.0 30 Bacteroidales

Gene encoding a sialic acid-

specific 9-O- acetylesterase 

secretory protein homolog

Bernhard and Field, 2000a

5 274 62.0 30 Bacteroidales

Gene encoding an HDIG domain 

protein involved in energy metab- 

olism and electron transport

Shanks et al., 2006

4 596a 62.0 60 Bacteriodales 16s rRNA
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2.2.2 ค้านวณหาความไว (sensitivity) และความจ้าเพาะ (specificity) 

ควำมจ้ำเพำะ หมำยถึง ควำมสำมำรถของไพรเมอร์ในกำรตรวจพบดีเอ็นเอเฉพำะตัวอย่ำงสัตว์ที่ต้องกำรชนิดเดียว 
โดยไม่สำมำรถตรวจพบดีเอ็นเอของตัวอย่ำงสัตว์ชนิดอื่นได้เลย เช่น ไพรเมอร์ส้ำหรับตรวจกลุ่มแบคทีเรียจำกชุมชน จะต้อง
ตรวจพบแบนด์ดีเอ็นเอในตัวอย่ำงน ้ำเสียชุมชนเท่ำนั น โดยจะต้องตรวจไม่พบแบนด์ดีเอ็นเอในตัวอย่ำงมูลสัตว์ชนิดอื่นเลย (ใน
ขอบเขตงำนวิจัยนี  คือ สุกร โค ไก่ เป็ด กระบือ แพะ และ แกะ) ซึ่งค่ำที่ดีที่สุด คือ 1.0 ดังนั น ค่ำควำมจ้ำเพำะเป็น
พำรำมิเตอร์ที่มีควำมส้ำคัญมำก ในกำรประเมินกำรคัดเลือกไพรเมอร์ แม้ยังไม่มีกำรระบุชัดเจนว่ำค่ำควำมจ้ำเพำะควรเป็น
เท่ำไรจึงจะยอมรับได้ แต่จำกกำรทบทวนวรรณกรรมที่เกี่ยวข้อง พบว่ำค่ำควำมจ้ำเพำะที่เหมำะสมควรไม่น้อยกว่ำ 0.90 
(Ahmed et al., 2009, 2008; Gawler et al., 2007; Odagiri et al., 2015) กำรค้ำนวณค่ำควำมจ้ำเพำะ ค้ำนวณได้จำก
สมกำรที่ 1 (Ballesté et al., 2010)  

     
FPTN

TN
s


       ----------------------------- (1) 

 เมื่อ s คือค่ำควำมจ้ำเพำะ (specificity), TN (true negative) คือ จ้ำนวนตัวอย่ำงสัตว์ชนิดอื่นท่ีตรวจไม่เจอแบนด์ดี
เอ็นเอ และ FP (false positive) คือ จ้ำนวนตัวอย่ำงสัตว์ชนิดอื่นที่ตรวจพบแบนด์ดีเอ็นเอ   นอกจำกนี  ค่ำควำมไว 
(sensitivity) ของไพรเมอร์แต่ละคู่ หมำยถึง ควำมสำมำรถของไพรเมอร์ในกำรตรวจพบดีเอ็นเอในทุกตัวอย่ำงของสัตว์ชนิดนั น 
โดยค่ำที่ดีที่สุด คือ 1.0 แม้ยังไม่มีกำระบุชัดเจนว่ำค่ำควำมไวควรเป็นเท่ำไรจึงจะยอมรับได้ แต่จำกกำรทบทวนวรรณกรรมที่
เกี่ยวข้อง พบว่ำค่ำควำมไวที่เหมำะสมควรไม่น้อยกว่ำ 0.65 (Gawler et al., 2007; Jenkins et al., 2009; Odagiri et al., 
2015) ค้ำนวณได้จำกสมกำรที่ 2  

    
FNTP

TP
r


       ------------------------------ (2) 

เมื่อ r คือค่ำควำมไว (sensitivity), TP (true positive) คือ จ้ำนวนตัวอย่ำงสัตว์ชนิดเป้ำหมำยที่ตรวจพบแบนด์ดี
เอ็นเอ และ FN (false negative) คือ จ้ำนวนตัวอย่ำงสัตว์ชนิดเป้ำหมำยที่ตรวจไม่พบแบนด์ดีเอ็นเอ  ผลกำรทดสอบน้ำมำ
ประเมินคัดเลือกคู่ไพรเมอร์  เพื่อให้ได้ไพรเมอร์อย่ำงน้อย 1-2 คู่ส้ำหรับแหล่งก้ำเนิดแต่ละชนิด โดยเกณฑ์คัดเลือกคือ 
ควำมจ้ำเพำะของไพรเมอร์มีค่ำไม่น้อยกว่ำ 0.90 และควำมไวของไพรเมอร์ไม่น้อยกว่ำ 0.65 
 

2.2.3 ประเมินคัดเลือกไพรเมอร์คู่ท่ีเหมาะสมที่สุดของวิธีพีซีอาร์ส้าหรับแต่ละแหล่งก้าเนิด 

 ท้ำกำรคัดเลือกไพรเมอร์คู่ที่ดีที่สุดของแต่ละชนิดแหล่งก้ำเนิด โดยใช้กำรเปรียบเทียบค่ำควำมไวและควำมจ้ำเพำะ
ของแต่ละคู่ไพรเมอร์ นอกจำกนี ท้ำกำรค้ำนวณค่ำพำรำมิเตอร์เพิ่มเติมของไพรเมอร์ คือ อัตรำกำรเกิดผลบวก ( positive 
predictive rate) และอัตรำกำรเกิดผลลบ   (negative predictive rate) (Kildare et al. 2007) โดยอัตรำกำรเกิดผลบวก 
คือสัดส่วนของจ้ำนวนตัวอย่ำงที่ผลเป็นบวกจริงต่อจ้ำนวนตัวอย่ำงที่เป็นบวกทั งหมด ใช้สูตรกำรค้ำนวณ ดังสมกำรที่ 3 

   อัตรำกำรเกิดผลบวก = TP/(TP+FP)  ------------------------------ (3) 

 โดย TP (true positive) คือ จ้ำนวนตัวอย่ำงสัตว์ชนิดเป้ำหมำยที่ตรวจพบแบนด์ดีเอ็นเอ และ FP (false positive) 
คือ จ้ำนวนตัวอย่ำงสัตว์ชนิดอื่นท่ีตรวจพบแบนด์ดีเอ็นเอ   
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ส่วนอัตรำกำรเกิดผลลบ คือสัดส่วนของจ้ำนวนตัวอย่ำงที่ผลเป็นลบจริงต่อจ้ำนวนตัวอย่ำงทั งหมดที่เป็นลบ ใช้สูตร
กำรค้ำนวณ ดังสมกำรที่ 4 
   อัตรำกำรเกิดผลลบ = TN/(TN+FN)   ------------------------------ (4) 

 เมื่อ TN (true negative) คือ จ้ำนวนตัวอย่ำงสัตว์ชนิดอื่นที่ตรวจไม่เจอแบนด์ดีเอ็นเอ และ FN (false negative) 
คือ จ้ำนวนตัวอย่ำงสัตว์ชนิดเป้ำหมำยที่ตรวจไม่พบแบนด์ดีเอ็นเอ   
 ดังนั น เมื่อน้ำวิธีพีซีอำร์ที่ได้จำกกำรทดสอบกับตัวอย่ำงมูลสัตว์และน ้ำเสียชุมชนนี ไปตรวจวิเครำะห์ตัวอย่ำงน ้ำจริงที่
ไม่ทรำบแหล่งปนเปื้อนมลพิษ ให้สมมติว่ำค่ำ อัตรำกำรเกิดผลบวก และอัตรำกำรเกิดผลลบ มีค่ำเท่ำเดิม เพรำะทดสอบใน
พื นที่เดิม ท้ำให้บ่งบอกควำมเป็นไปได้ที่ผลบวกนั นจะเป็นผลบวกจริงหรือผลลบนั นจะเป็นผลลบจริงได้ 
 
2.3 พัฒนำและทดสอบวิธีตรวจวิเครำะห์แบคทีเรียด้วยวิธีพีซีอำร์เชิงปริมำณ 

 

2.3.1 การสร้างกราฟมาตรฐานส้าหรับวัดปริมาณความเข้มข้นของแบคทีเรียเป้าหมายในแหล่งก้าเนิดต่างๆ  

 กำรศึกษำด้วยวิธีพีซีอำร์เชิงปริมำณนั นนิยมใช้กรำฟมำตรฐำนส้ำหรับบ่งบอกปริมำณควำมเข้มข้นของดีเอ็นเอ
เป้ำหมำยซึ่งเป็นยีนท่ีมีควำมจ้ำเพำะในสิ่งมีชีวิตที่สนใจ ในกำรศึกษำในครั งนี ผู้ศึกษำท้ำกำรศึกษำยีน 16s rRNA ของแบคทีเรีย
ในกลุ่ม Bacteroidales ซึ่งเป็นแบคทีเรียที่มีควำมจ้ำเพำะกับแหล่งก้ำเนิดสูง หรืออำจกล่ำวอีกนัยหนึ่งได้ว่ำมีควำมจ้ำเพำะใน
สัตว์ต่ำงๆ ซึ่งจะแตกต่ำงกันไปแปรผันตำมชนิดของสัตว์ กำรศึกษำได้ใช้ไพรเมอร์ทั งหมด 5 คู่ ดังตำรำงท่ี 4 ซึ่งมีควำมจ้ำเพำะ
ต่อสุกร ไก่ โค น ้ำเสียชุมชน และ รวมทุกแหล่งก้ำเนิด (universal) ในกำรตรวจวิเครำะห์ดีเอ็นเอของแบคทีเรียในมูลของสัตว์
ชนิดต่ำงๆ ดังกล่ำวมำแล้วข้ำงต้น ซึ่งเป็นแหล่งก้ำเนิดหลัก รวมทั งมูลสัตว์อื่นๆที่เป็นแหล่งก้ำเนิดรองที่ท้ำให้เกิดมลพิษทำงน ้ำ
ด้วย โดยไพรเมอร์ทั ง 5 คู่นี ได้รับกำรคัดเลือกมำแล้วด้วยวิธีพีซีอำร์ว่ำให้ผลแม่นย้ำที่สุดกับตัวอย่ำงมูลของสัตว์ชนิดต่ำงๆจำก
บริเวณลุ่มน ้ำท่ำจีน  

เนื่องจำกกำรศึกษำในครั งนี มีปริมำณตัวอย่ำงเป็นจ้ำนวนมำก วิธีกำรสร้ำงกรำฟมำตรฐำนที่เหมำะสมกับกำรป้อน
ตัวอย่ำงหลำยรอบ คือกรำฟมำตรฐำนแบบ mixed model (Sivaganesan et al., 2010) โดยท้ำกำรสร้ำงกรำฟจำกดีเอ็นเอ
ต้นแบบที่ท้ำกำรสังเครำะห์ขึ นซึ่งมีขนำด 521 คู่เบส  และในดีเอ็นเอต้นแบบ 1 สำยประกอบด้วยยีน 16s rRNA ของ 
Bacteroidales ที่จ้ำเพำะต่อ สุกร โค น ้ำเสียชุมชน และ รวมทุกแหล่งก้ำเนิด (universal) ตำมล้ำดับ ดังรูปที่ 1  ในขณะที่ดี
เอ็นเอต้นแบบของไพรเมอร์ไก่สร้ำงจำกกำรโคลนพีซีอำร์เป้ำหมำยลงในพลำสมิด หลังจำกนั นท้ำกำรเจือจำงดีเอ็นเอต้นแบบที่
ควำมเข้มข้นต่ำงๆ รวม 6 ควำมเข้มข้น ซึ่งประกอบด้วยจ้ำนวนยีน 5 x 106, 5 x 105, 5 x 104, 5 x 103, 5 x 102, และ 50 
gene copy numbers ตำมล้ำดับ ในแต่ละคู่ไพรเมอร์ท้ำกำรทดสอบด้วยปฏิกิริยำพีซีอำร์เชิงปริมำณกับดีเอ็นเอต้นแบบทั ง 6 
ควำมเข้มข้น แต่ละควำมเข้มข้นท้ำซ ้ำ 3 ครั ง รวมเป็น 18 ปฏิกิริยำต่อคู่ไพรเมอร์ อีกทั งยังทดสอบกับตัวอย่ำงควบคุมเชิงลบ 
(negative control) ซึ่งเตรียมจำกปฏิกิริยำที่ไม่มีดีเอ็นเอต้นแบบ โดยท้ำซ ้ำ 3 ครั งต่อคู่ไพรเมอร์ ในหนึ่งคู่ไพรเมอร์ท้ำกำร
สร้ำงกรำฟมำตรฐำนจ้ำนวน 4 เส้น จำกกำรป้อนตัวอย่ำงคนละรอบ ท้ำซ ้ำจนครบส้ำหรับ 4 คู่ไพรเมอร์ ส่วนประกอบปฏิกิริยำ
พีซีอำร์เชิงปริมำณปริมำตร 20 ไมโครลิตร ประกอบด้วย 1. ไพรเมอร์ด้ำนหน้ำและด้ำนหลัง ท่ีควำมเข้มข้น 10 ไมโครโมลำร์ 
อย่ำงละ 0.8 ไมโครลิตร, 2. ดีเอ็นเอติดตำม (probe) ควำมเข้มข้น 10 ไมโครโมลำร์ ปริมำตร 0.4 ไมโครลิตร  3. ดีเอ็นเอ
ต้นแบบที่ควำมเข้มข้นต่ำงๆ ปริมำตร 5 ไมโครลิตร, 4. iTaq Universal Probes Supermix (2X) ปริมำตร 10 ไมโครลิตร 
และ 4. น ้ำกลั่นปรำศจำกเชื อ ปริมำตร 3 ไมโครลิตร จำกนั นน้ำมำทดสอบด้วยเครื่องพีซีอำร์เชิงปริมำณ ( StepOnePlus, 
Thermo Fisher Scientific) ด้วยชนิดรอบดังนี : ขั นตอน initial denaturation ที่อุณหภูมิ 95 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 3 
นำที ตำมด้วย 40 รอบของขั นตอน denaturation ที่อุณหภูมิ 95 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ  20 วินำที ตำมด้วยขั นตอน 
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annealing และขั นตอน  elongation ที่อุณหภูมิ  60 องศำเซลเซียสเป็นเวลำ 60 วินำที (รำยละเอียดแสดงในภำคผนวก ข
11) 
 ผลกำรทดสอบด้วยปฏิกิริยำพีซีอำร์เชิงปริมำณได้ค่ำ cycle threshold หรือ Ct โดยค่ำ Ct ที่ได้จำกกำรท้ำซ ้ำ 3 
ครั งในแต่ละควำมเข้มข้นน้ำมำหำค่ำเฉลี่ย (Ct mean) หลังจำกนั นน้ำมำสร้ำงกรำฟมำตรฐำน โดยใช้ค่ำ Ct mean (แกน Y) 
และปริมำณควำมเข้มข้นของดีเอ็นเอต้นแบบ (แกน X) หลังจำกนั น ท้ำกำรวิเครำะห์เส้นกรำฟมำตรฐำนทั ง 4 เส้นต่อหนึ่งคู่
ไพรเมอร์เพื่อหำค่ำควำมแตกต่ำงทำงสถิติและหำค่ำควำมชันเฉลี่ย (pooled slope) โดยใช้ multiple linear regression 
ด้วยโปรแกรม GraphPad Prism 5  
 นอกจำกนี  ท้ำกำรค้ำนวณค่ำ PCR amplification efficiency (E) ของแต่ละไพรเมอร์จำกควำมชันเฉลี่ยของกรำฟ
มำตรฐำน โดยค้ำนวนจำกสมกำร 5 ซึ่งค่ำท่ียอมรับได้จะอยู่ในช่วง 90 – 110 % 
 

PCR amplification efficiency (E) = 10-1/slope – 1 ……………(5) 
 
ตำรำงที่ 4 รำยละเอียดไพรเมอร์ที่ใช้ทดสอบตัวอย่ำงน ้ำเสียชุมชนและมูลสัตว์ด้วยวิธีพีซีอำร์เชิงปริมำณ 

 
 

 

รูปที่ 1 ล้ำดับนิวคลีโอไทด์ของดีเอ็นเอต้นแบบที่ถูกสังเครำะห์เพื่อใช้ในกำรสร้ำงกรำฟมำตรฐำนและต้ำแหน่งไพรเมอร์และ  
โพรบที่ใช้ในกำรทดสอบ 
 

ชนิดแหล่งก ำเนิด ช่ือไพรเมอร์ รหสัไพรเมอร์ ล ำดบัดีเอ็นเอ (5' - 3')
ขนำดไพร

เมอร์ (bp)

ขนำดดีเอ็นเอ

ผลิตภณัฑ ์(bp)

อุณหภมิู 

annealing 

(

⁰

C)

ช่ือจลิุนทรีย์

ท่ีตรวจวดั
ช่ือยีน เอกสำรอ้ำงอิง

GenBac3F Uni_F GGG-GTT-CTG-AGA-GGA-AGG-T 19

GenBac4R Uni_R CCG-TCA-TCC-TTC-ACG-CTA-CT 20

– Uni_P FAM-CAA-TAT-TCC-TCA-CTG-CTG-CCT-CCC-GTA-TAMRA 27

HF183 Hum_F ATC-ATG-AGT-TCA-CAT-GTC-CG 20

BFDrev Hum_R CGT-AGG-AGT-TTG-GAC-CGT-GT 20

– Hum_P FAM-CTG-AGA-GGA-AGG-TCC-CCC-ACA-TTG-GA-TAMRA 26

Pig-2-Bac41F Pig_F GCA-TGA-ATT-TAG-CTT-GCT-AAA-TTT-GAT 27

Pig-2-Bac163Rm Pig_R ACC-TCA-TAC-GGT-ATT-AAT-CCG-C 22

– Pig_P FAM-TCC-ACG-GGA-TAG-CC-TAMRA 14

Bac3F Cow_F CTA-ATG-GAA-AAT-GGA-TGG-TAT-CT 23

Bac3R Cow_R GCC-GCC-CAG-CTC-AAA-TAG 18

– Cow_P FAM-CCT-TAT-ACA-TTG-AGC-ATC-GAG-GCC-TAMRA 24

qCD362F-HU PCH_F AAT-ATT-GGT-CAA-TGG-GCG-AGA-G 22

qCD464R-HU PCH_R ACC-TCA-TAC-GGT-ATT-AAT-CCG-C 22

– PCH_P FAM-TCC-TTC-ACG-CTA-CTT-GG-TAMRA 17

ไก่ 102 60.0
Bacteroides – 

Prevotella
16s rRNA

Kobayashi et al., 

2013

โค 166 60.0 Bacteroidales

Gene encoding a sialic acid-

specific 9-O- acetylesterase 

secretory protein homolog

Shanks et al., 2006

สุกร 116 60.0 Bacteroides 16s rRNA Mieszkin et al., 2009

ชมุชน 167 60.0

Bacteroides 

dorei/ total 

Bacteroidales

16s rRNA Haugland et al. 2010

รวมทุก

แหล่งก ำเนิด 

(Universal)

129 60.0 Bacteroidetes 16s rRNA Siefring et al., 2008
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กำรหำค่ำ limit of detection (LOD) และ limit of quantification (LOQ) 

 LOD คือ ปริมำณควำมเข้มข้นของยีนเป้ำหมำยที่น้อยที่สุดที่สำมำรถตรวจวัดได้ และเช่ือมั่นได้ว่ำเป็นยีนเป้ำหมำยที่
จ้ำเพำะต่อไพรเมอร์ที่ใช้ศึกษำจริงที่ระดับควำมเช่ือมั่น 95% โดยอ้ำงอิงวิธีกำรศึกษำจำก Francy et al., 2017 ซึ่งวิธีกำร
ศึกษำท้ำโดยน้ำดีเอ็นเอต้นแบบที่ท้ำกำรสังเครำะห์ขึ นที่ควำมเข้มข้นต่้ำสุดที่ 10 gene copy numbers มำทดสอบด้วยวิธีพีซี
อำร์เชิงปริมำณและท้ำซ ้ำ 10 ครั ง หลังจำกนั นท้ำกำรหำค่ำเฉลี่ย CtLOD และต้องมีค่ำเบี่ยงเบนมำตรฐำนท่ีไดจ้ำกกำรค้ำนวนทั ง 
10 ซ ้ำไม่เกิน 0.5 (SD < 0.5) รวมทั งใน 10 ซ ้ำต้องสำมำรถตรวจวัดได้ทั งหมด (ควำมเช่ือมั่น 95%) หำกควำมเข้มข้นที่
ทดสอบไม่เป็นไปตำมเกณฑ์ที่ก้ำหนด ให้ท้ำกำรปรับควำมเข้มข้นขึ นมำครั งละ 10 gene copy numbers และท้ำกำรทดลอง
ด้วยวิธีดังกล่ำวข้ำงต้น จนกว่ำจะได้ค่ำเฉลี่ย CtLOD และ ค่ำเบี่ยงเบนมำตรฐำนเป็นไปตำมที่ก้ำหนด ควำมเข้มข้นที่ได้เป็นค่ำ 
LOD  
 LOQ เป็นควำมเข้มข้นของยีนเป้ำหมำยที่ต่้ำที่สุดที่สำมำรถค้ำนวนหำควำมเข้มข้นได้อย่ำงถูกต้อง โดย LOQ จะ
ค้ำนวนได้จำกค่ำเฉลี่ยและค่ำเบี่ยงเบนมำตรฐำนของ CtLOD ตำมสมกำรที่ 6 

 

…….. (6) 
 

กำรเจือจำงตัวอย่ำงดีเอ็นเอเพื่อใช้ในกำรทดสอบ 

 ตัวอย่ำงดีเอ็นเอที่ใช้ในกำรทดสอบ เป็นตัวอย่ำงดีเอ็นเอชุดเดียวกับที่ใช้ทดสอบวิธีพีซีอำร์ ก่อนทดสอบได้ท้ำกำรวัด
ควำมเข้มข้นด้วย NanoDrop™ 2000 Spectrophotometers (Thermo Fisher Scientific) อีกครั งก่อนกำรเจือจำงตัวอย่ำง
ให้ได้ควำมเข้มข้น 20 นำโนกรัมต่อ 5 ไมโครลิตร  10 นำโนกรัมต่อ 5 ไมโครลิตร และ 5 นำโนกรัมต่อ 5 ไมโครลิตร ส้ำหรับ
ตัวอย่ำงที่มำจำกแหล่งก้ำเนิดหลัก (สุกร โค น ้ำเสียชุมชน และไก่) และ 20 นำโนกรัมต่อ 5 ไมโครลิตรส้ำหรับตัวอย่ำงที่มำจำก
แหล่งก้ำเนิดรอง (เป็ด กระบือ แพะ และแกะ) หลังจำกนั น ท้ำกำรเก็บตัวอย่ำงดีเอ็นเอที่เจือจำงที่ 4 องศำเซลเซียส เพื่อ
หลีกเลี่ยงกำรแช่แข็งและละลำยหลำยรอบ และใช้ในกำรทดลองภำยใน 1 สัปดำห์โดยได้ท้ำกำรทดสอบเบื องต้นพบว่ำปริมำณ
ดีเอ็นเอไม่ลดลงอย่ำงมีนัยส้ำคัญในช่วงกำรเก็บตัวอย่ำง 
 

2.3.2 การวัดจ้านวนยีน (gene copy number) ในตัวอย่างดีเอ็นเอของมูลสัตว์และน้้าเสียชุมชนด้วยวิธีพีซีอาร์เชิง
ปริมาณ 

 ท้ำกำรทดสอบตัวอย่ำงดีเอ็นเอที่เจือจำงแล้วด้วยไพรเมอร์ทั ง 5 คู่ ดังตำรำงที่ 4 โดยทดสอบซ ้ำ 2 ครั งในตัวอย่ำงดี
เอ็นเอแต่ละควำมเข้มข้น ท้ำกำรค้ำนวนหำยีนก็อปปี้ของดีเอ็นเอเป้ำหมำยที่จ้ำเพำะต่อไพรเมอร์นั นๆ ด้วยค่ำ Ct เฉลี่ยที่ได้จำก
ตัวอย่ำงดีเอ็นเอควำมเข้มข้น 20 นำโนกรัมต่อ 1 ปฏิกิริยำ หำกพบว่ำตัวอย่ำงใดเกิดกำรยับยั งของปฏิกิริยำพีซีอำร์ ( PCR 
inhibition) (รำยละเอียดดังหัวข้อ 2.3.3) ให้ใช้ค่ำ Ct เฉลี่ยของตัวอย่ำงที่ควำมเข้มข้น 10 นำโนกรัมต่อ 1 ปฏิกิริยำแทน ใน
กำรทดสอบด้วยวิธีพีซีอำร์เชิงปริมำณทุกครั งได้ท้ำกำรทดสอบควบคู่กับตัวอย่ำงควบคุมเชิงลบ (negative control) ซึ่งไม่มีดี
เอ็นเอต้นแบบในปฏิกิริยำ และตัวอย่ำงควบคุมเชิงบวก (positive control) ซึ่งใช้ดีเอ็นเอต้นแบบสังเครำะห์ที่ควำมเข้มข้น 5 
x 106, 5 x 105, หรือ 5 x 104 gene copy numbers โดยท้ำกำรทดสอบกับตัวอย่ำงควบคุมเชิงบวกและเชิงลบซ ้ำ 3 ครั ง 
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จำกนั น ท้ำกำรค้ำนวณค่ำ Ct เฉลี่ย รวมทั งค่ำเบี่ยงเบนมำตรฐำน (SD) โดยค่ำเบี่ยงเบนมำตรฐำนท่ีไดต้้องไมเ่กิน 0.5 
ในแต่ละตัวอย่ำง  ถ้ำตัวอย่ำงใดมีค่ำเบี่ยงเบนมำตรฐำนเกินกว่ำที่ก้ำหนด ให้ท้ำกำรทดสอบด้วยวิธีพีซีอำร์เชิงปริมำณซ ้ำอีก 
จนกว่ำจะได้ค่ำเบี่ยงเบนมำตรฐำนอยู่ในระดับที่ก้ำหนด อย่ำงไรก็ตำม หำกค่ำเบี่ยงเบนมำตรฐำนที่เกินกว่ำที่ก้ำหนดนั นเป็น
เหตุมำจำกค่ำ Ct ในแต่ละซ ้ำเกิน 35 ขึ นไป จะไม่ถูกน้ำมำท้ำต่อเพรำะมีค่ำ Ct สูงกว่ำค่ำ LOD ดังนั น เมื่อได้ค่ำ Ct เฉลี่ยแล้ว
น้ำมำค้ำนวนค่ำจ้ำนวนยีนดังสมกำรที่ 7 กำรแทนค่ำในสมกำรนั นค่ำ m น้ำมำจำกควำมชันเฉลี่ยที่ได้จำกกำรสร้ำงกรำฟ
มำตรฐำน ส่วนค่ำ b ซึ่งเป็นจุดตัดแกน Y ได้จำกกำรน้ำ Ct เฉลี่ยของตัวอย่ำงควบคุมเชิงบวกไปแทนค่ำในสมกำรที่ 8 ซึ่งเป็น
กำรค้ำนวณแบบ mixed model ที่ช่วยลดควำมคลำดเคลื่อนได้มำกกว่ำกำรน้ำค่ำจุดตัดแกน Y ที่ได้จำกกรำฟมำตรฐำนมำใช้
ในกำรค้ำนวน (Sivaganesan et al., 2010) 

 
Log10 concentration = (Ct - b) / m   ……………(7) 

 
        เมื่อ b = จุดตัดแกน Y  
         m = ควำมชันเฉลี่ยของกรำฟมำตรฐำน 

 
b = -((Log10 concentration * m)-Ct)   ……………….(8) 

 
   เมื่อ Log10 concentration = ค่ำล็อคควำมเข้มข้นของตัวอย่ำงควบคุมเชิงบวก  
         m = ควำมชันเฉลี่ยของกรำฟมำตรฐำน 
 
 หลังจำกนั น ท้ำกำรค้ำนวณทำงสถิติเพื่อทดสอบควำมแตกต่ำงอย่ำงมีนัยส้ำคัญระหว่ำงจ้ำนวนยีน ( gene copy 
numbers) จำกตัวอย่ำงเป้ำหมำยและตัวอย่ำงที่ไม่ใช่เป้ำหมำย โดยใช้สถิติ one way ANOVA ด้วย Dunnett's Multiple 
Comparison Test (P<0.05)  
 

กำรก้ำหนดค่ำ Ct cut-off   

เนื่องจำกกำรทดสอบด้วยวิธีพีซีอำร์เชิงปริมำณมีควำมไวสูง ในบำงครั งอำจพบผลบวกลวง ( false positives) ใน
ตัวอย่ำงควบคุมเชิงลบ (negative control) ขึ นได้ ดังนั น ในกำรก้ำหนดเกณฑ์บ่งชี ว่ำผลกำรทดสอบเป็นผลบวกจริง (true 
positives) หรือผลบวกลวง ท้ำได้โดยน้ำค่ำเฉลี่ย Ct ของตัวอย่ำงควบคุมเชิงลบที่ทดสอบควบคู่กับตัวอย่ำงปกติในแต่ละรอบ 
รวมทั งค่ำเบี่ยงเบนมำตรฐำน มำค้ำนวณค่ำ Ct cut-off ดังสมกำรที่ 9 (Chandelier et al., 2006) 

 
Ct cut-off = M-(3*SD)  ………….(9) 

 
          เมื่อ      M = ค่ำเฉลี่ย Ct ของตัวอย่ำงควบคุมเชิงลบ 
          SD = ค่ำเบี่ยงเบนมำตรฐำน 
 
 จำกนั น ท้ำกำรเปรียบเทียบค่ำเฉลี่ย Ct ที่ได้จำกตัวอย่ำง (Ctmean) กับค่ำ Ctcut-off โดยมีเกณฑ์กำรพิจำรณำจ้ำแนก
ได้ 4 กรณี ดังนี  คือ 
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1. กรณีที่ Ctmean > Ctcut-off หรือตัวอย่ำงไม่สำมำรถเพิ่มปริมำณดีเอ็นเอในปฏิกิริยำพีซีอำร์เชิงปริมำณ (ซึ่งไม่แสดง
ค่ำ Ct หลังจำกกำรรันเสร็จสิ น) ให้พิจำรณำผลเป็นลบ คือตรวจไม่พบ หรือผลบวกที่ได้อำจเป็นผลบวกลวงอันเนื่องมำจำก
ตัวอย่ำงควบคุมเชิงลบ (UN; undetermined) 
  2. กรณีที่  CtLOD < Ctmean < Ctcut-off ให้พิจำรณำผลเป็นลบ คือตรวจไม่พบเช่นกัน (ND; no detection) ซึ่ง
หมำยควำมว่ำดีเอ็นเอเป้ำหมำยมีปริมำณน้อยเกินกว่ำจะตรวจสอบได้ที่ระดับควำมมั่นใจ 95% 

3. กรณีที่ CtLOQ < Ctmean < CtLOD < Ctcut-off ให้พิจำรณำผลเป็นบวก คือตรวจพบแม้ว่ำจะบอกปริมำณไม่ได้ (NQ; 
no quantification) ซึ่งหมำยควำมว่ำสำมำรถตรวจพบได้แต่อยู่เกินขอบเขตที่จะบอกปริมำณได้อย่ำงแม่นย้ำ  

4. กรณีที่ Ctmean < CtLOQ < CtLOD < Ctcut-off ให้พิจำรณำผลเป็นบวก คือตรวจพบและบอกปริมำณได้ 

2.3.3 การค้านวณค่าความจ้าเพาะ (specificity) ความไว (sensitivity) ความถูกต้อง (accuracy) อัตราการเกิดผล
บวก (positive predictive rate) และอัตราการเกิดผลลบ (negative predictive rate)  

กำรค้ำนวณค่ำควำมจ้ำเพำะ (specificity) ควำมไว (sensitivity) กำรเกิดผลบวก (positive predictive rate) และ
อัตรำกำรเกิดผลลบ (negative predictive rate) แสดงไว้ในหัวข้อ 2.2.2 และ 2.2.3  นอกจำกนี ท้ำกำรค้ำนวณค่ำควำม
ถูกต้อง (accuracy) ของไพรเมอร์แต่ละคู่ หมำยถึง ควำมสำมำรถของไพรเมอร์ในกำรตรวจพบดีเอ็นเอในทุกตัวอย่ำงของมูล
สัตว์เป้ำหมำยและต้องไม่สำมำรถตรวจพบดีเอ็นเอของตัวอย่ำงมูลสัตว์ที่ไม่ใช่เป้ำหมำยได้เลย โดยค่ำที่ดีที่ สุด คือ 1.0 ซึ่ง
ค้ำนวนได้จำกสมกำรที่ 10  

FN+TN+FP+TP

TN+TP
Accuracy       …………. (10) 

ในกำรค้ำนวณค่ำพำรำมิเตอร์ดังกล่ำวนี  จะเห็นได้ว่ำเป็นกำรน้ำผลในเชิงคุณภำพ คือผลบวกหรือผลลบเท่ำนั น โดย
ไม่ค้ำนึงถึงปริมำณดีเอ็นเอที่ตรวจวัดได้ มำใช้ในกำรค้ำนวณ ทั งนี  เพื่อเป็นกำรเปรียบเทียบโดยตรงกับวิธีพีซีอำร์ เพื่อใช้ในกำร
ประเมินควำมสำมำรถและควำมเหมำะสมเปรียบเทียบวิธีพีซีอำร์และพีซีอำร์เชิงปริมำณ ดังแสดงในหัวข้อ 2.4  

 
กำรตรวจสอบกำรยับยั งปฏิกิริยำพีซีอำร์เชิงปริมำณ (qPCR inhibition)  

เนื่องจำกในตัวอย่ำงจำกสิ่งแวดล้อม มักมีกำรปนเปื้อนสำรยับยั งปฏิกิริยำพีซีอำร์ ท้ำให้ผลที่ได้มีค่ำต่้ำกว่ำควำมเป็น
จริง จึงจ้ำเป็นต้องท้ำกำรตรวจสอบกำรเกิดกำรยับยั งปฏิกิริยำและค้ำนวณค่ำกลับเพื่อให้ได้ผลที่แม่นย้ำ วิธีท่ีได้รับควำมนิยม
ในกำรใช้ตรวจสอบกำรเกิดกำรยับยั งปฏิกิริยำ ได้แก่ วิธีกำรเจือจำงตัวอย่ำง ซึ่งให้ผลดีกว่ำวิธีกำรเติมตัวอย่ำงควบคุมเชิงบวก 
(positive controls or internal amplification control)  (Bustin et al. , 2009; Cao et al. , 2012; Staley et al. , 
2012) โดยท้ำกำรเจือจำงตัวอย่ำงจำกแหล่งก้ำเนิดหลัก (โค สุกร น ้ำเสียชุมชน และไก่) ดังรำยละเอียดในหัวข้อ 2.3.1 
หลังจำกนั น ท้ำกำรทดสอบด้วยวิธีพีซีอำร์เชิงปริมำณ โดยแต่ละควำมเข้มข้นท้ำกำรทดสอบซ ้ำ 2 ครั ง น้ำ Ct เฉลี่ยของแต่ละ
ควำมเข้มข้นในแต่ละตัวอย่ำง ท่ีให้ค่ำเบี่ยงเบนมำตรฐำนน้อยกว่ำ 0.5 มำสร้ำงกรำฟควำมสัมพันธ์ระหว่ำงควำมเข้มข้นของดี
เอ็นเอกับค่ำเฉลี่ย Ct และค้ำนวณค่ำสัมประสิทธิ์กำรตัดสินใจ (coefficient of determination, R2) ส้ำหรับตัวอย่ำงที่มีค่ำ
สัมประสิทธิ์กำรตัดสินใจต่้ำกว่ำ 0.9 จะพิจำรณำว่ำตัวอย่ำงนั นมีสำรยับยั งปฏิกิ ริยำพีซีอำร์เชิงปริมำณ ท้ำกำรค้ำนวณ
เปอร์เซ็นต์กำรพบสำรยับยั งปฏิกิริยำพีซีอำร์จำกสมกำรที่ 11 

 

         (11) 
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ควำมชุกสัมพัทธ์ของดีเอ็นเอเป้ำหมำยในแต่ละแหล่งก้ำเนิด 

ควำมชุกสัมพัทธ์ (relative abundance) คืออัตรำส่วนของปริมำณดีเอ็นเอเป้ำหมำยที่ตรวจวัดได้ด้วยไพรเมอร์
เป้ำหมำย ต่อปริมำณดีเอ็นเอที่ตรวจวัดได้จำกไพรเมอร์ที่จ้ำเพำะกับทุกแหล่งก้ำเนิด (universal) ในตัวอย่ำงนั น โดยหำได้จำก
สมกำรที่ 12 

. 

        (12) 

2.3.4 ประเมินเพ่ือเลือกคู่ไพรเมอร์ที่เหมาะสมในแต่ละแหล่งก้าเนิดเป้าหมาย 

 ประสิทธิภำพของไพรเมอร์แต่ละคู่ในกำรใช้จ้ำแนกแหล่งก้ำเนิดด้วยวิธีพีซีอำร์เชิงปริมำณ จะถูกพิจำรณำจำก
พำรำมิเตอร์ต่ำงๆ ที่ได้ท้ำกำรทดสอบดังที่กล่ำวไปแล้วข้ำงต้น เช่น ค่ำ PCR amplification efficiency ค่ำควำมจ้ำเพำะ 
(specificity) ควำมไว (sensitivity) ควำมถูกต้อง (accuracy) อัตรำกำรเกิดผลบวก (positive predictive rate) อัตรำกำร
เกิดผลลบ (negative predictive rate) รวมทั งปริมำณยีนของดีเอ็นเอเป้ำหมำย 
 
2.4 วิเครำะห์ควำมเหมำะสมระหว่ำงเทคนิคพีซีอำร์และพีซีอำร์เชิงปริมำณในด้ำนต้นทุน ข้อได้เปรียบ และข้อจ ำกัดเชิง
เทคนิค 

 เทคนิคพีซีอำร์เป็นเทคนิคที่ใช้อย่ำงแพร่หลำยในปัจจุบันเพื่อกำรตรวจสอบ วินิจฉัย และเพิ่มจ้ำนวนยีนเป้ำหมำย 
หรือประยุกต์ใช้ในด้ำนอื่นๆ โดยใช้หลักกำรพื นฐำนในกำรสังเครำะห์ดีเอ็นเอสำยใหม่จำกสำยดีเอ็นเอที่เป็นต้นแบบซึ่งเป็นดี
เอ็นเอเป้ำหมำย ด้วยเอนไซม์ DNA polymerase และใช้ไพรเมอร์ที่มีควำมจ้ำเพำะกับดีเอ็นเอเป้ำหมำย 1 คู่ โดยมีขั นตอนที่
ส้ำคัญคือ ขั นแรก เรียกว่ำ denaturing เป็นกำรแยกสำยดีเอ็นเอที่เป็นต้นแบบจำกสำยคู่ ให้เป็นสำยเดี่ยวโดยใช้อุณหภูมิสูง 
92-95 องศำเซลเซียสในกำรท้ำลำยพันธะไฮโดรเจน ขั นที่สองเรียกว่ำ annealing เป็นขั นตอนท่ีลดอุณหภูมิลงเพื่อให้ไพรเมอร์
ซึ่งเป็นดีเอ็นเอสำยสั น ๆ (ประกอบด้วยนิวคลีโอไทด์จ้ำนวน 14-30 เบส) ที่มีล้ำดับเบสเป็นคู่สมกับดีเอ็นเอท่ีเป็นต้นแบบจับคู่
กัน ซึ่งอุณหภูมิจะแตกต่ำงกันไปในแต่ละคู่ไพรเมอร์อยู่ในช่วง 37-60 องศำเซลเซียส ขั นท่ี 3 เรียกว่ำ extension เป็นขั นตอน
กำรสังเครำะห์ดีเอ็นเอสำยใหม่โดยสังเครำะห์ต่อจำกไพรเมอร์ตำมข้อมูลบนดีเอ็นเอที่เป็นต้นแบบแต่ละสำยโดยอำศัยกำร
ท้ำงำนของเอนไซม์ DNA polymerase ซึ่งเอนไซม์นี สำมำรถท้ำงำนได้ดีที่สุดที่อุณหภูมิ 72-75 องศำเซลเซียส หลังจำกได้ดี
เอ็นเอผลิตภัณฑ์แล้วจะถูกน้ำไปวิเครำะห์โดยกำรโหลดลงใน agarose เจลเพื่อท้ำกำรย้อมและดูขนำดดีเอ็นเอผลิตภัณฑ์ที่ได้  

 เทคนิคพีซีอำร์เชิงปริมำณเป็นเทคนิคที่ถูกพัฒนำมำจำกกำรท้ำพีซีอำร์แบบดั งเดิม  โดยใช้เอนไซม์ DNA 
polymerase และใช้ไพรเมอร์ที่มีควำมจ้ำเพำะกับดีเอ็นเอเป้ำหมำย 1 คู่เช่นเดียวกัน  แต่มีควำมแตกต่ำงคือกำรติดฉลำกด้วย
สำรเรืองแสงในดีเอ็นเอผลิตภัณฑ์ท้ำให้สำมำรถวัดปริมำณของดีเอ็นเอเป้ำหมำยจำกตัวอย่ำงดีเอ็นเอได้และสำมำรถวัดปริมำณ
ดีเอ็นเอที่เพิ่มขึ นมำได้ทันทีในแต่ละรอบของปฏิกิริยำโดยไม่ต้องรอให้กระบวนกำรเสร็จสิ นก่อน กำรใช้สำรเ รืองแสงในกำร
ตรวจสอบดีเอ็นเอต้นแบบนั นสำมำรถท้ำได้หลำยวิธี เช่น กำรใช้สีฟลูออเรสเซนต์ที่สำมำรถเข้ำจับกับดีเอ็นเอตรงต้ำแหน่ง 
minor groove ของดีเอ็นเอสำยคู่ (SYBR Green) หรือกำรใช้ดีเอ็นเอติดตำม (probe) ที่ติดฉลำกด้วยสีฟลูออเรสเซนต์ซึ่งเป็น
วิธีที่ผู้วิจัยใช้ในกำรศึกษำเนื่องจำกมีควำมจ้ำเพำะสูงกว่ำกำรใช้สีฟลูออเรสเซนต์แบบ SYBR Green ดีเอ็นเอติดตำมเป็นดีเอ็น
เอเส้นเดี่ยวที่มีควำมจ้ำเพำะกับดีเอ็นเอต้นแบบ ประกอบด้วย reporter dye ที่จับอยู่ปลำย 5’ ซึ่งเป็นสี fluorescein เช่น 
FAM, TET และ HEX เป็นต้น ส่วน quencher dye จะจับที่ปลำย 3’ ของดีเอ็นเอติดตำม เช่น TAMRA เป็นต้น เมื่อเกิด
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ปฎิกิริยำสังเครำะห์ดีเอ็นเอสำยใหม่ (extension) เอนไซม์ DNA polymerase ที่มี 5’ nuclease activity จะตัด reporter 
dye ออกจำกดีเอ็นเอติดตำม ท้ำให้ reporter dye หลุดห่ำงออกจำก quencher dye และสำมำรถคำยพลังงำนออกมำในรูป
ของแสงฟลูออเรสเซนต์จึงสำมำรถท้ำกำรตรวจสอบปริมำณดีเอ็นเอเป้ำหมำยได้ ประสิทธิภำพและควำมเหมำะสมของเทคนิค
พีซีอำร์และพีซีอำร์เชิงปริมำณจะพิจำรณำจำกค่ำพำรำมิเตอร์ต่ำงๆ เช่น ค่ำ PCR amplification efficiency ค่ำควำมจ้ำเพำะ 
(specificity) ควำมไว (sensitivity) ควำมถูกต้อง (accuracy) อัตรำกำรเกิดผลบวก (positive predictive rate) อัตรำกำร
เกิดผลลบ (negative predictive rate) และ limit of detection ในแต่ละไพรเมอร์ที่ได้จำกกำรศึกษำ รวมทั งข้อได้เปรียบ 
ข้อเสียเปรียบและต้นทุนท่ีใช้ในกำรศึกษำ  
 
2.5 ตรวจสอบกลุ่มแบคทีเรียที่ เชื่อมโยงกับแหล่งก ำเนิดด้วยวิธีที่ พัฒนำขึ้น  ควบคู่กับกำรตรวจสอบคุณภำพน้ ำ
พำรำมิเตอร์ตำมมำตรฐำนคุณภำพน้ ำในแหล่งน้ ำผิวดิน 

กำรคัดเลือกสถำนีเก็บตัวอย่ำงน ้ำในแม่น ้ำท่ำจีน 

ในกำรคัดเลือกสถำนีเก็บตัวอย่ำงน ้ำผิวดินในแม่น ้ำท่ำจีน ใช้สถำนีปัจจุบันของส่วนแหล่งน ้ำจืด กรมควบคุมมลพิษที่
ได้ท้ำกำรเก็บวิเครำะห์เป็นประจ้ำทุกปี โดยเลือกต้ำแหน่งของสถำนีเก็บน ้ำจ้ำนวน 12 สถำนีจำกทั งหมด 14 สถำนีที่พบกำร
ปนเปื้อนอย่ำงต่อเนื่อง ดังแสดงในตำรำงที่ 5 และรูปที่ 2 

จำกกำรรวบรวมข้อมูลที่ผ่ำนมำของกรมควบคุมมลพิษในช่วงปี 2552 - 2557 พบค่ำโคลิฟอร์มทั งหมด (total 
coliforms) ในแต่ละสถำนี แบ่งตำมรอบกำรเก็บตำมช่วงฤดูฝน (2 ครั งต่อปี) และฤดูแล้ง (2 ครั งต่อปี) ดังแสดงในรูปที่ 3 โดย
พบว่ำค่ำโคลิฟอร์มอยู่ในช่วงใกล้เคียงกันทั งในฤดูฝนและฤดูแล้ง และค่ำที่สถำนีต่ำงๆมีควำมใกล้เคียงกันในรอบกำรเก็บ
เดียวกัน ดังนั น ในงำนวิจัยนี  จึงท้ำกำรเก็บน ้ำทั งหมด 4 รอบ แบ่งเป็นช่วงฤดูฝน 2 รอบและฤดูแล้ง 2 รอบ โดยก้ำหนดให้ใน
ฤดูเดียวกันท้ำกำรเก็บตัวอย่ำงน ้ำในเวลำใกล้เคียงกัน คือห่ำงกัน 1 เดือน และท้ำกำรเก็บตัวอย่ำงทั ง 12 สถำนี 
 
ตำรำงที่ 5 รำยละเอียดต้ำแหน่งสถำนีเก็บตัวอย่ำงน ้ำในแม่น ้ำท่ำจีน 

 

ช่ือแม่น ้ำ ช่ือย่อ ต ำแหน่งจดุเกบ็ แกน X แกน Y ประเภทคณุภำพของแหล่งน ้ำa

แมน่ ้ำท่ำจนี TC01 ปำกแมน่ ้ำท่ำจนี อ.เมอืง จ.สมทุรสำคร 637969N 1493895E 4

แมน่ ้ำท่ำจนี TC04 วดัศริมิงคล อ.เมอืง จ.สมทุรสำคร 633383N 1501093E 4

แมน่ ้ำท่ำจนี TC07 ร.ร.บำ้นปล่องเหลีย่ม อ.กระทุ่มแบน จ.สมทุรสำคร 634993N 1510839E 4

แมน่ ้ำท่ำจนี TC09 หน้ำวดัเทยีนดดั บำ้นท่ำใหม ่อ.สำมพรำน จ.นครปฐม 634400N 1514600E 4

แมน่ ้ำท่ำจนี TC10 วดับำงชำ้งเหนือ อ.สำมพรำน จ.นครปฐม 630899N 1517001E 4

แมน่ ้ำท่ำจนี TC13 หน้ำทีว่ำ่กำร อ.นครชยัศร ีจ.นครปฐม 658667N 1525838E 4

แมน่ ้ำท่ำจนี TC15 สะพำนบำงเลน อ.บำงเลน จ,นครปฐม 627714N 1549429E 3

แมน่ ้ำท่ำจนี TC17 ใตป้ำกคลองพระยำบรรลอื อ.สองพีน้่อง จ.สพุรรณบุรี 622055N 1564946E 3

แมน่ ้ำท่ำจนี TC22 ทำ้ยเมอืงสพุรรณบุร ีอ.เมอืง จ.สพุรรณบุรี 620685N 1599046E 3

แมน่ ้ำท่ำจนี TC23 ประตรูะบำยน ้ำโพธิพ์ระยำ อ.เมอืง จ.สพุรรณบุรี 621057N 1606545E 3

แมน่ ้ำท่ำจนี TC25 สะพำน อ.สำมชุก จ.สพุรรณบุรี 618291N 1630756E 2

แมน่ ้ำท่ำจนี TC28 สะพำนมะขำมเฒำ่ อ.วดัสงิห ์จ.ชยันำท 615384N 1681834E 2

หมำยเหตุ aตำมมำตรฐำนคุณภำพน ้ำในแหล่งน ้ำผวิดนิ แหล่งทีม่ำ: ประกำศกรมควบคุมมลพษิ เรือ่งก ำหนดประเภท ของแหล่งน ้ำ

ในแมน่ ้ำท่ำจนี ตพีมิพใ์น รำชกจิจำนุเบกษำ ฉบบัประกำศทัว่ไป เล่ม 111 ตอนที ่62 ง ลงวนัที ่4 สงิหำคม 2537
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รูปที่ 2 ต้ำแหน่งสถำนีเก็บตัวอย่ำงน ้ำในแม่น ้ำท่ำจีน 
 
 

(a)  

(b)  
 

รูปที่ 3 ควำมเข้มข้นของโคลิฟอร์มทั งหมดที่ตรวจวัดได้ จำกข้อมูลกรมควบคุมมลพิษ ในฤดูฝน (a) และฤดูแล้ง (b) 
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กำรเก็บตัวอย่ำงน ้ำและวิเครำะห์พำรำมิเตอร์คุณภำพน ้ำ 

 ท้ำกำรเก็บตัวอย่ำงน ้ำจำก 12 สถำนี แต่เนื่องจำกข้อจ้ำกัดของจ้ำนวนตัวอย่ำงที่วิเครำะห์ได้ในหนึ่งครั ง ท้ำให้ต้อง
แบ่งกำรเก็บตัวอย่ำงในหนึ่งรอบเป็นครั งละ 6 สถำนี ห่ำงกัน 1 สัปดำห์ โดยเก็บในฤดูฝน 2 รอบ และฤดูแล้ง 2 รอบ ตำม
แผนกำรเก็บน ้ำ แสดงดังตำรำงที่ 6 โดยช่วงเวลำที่เก็บให้เป็นช่วงเวลำน ้ำลง คือ ระหว่ำงช่วงน ้ำขึ นสูงสุดและช่วงน ้ำลงสูงสุด 
โดยตรวจสอบข้อมูลจำก กรมอุทกศำสตร์ กองทัพเรือ นอกจำกนี  เพื่อกำรควบคุมคุณภำพในงำนวิจัย ได้ท้ำกำรเก็บตัวอย่ำง
เปล่ำ (field blank) และตัวอย่ำงซ ้ำ (field duplicate) อย่ำงละ 1 ชุดต่อหนึ่งรอบกำรเก็บน ้ำ และท้ำกำรวิเครำะห์เหมือนกับ
ตัวอย่ำงน ้ำจริง พำรำมิเตอร์ที่วิเครำะห์ วิธีกำรเก็บน ้ำ และวิธีวิเครำะห์ แสดงดังตำรำงที่ 7 และภำคผนวก ข12 
 ส้ำหรับตัวอย่ำงน ้ำที่เก็บเพื่อวิเครำะห์ทำงชีววิทยำ น้ำบรรจุใส่ภำชนะพลำสติกที่ผ่ำนกำรฆ่ำเชื อด้วยแรงดั น 
(autoclave) ตัวอย่ำงน ้ำที่เก็บเพื่อวิเครำะห์ทำงเคมีกำยภำพน้ำบรรจุใส่ภำชนะสะอำดที่ไม่ฆ่ำเชื อ ขวดบรรจุน ้ำน้ำแช่ใน
น ้ำแข็งระหว่ำงกำรขนส่งกลับไปท่ีห้องปฏิบัติกำรและท้ำกำรวิเครำะห์ดังแสดงในรูปที่ 4 
 
ตำรำงที่ 6 แผนควำมถี่และสถำนีในกำรเก็บตัวอย่ำงน ้ำ 
รอบท่ี ฤดูกำล* วันที่เก็บตัวอย่ำง สถำนีเก็บน้ ำ ตัวอย่ำงควบคุมคุณภำพ 
1  ฤดูฝน 29 ก.ค. 60 TC01, TC04, TC07, TC09, TC10, TC13 ตัวอย่ำงซ ้ำที่ TC13  
  ฤดูฝน 5 ส.ค. 60 TC15, TC17, TC22, TC23, TC25, TC28 ตัวอย่ำงเปล่ำ เก็บท่ี TC28  
2  ฤดูฝน 19 ส.ค. 60 TC01, TC04, TC07, TC09, TC10, TC13 ตัวอย่ำงซ ้ำที่ TC13  
 ฤดูฝน 26 ส.ค. 60 TC15, TC17, TC22, TC23, TC25, TC28 ตัวอย่ำงเปล่ำ เก็บท่ี TC28  
3  ฤดูแล้ง 3 ก.พ. 61 TC01, TC04, TC07, TC09, TC10, TC13 ตัวอย่ำงซ ้ำที่ TC13  
 ฤดูแล้ง 10 ก.พ. 61 TC15, TC17, TC22, TC23, TC25, TC28 ตัวอย่ำงเปล่ำ เก็บท่ี TC28  
4  ฤดูแล้ง 3 มี.ค. 61 TC01, TC04, TC07, TC09, TC10, TC13 ตัวอย่ำงซ ้ำที่ TC13  
 ฤดูแล้ง 10 มี.ค. 61 TC15, TC17, TC22, TC23, TC25, TC28 ตัวอย่ำงเปล่ำ เก็บท่ี TC28  

หมำยเหตุ  ฤดูฝนนับตั งแต่เดือนพฤษภำคมถึงเดือนตุลำคม 
   ฤดูแล้งนับตั งแต่เดือนพฤศจิกำยนถึงเดือนเมษำยน 
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ตำรำงที่ 7 พำรำมิเตอร์คุณภำพน ้ำท่ีท้ำกำรวิเครำะห์ วิธีเก็บตัวอย่ำงน ้ำ และวิธีวิเครำะห์ 

 
หมำยเหตุ  1. *วิเครำะห์ตำมวิธีของ Standard Methods for the Examination of Water & Wastewater 
       (American Public Health Association et al., 2017) 

  2. SR14 และ AIM06 phage เป็น bacteriophage ของ enterococcus ใช้ในกำรตรวจวัดกำรปนเปื้อนของ 
     น ้ำเสียชุมชน (Wangkahad et al. 2017, 2015) 

 

รูปที่ 4 แผนผังแสดงกำรเก็บตัวอย่ำงน ้ำเพื่อวัดพำรำมิเตอร์คุณภำพน ้ำต่ำงๆ   

พำรำมิเตอร์ วิธีเกบ็ตวัอย่ำง วิธีวิเครำะห*์

pH จุ่มโพรบในน ้ำ electronic probe

temperature จุ่มโพรบในน ้ำ electronic probe

conductivity จุ่มโพรบในน ้ำ electronic probe

salinity จุ่มโพรบในน ้ำ electronic probe

BOD5 จว้งจำกกึง่กลำงล ำน ้ำ ที่กึง่กลำงควำมลกึ azide modification

total suspended solids จว้งจำกกึง่กลำงล ำน ้ำ ที่กึง่กลำงควำมลกึ dried at 103-105ºC

total dissolved solids จว้งจำกกึง่กลำงล ำน ้ำ ที่กึง่กลำงควำมลกึ dried at 180ºC

dissolved oxygen จว้งจำกกึง่กลำงล ำน ้ำ ที่กึง่กลำงควำมลกึ azide modification

total phosphorus จว้งจำกกึง่กลำงล ำน ้ำ ที่กึง่กลำงควำมลกึ ascorbic acid

phosphate - phosphorus จว้งจำกกึง่กลำงล ำน ้ำ ที่กึง่กลำงควำมลกึ ascorbic acid

total coliforms จว้งจำกกึง่กลำงล ำน ้ำ ที่ 30 ซม.ต ่ำกว่ำระดบัผวิน ้ำ multiple fermentation tube, membrane filtration

fecal coliforms จว้งจำกกึง่กลำงล ำน ้ำ ที่ 30 ซม.ต ่ำกว่ำระดบัผวิน ้ำ multiple fermentation tube

E. coli จว้งจำกกึง่กลำงล ำน ้ำ ที่ 30 ซม.ต ่ำกว่ำระดบัผวิน ้ำ membrane filtration

enterococci จว้งจำกกึง่กลำงล ำน ้ำ ที่ 30 ซม.ต ่ำกว่ำระดบัผวิน ้ำ membrane filtration

DNA จว้งจำกกึง่กลำงล ำน ้ำ ที่ 30 ซม.ต ่ำกว่ำระดบัผวิน ้ำ PCR, qPCR

SR14 phage จว้งจำกกึง่กลำงล ำน ้ำ ที่ 30 ซม.ต ่ำกว่ำระดบัผวิน ้ำ double-layer plaque assay 

AIM06 phage จว้งจำกกึง่กลำงล ำน ้ำ ที่ 30 ซม.ต ่ำกว่ำระดบัผวิน ้ำ double-layer plaque assay 
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กำรสกัดดีเอ็นเอในตัวอย่ำงน ้ำธรรมชำติเพื่อเตรียมตรวจวัดด้วยวิธีพีซีอำร์และพีซีอำร์เชิงปริมำณ 

น้ำตัวอย่ำงน ้ำปริมำตร 1 ลิตร มำปรับพีเอชเป็น 3.5 (Harwood et al., 2013) ก่อนน้ำมำกรองด้วยกระดำษกรอง 
Mixed cellulose esters membrane ขนำดรู 0.22 ไมโครเมตร (Merck Millipore Ltd) จำกนั นน้ำกระดำษกรองมำตัด
เป็นชิ นเล็กๆ และสกัดดีเอ็นเอด้วยชุดสกัด ZR Fecal DNA MiniPrep Kit (Zymo Research) ได้ดีเอ็นเอปริมำตร 100 
ไมโครลิตร ท้ำกำรวัดควำมเข้มข้นของดีเอ็นเอด้วยเครื่องวัดปริมำณสำรพันธุกรรม (NanoDrop™ 2000, Thermo Fisher 
Scientific) และเก็บตัวอย่ำงดีเอ็นเอท่ีตู้แช่อุณหภูมิ -80 องศำเซลเซียส มำตรฐำนกำรปฏิบัติงำนกำรสกัดดีเอ็นเอจำกตัวอย่ำง
น ้ำผิวดิน ดังแสดงในภำคผนวก ข13 
 

กำรวิเครำะห์กลุ่มแบคทีเรียที่บ่งชี แหล่งก้ำเนิดกำรปนเปื้อนและควำมสัมพันธ์กับพำรำมิเตอร์อื่นๆ 

 ท้ำกำรตรวจวัดดีเอ็นเอของตัวอย่ำงด้วยวิธีพีซีอำร์และพีซีอำร์เชิงปริมำณ ส้ำหรับแหล่งก้ำเนิดเป้ำหมำย 4 ประเภท 
คือ น ้ำเสียชุมชน สุกร โค และแหล่งก้ำเนิดรวม (universal) ดังรำยละเอียดในภำคผนวก ข5 – ข10 และ ข14 – ข15 
รำยงำนผลแบบเชิงคุณภำพและเชิงปริมำณ (gene copies per ml) ท้ำกำรเปรียบเทียบพำรำมิเตอร์ต่ำงๆระหว่ำงฤดูฝนและ
ฤดูแล้งด้วยสถิติ Analysis of variance (ANOVA) ส้ำหรับพำรำมิเตอร์ที่มีกำรแจกแจงแบบปกต ิ(normal distribution) และ 
Kruskal–Wallis test ส้ำหรับพำรำมิเตอร์ที่มีกำรแจกแจงไม่ปกติ (Non-normal distribution) วิเครำะห์ควำมสัมพันธ์ของ
พำรำมิเตอร์คุณภำพน ้ำทั งหมดด้วยวิธีวิเครำะห์พหุตัวแปร (multivariate analysis) ด้วยวิธี Principal component 
analysis (PCA) โดยโปรแกรมอำร์ เพื่อวิเครำะห์หำควำมสัมพันธ์ของตัวแปรต่ำงๆ โดยไม่แบ่งกลุ่มเป็นตัวแปรต้นหรือตัวแปร
ตำม แต่ท้ำกำรสร้ำงกลุ่มตัวแปรใหม่ ท่ีประกอบด้วยควำมแปรปรวนของตัวแปรเดิม กำรจัดกลุ่มพำรำมิเตอร์ใน PCA ใช้วิธี k-
means analysis นอกจำกนั นวิเครำะห์กำรจัดกลุ่มแบบล้ำดับชั น (hierarchical clustering) ของตัวอย่ำงน ้ำจำกสถำนีต่ำงๆ 
ในแต่ละรอบกำรเก็บน ้ำในฤดูฝนและฤดูแล้งโดยหำ distance matrix ด้วย Euclidean method และใช้ Ward's method 
ในกำรสร้ำงแผนภำพแบบล้ำดับชั น หลักจำกนั นท้ำกำรจัดกลุ่มพำรำมิเตอร์และสถำนีของกำรเก็บน ้ำทั ง 4 รอบโดยไม่แยกเป็น
ฤดูกำล เพื่อหำค่ำควำมสัมพันธ์ของพำรำมิเตอร์หลัก (common parameters) และสถำนีที่มีควำมสัมพันธ์กันในทุกฤดู ด้วย
กำรใช้ Model- Based Clustering ซึ่งจะจัดกลุ่มโดยหำควำมน่ำจะเป็นของทุกค่ำในแต่ละ cluster และเหมำะส้ำหรับกำรจัด
กลุ่มพำรำมิ เตอร์ที่ข้อมูลมีกำรแจกแจกหลำยแบบ  (normal or Gaussian distribution) โดยใช้ the Expectation-
Maximization (EM) algorithm กำรวิเครำะห์ค่ำสหสัมพันธ์ (correlation analysis) ระหว่ำงตัวแปล 2 ตัว เพื่อยืนยัน
ควำมสัมพันธ์ระหว่ำงพำรำมิเตอร์ด้วย Kendall's correlation coefficient จำกนั นท้ำกำรวิเครำะห์ผลกลุ่มแบคทีเรียที่บ่งชี 
แหล่งก้ำเนิดกำรปนเปื้อนโดยค้ำนึงถึงลักษณะกำรใช้ประโยชน์ท่ีดินในบริเวณสถำนีเก็บน ้ำแต่ละจุด 
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บทที่ 3 ผลกำรทดลองและวิจำรณ์ผล 

 
3.1 กำรเก็บตัวอย่ำงมูลสัตว์และน้ ำเสียชุมชนในพื้นที่ลุ่มน้ ำท่ำจีน 

 

3.1.1 ศึกษาประเภทและที่ต้ังของแหล่งก้าเนิดมลพิษที่ส้าคัญในลุ่มน้้าท่าจีน ซ่ึงประกอบด้วย ชุมชน และฟาร์มเลี้ยง
สัตว์ที่ส้าคัญ ได้แก่ สุกร โค และไก่ รวมเรียกว่า แหล่งก้าเนิดหลัก  

ข้อมูลภูมศิำสตร์และคณุภำพน ้ำผวิดิน 

ลุ่มน ้ำท่ำจีนอยู่ในเขตภำคกลำง ครอบคลุมพื นท่ี 13,477.16 ตำรำงกิโลเมตร พื นที่ลุ่มน ้ำครอบคลุมเขตจังหวัดต่ำงๆ 
ดังตำรำงที่ 8 และรูปที่ 5 ดังนี  

 
ตำรำงที่ 8 จังหวัดในลุ่มน ้ำท่ำจีน (สถำบันสำรสนเทศทรัพยำกรน ้ำและกำรเกษตร (องค์กำรมหำชน) 2555) 
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รูปที่ 5 แผนที่ลุ่มน ้ำท่ำจีน (สถำบนัสำรสนเทศทรัพยำกรน ้ำและกำรเกษตร (องค์กำรมหำชน) 2555) 
 

แม่น ้ำท่ำจีนนั นแยกออกมำทำงฝั่งขวำของแม่น ้ำเจ้ำพระยำทีต่้ำบลมะขำมเฒ่ำ อ้ำเภอวัดสิงห์จังหวัดชยันำท และไหล
ผ่ำนจังหวัดสุพรรณบุรีนครปฐม และออกสู่อ่ำวไทยท่ีจังหวัดสมุทรสำคร โดยทำงกรมควบคมุมลพิษ (2537) ได้ก้ำหนดพื นท่ี
ของแม่น ้ำท่ำจีนและก้ำหนดประเภทแหล่งน ้ำผิวดิน ดังนี คือ  

ช่วงที่ 1 แม่น ้ำท่ำจีนตอนล่ำง เริ่มจำกปำกแม่น ้ำ อ้ำเภอเมือง จังหวัดสมุทรสำคร ถึงที่ว่ำกำรอ้ำเภอนครไชยศรี 
จังหวัดนครปฐม (กิโลเมตรที่ 0 ถึง 82) ก้ำหนด ตำมมำตรฐำนคุณภำพน ้ำในแหล่งน ้ำผิวดิน ให้เป็นแหล่งน ้ำประเภทท่ี 4  

ช่วงที่ 2 แม่น ้ำท่ำจีนตอนกลำง จำกท่ีว่ำกำรอ้ำเภอนครชัยศรี จังหวัดนครปฐม ถึงประตูระบำยน ้ำโพธิ์พระยำ อ้ำเภอ
เมือง จังหวัดสุพรรณบรุี (กิโลเมตรที่ 82 ถึง 202) ก้ำหนดให้เป็นแหล่งน ้ำประเภทท่ี 3 

ช่วงที่ 3 แม่น ้ำท่ำจีนตอนบน จำกประตูระบำยน ้ำโพธิ์พระยำ จังหวัดสุพรรณบรุี ถึงบ้ำนปำกคลองมะขำมเฒำ่ 
อ้ำเภอวัดสิงห์ จังหวัดชัยนำท (กิโลเมตรที่ 202 ถึง 325) ก้ำหนดให้เป็นแหล่งน ้ำประเภทที่ 2  
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ข้อมูลประชำกรและแหล่งก้ำเนดิมลพิษ 

เนื่องจำกแม่น ้ำท่ำจีนไหลผ่ำน 4 จังหวัดหลัก ได้แก่ ชัยนำท สุพรรณบุรี นครปฐม และสมุทรสำคร ในโครงกำรนี  จึง
จะท้ำกำรเก็บตัวอย่ำงในพื นที่ 4 จังหวัดดังกล่ำวก่อน โดยแหล่งก้ำเนิดมลพิษที่ส้ำคญัได้แก่ ชุมชน และ กำรเลี ยงสัตว์ชนิด
ต่ำงๆ ข้อมูลประชำกรของแต่ละจงัหวัดในปี 2558 แสดงดังตำรำงท่ี 9 และข้อมูลกำรเลี ยงสัตว์แสดงดงัตำรำงที่ 10  

 
ตำรำงที่ 9 ข้อมูลประชำกรรำยจังหวัดในปี 2558 (ส้ำนักงำนสถิติแห่งชำติ 2559) 

จังหวัด จ ำนวนประชำกร (คน) 
ชัยนำท 331,655 

สุพรรณบุร ี 849,699 
นครปฐม 899,342 

สมุทรสำคร 545,454 
  

ตำรำงที่ 10 ข้อมูลปศุสัตว์รำยจังหวัดในปี 2558 (กรมปศุสัตว์ 2559) 

จังหวัด 
จ ำนวนปศสุัตว์ (ตัว) 

ไก่ เป็ด สุกร โค กระบือ แพะ แกะ 
ชัยนำท 2,966,815 516,008 57,105 36,197 7,077 11,755 669 
สุพรรณบุร ี 13,494,765 2,150,014 315,196 123,765 2,495 15,002 589 
นครปฐม 11,210,550 2,158,884 213,510 22,322 480 9,554 1,034 
สมุทรสำคร 179,602 11,533 136 46,150 13 1,118 6 
รวม 27,851,732 4,836,439 585,947  228,434 10,065 37,429 2,298 

 
จำกกำรศึกษำพื นที่ลุ่มน ้ำท่ำจีน พบว่ำ กิจกรรมหลักที่เป็นแหล่งก้ำเนิดมลพิษทำงน ้ำได้แก่ กิจกรรมชุมชน และ 

ฟำร์มปศุสัตว์หลักได้แก่ ฟำร์มเลี ยงสุกร โคและไก่ ในกำรศึกษำนี  จึงก้ำหนดให้แหล่งก้ำเนิดหลัก ได้แก่ สุกร โค ไก่ และชุมชน 
โดยกำรพัฒนำวิธีตรวจวัดกลุ่มแบคทีเรียที่เช่ือมโยงกับแหล่งก้ำเนิดได้ จะมุ่งเน้นแหล่งก้ำเนิดหลัก ส่วนแหล่งก้ำเนิดรอง คือ 
กำรเลี ยงสัตว์ประเภทอื่นๆในปริมำณที่รองลงมำในบริเวณลุ่มน ้ำท่ำจีน ได้แก่ แพะ แกะ กระบือ และเป็ด จะน้ำมำใช้ในกำร
ทดสอบควำมจ้ำเพำะของวิธีกำรตรวจวัดในล้ำดับต่อไป นอกจำกนี  กำรตรวจวัดกำรปนเปื้อนจำกแหล่งก้ำเนิดรวม หมำยถึง 
กำรบ่งชี กำรปนเปื้อนเมื่อมีสิ่งปฏิกูลจำกชุมชน หรือสัตว์ชนิดต่ำงๆ (ในงำนวิจัยนี  ครอบคลุมกำรทดสอบกับน ้ำเสียชุมชน มูล
สกุร โค ไก่ แพะ แกะ กระบือ และเป็ด) ดังนั น จึงเป็นกำรยืนยันกำรปนเปื้อนจริงท่ีไม่ระบุแหล่งก้ำเนิด 

ในส่วนของน ้ำเสียชุมชน ได้ท้ำกำรเก็บตัวอย่ำงน ้ำเสียอำคำรก่อนกำรบ้ำบัดที่รวบรวมน ้ำเสียห้องน ้ำในอำคำรที่พัก
อำศัย อำคำรส้ำนักงำน อำคำรโรงพยำบำล (เฉพำะห้องน ้ำ โดยไม่รวมห้องผ่ำตัดหรือห้องท้ำกำรอื่นๆ) และโรงเรียน โดยไม่
รวมน ้ำเสียจำกโรงบ้ำบัดน ้ำเสียชุมชนซึ่งอำจมีกำรปนเปื้อนมูลสุนัขและแมว เป็นต้น สำเหตุที่ท้ำกำรเลือกน ้ำเสียรวมเพื่อเป็น
ตัวแทนสิ่งปฏิกูลจำกคน โดยไม่ใช้ตัวอย่ำงอุจจำระคนนั น เนื่องจำกเป็นกำรจ้ำลองสถำนกำรณ์กำรปนเปื้อนแหล่งน ้ำจริงว่ำกำร
ปนเปื้อนจำกน ้ำเสียจำกกลุ่มคนหรือชุมชน ให้ผลกระทบมำกกว่ำกำรปนเปื้อนสิ่งปฏิกูลอุจจำระรำยคน ส่วนกำรทดสอบมูล
สัตว์หรืออุจจำระสัตว์นั นแทนกำรใช้น ้ำเสียที่ออกจำกฟำร์ม เนื่องจำกกำรจัดกำรฟำร์มมีควำมหลำกหลำย บำงฟำร์มใช้น ้ำฉีด
ล้ำงพื นคอกเพื่อน้ำพำสิ่งปฏิกูลออกไป ในขณะที่บำงฟำร์มใช้วิธีกวำดมูลแห้งออกก่อนกำรขัดล้ำงพื น ท้ำให้ปริมำณกำร
ปนเปื้อนมีควำมแตกต่ำงกันอย่ำงสูงมำก กำรใช้น ้ำเสียจำกฟำร์มสัตว์จึงไม่เป็นตัวแทนท่ีดี กำรทดสอบมูลสัตว์จะน้ำมูลสดจำก
สัตว์รำยตัว จ้ำนวน 20 ตัวขึ นไปมำผสมเป็น 1 ตัวอย่ำง เพื่อเป็นตัวแทนท่ีดีของกลุ่มประชำกรรำยฝูง 
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3.1.2 ก้าหนดจ้านวนตัวอย่างและสถานที่เก็บตัวอย่าง ตามสัดส่วนการกระจายตัวของแหล่งก้าเนิดหลักและ
แหล่งก้าเนิดรอง  

กำรวำงแผนเก็บตัวอย่ำงมูลสัตว์และน ้ำเสียชุมชน ได้ท้ำกำรออกแบบอย่ำงเป็นระบบ กล่ำวคือ จ้ำนวนตัวอย่ำงในแต่
ละจังหวัดจะค้ำนวณจำกสัดส่วนจ้ำนวนสัตว์ฟำร์มแต่ละชนิด (ตำรำงท่ี 9 และ 10) กล่ำวคือ ในจังหวัดที่มีกำรเลี ยงโคจ้ำนวน
มำก จะท้ำกำรเก็บตัวอย่ำงมูลโคมำกกว่ำในจังหวัดที่มีสถิติจ้ำนวนโคน้อยกว่ำ ทั งนี  กำรเทียบสัดส่วนจะเทียบกับจ้ำนวนสัตว์ 
โดยไม่เทียบกับจ้ำนวนฟำร์ม เนื่องจำกกำรปริมำณสิ่งปฏิกูลแปรผันตำมจ้ำนวนสัตว์ และงำนวิจัยนี ไม่ค้ำนึงถึงปัจจัยกำรจัดกำร
ของเสียในแต่ละฟำร์ม ซึ่งมีควำมหลำกหลำยมำก ตำรำงที่ 11 แสดงจ้ำนวนตัวอย่ำงที่วำงแผนเก็บรำยจังหวัด 

ตำรำงที่ 11 จ้ำนวนตัวอย่ำงที่วำงแผนเก็บโดยแยกตำมจังหวัด  

จังหวดั 
แหล่งก ำเนิดหลัก (ตัวอย่ำง) แหล่งก ำเนิดรอง (ตัวอย่ำง) 

ชุมชน สุกร โค ไก่ แพะ แกะ กระบือ เป็ด 
ชัยนำท 5 3 4 3 2 2 4 1 
สุพรรณบุร ี 6 13 14 12 2 1 1 2 
นครปฐม 9 9 2 10 1 2 0 2 
สมุทรสำคร 5 0 5 0 0 0 0 0 
รวม 25 25 25 25 5 5 5 5 

 
3.1.3 เก็บรวบรวมตัวอย่างมูลสัตว์และน้้าเสียชุมชนและสกัดดีเอ็นเอของตัวอย่าง 

ข้อมูลสรุปตัวอย่ำงมูลสัตว์และตัวอย่ำงน ้ำเสียชุมชนที่ท้ำกำรเก็บตัวอย่ำง ดังแสดงในตำรำงที่ 12 (รำยละเอียดของ
ตัวอย่ำง สถำนที่เก็บ และปริมำณดีเอ็นเอที่ได้ แสดงในภำคผนวก ง.) และแผนที่เก็บตัวอย่ำงดังแสดงในรูปที่ 6 โดยได้เพิ่ม
กำรเก็บตัวอย่ำงในจังหวัดใกล้เคียงในภำคกลำงตอนล่ำง คือ จังหวัดปทุมธำนี กรุงเทพมหำนคร และพระนครศรีอยุธยำ (ตำม
ควำมเห็นผู้ประเมิน) ซึ่งท้ำให้แหล่งก้ำเนิดบำงชนิดมีควำมแตกต่ำงระหว่ำงจ้ำนวนตัวอย่ำงรำยจังหวัดที่วำงแผนไว้และที่เก็บ
จริง เช่น แหล่งก้ำเนิดจำกชุมชน ซึ่งเพ่ิมตัวอย่ำงในกรุงเทพมหำนครมำกขึ น เนื่องจำกเป็นเมืองหลวงและมีผู้อำศัยอยู่มำก  

ตำรำงที่ 12 สรุปจ้ำนวนตัวอย่ำงมูลสัตว์และน ้ำเสียชุมชนรำยจังหวัด 

  แหล่งก ำเนิดเป้ำหมำย   แหล่งก ำเนิดที่ไม่ใช่เป้ำหมำย 
รวม จังหวัด ชุมชน สุกร โค   ไก่ แพะ แกะ กระบือ เป็ด 

ลุ่มน ้ำท่ำจีน           
ชัยนำท 5 2 3 

 
2 2 3 4 1 22 

สุพรรณบุร ี 4 10 10 
 

8 2 2 1 2 39 
นครปฐม 5 8 7 

 
9 3 0 0 2 34 

สมุทรสำคร 5 0 0 
 

0 0 0 0 0 5 
รวม 19 20 20 

 
19 7 5 5 5 100 

ลุ่มน ้ำเจ้ำพระยำ           
ปทุมธำน ี 0 3 3  2 3 0 0 0 11 
กรุงเทพฯ 9 0 1  0 0 0 0 0 10 
พระนครศรีอยุธยำ 0 5 1  0 0 0 1 0 7 
รวม 9 8 5   2 3 0 1 0 28 
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รูปที่ 6 แผนที่แสดงจุดเก็บตัวอย่ำงน ้ำเสียชุมชนและมูลสัตว ์
 
3.2 พัฒนำและทดสอบวิธีตรวจวิเครำะห์แบคทีเรียด้วยวิธีพีซีอำร์ 

 

3.2.1 ทดสอบไพรเมอร์กับตัวอย่างจากแหล่งก้าเนิดต่างๆ และค ำนวณหำควำมไว (sensitivity) และควำมจ ำเพำะ 
(specificity) 

ผลกำรวิเครำะห์ตัวอย่ำงน ้ำเสียชุมชนและมูลสัตว์ ด้วยไพรเมอร์ทั งหมด 22 คู่ ด้วยวิธีพีซีอำร์ ดังแสดงในตำรำงที่ 13 
จะเห็นได้ว่ำ ท้ำกำรทดสอบบำงไพรเมอร์ด้วยตัวอย่ำงเพียงบำงส่วน (ไม่ครบจ้ำนวน) เนื่องจำกเห็นแนวโน้มว่ำจะไม่เป็นไพร
เมอร์ที่ดี เช่น มีค่ำควำมไว หรือควำมจ้ำเพำะน้อยมำก จึงไม่ท้ำกำรทดสอบไพรเมอร์นั นๆต่อจนครบทุกตัวอย่ำง นอกจำกนี  ผล
กำรประเมินไพรเมอร์คู่ที่จ้ำเพำะกับไก่ พบว่ำไม่มีไพรเมอร์คู่ใดให้ผลผ่ำนเกณฑ์ ทั งนี กำรออกแบบไพรเมอร์ใหม่ส้ำหรับ
แหล่งก้ำเนิดไก่จะใช้เวลำมำก ท้ำให้ไม่สำมำรถท้ำได้ในโครงกำรนี  อย่ำงไรก็ตำม ไพรเมอร์ 3 คู่ที่ตรวจวัดแหล่งก้ำเนิดรวมนั น
สำมำรถตรวจวัดมูลไก่ได้ ดังนั นเมื่อใช้ควบคู่กับไพรเมอร์ที่จ้ำเพำะกับแหล่งก้ำเนิดอื่น ท้ำให้ช่วยในกำรแปลผลแหล่งก้ำเนิดได้ 
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ตำรำงที่ 13 ผลกำรตรวจวัดตัวอย่ำงน ้ำเสียชุมชนและมูลสัตว์ ด้วยไพรเมอร์ที่จ้ำเพำะกับแหล่งก้ำเนิดชนิดต่ำงๆ ด้วยวิธีพีซีอำร์ 

 
 

คน สกุร โค ไก่ แพะ แกะ
กระบื

อ
เป็ด

BacUni-520f BT5479

BacUni-690r1 BT5480

GenBac3F BT5482

GenBac4R BT5483
Bac32F BT5524

Bac708R BT5492

BacHum-160f BT5488

BacHum-241r BT5489

HF183 BT5493

BFDrev BT5494

HF183F BT5493

Bac708R BT5492

PF163F BT5491

Bac708R BT5492

Pig-2-Bac41F BT5931

Pig-2-Bac163Rm BT5932

CowM2F BT5484

CowM2R BT5485

BactCow CF128f1 BT5486

BactCow CF305r BT5487

CF193 BT5807

Bac708R BT5492

0/5 100 77
สุกร 1

0/0* 20/20 6/20 3/19 0/7 1/5 4/5

โค

0 100
3

0/0* 0/3* 0/7* 0/1* 0/2* 0/0* 0/0* 0/0* 

6/7* 1/1*

0/0* 0/0* 100 0
2

0/0* 0/3* 0/7* 1/1* 2/2* 0/0* 

ชุมชน 1
18/19

0/5 100.0 98
2

0/19 20/20 0/20 2/19 0/7 0/5 0/5

2/2* 0/0* 0/0* 0/0* 86 0
1

0/0* 3/3*

1/7 1/5

96 _

54

0/5 2/5 95 70

84 772/7 1/5 0/5 2/5

3
18/19 4/20 4/20 12/19

2
16/19 4/20 1/20 9/19

3
15/19 20/20 20/20 19/19 7/7

1/5 2/5 9517/20 1/20 9/19 5/7 2/5

20/20 20/20 19/19 7/7 5/5 5/5

5/5 5/5 5/5

7/7 5/5 5/5 5/5 100 _

ควำมจ ำเพำะ

 (%)

รวมทุก

แหลง่ก ำเนดิ 

(Universal)

1
19/19 20/20 20/20 19/19

ชนิด

แหล่งก ำเนิด
ล ำดบัท่ี ช่ือไพรเมอร์

รหสั

ไพร

เมอร์

จ ำนวนตวัอย่ำงท่ีเป็นบวก/จ ำนวนตวัอย่ำงท่ีทดสอบ
ควำม

ไว (%)

5/5 100 _
2

19/19
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ตำรำงที่ 13 (ต่อ) ผลกำรตรวจวัดตัวอย่ำงน ้ำเสียอำคำรและมูลสัตว์ ด้วยไพรเมอร์ที่จ้ำเพำะกับแหล่งก้ำเนิดชนิดต่ำงๆด้วยวิธีพีซีอำร์ 

คน สกุร โค ไก่ แพะ แกะ
กระบื

อ
เป็ด

CF128F BT5486

Bac708R BT5492

Bac2F BT5868

Bac2R BT5869

Bac3F BT5870

Bac3R BT5871

qCS621F BT5872

qBac725R BT5873

BoBac367f BT6078

BoBac467r BT6079

CP2-9F BT5808

CP2-9R BT5809

qCD362F-HU BT5810

qCD464R-HU BT5811

 LA35F BT5919

 LA35R BT5920

Q-PvA-f BT5925

Q-PvA-f BT5926

Av4143F BT6080

Av4143R BT6081

Av43F BT6082

Av43R BT6083

โค (ต่อ)
2/2* 0/0* 0/0* 0/0* 100 0

4
0/0* 3/3* 7/7* 1/1*

0/5 0/5 70 100
5

0/19 0/20 14/20 0/19 0/7 0/5

85 100
6

0/19 0/20 17/20 0/19 0/7 0/5 0/5 0/5

0/0* 0/0* 0/0* 100 5

50

8
0/0* 18/19* 20/20 0/0* 0/0* 

18/19 7/7 5/5 5/5 4/5 90
7

0/19 1/20 18/20

0/0* 0/0* 0 100
ไก่ 1

0/0* 0/3* 0/7* 0/1* 0/2* 0/0* 

0/0* 0/0* 0/0* 1/5 0 80

68 60

3
0/0* 0/0* 0/0* 

2/5

0 100
4

0/0* 0/0* 0/0* 0/19 0/0* 0/0* 

0/19

2
0/0* 0/0* 0/0* 13/19 0/0* 0/0* 0/0* 

19/20 19/20 15/19 7/7 4/5 5/5 2/5

0/0* 0/5

ชนิด

แหล่งก ำเนิด
ล ำดบัท่ี ช่ือไพรเมอร์

รหสั

ไพร

เมอร์

จ ำนวนตวัอย่ำงท่ีเป็นบวก/ตวัอย่ำงทัง้หมด
ควำม

ไว (%)

ควำมจ ำเพำะ

 (%)

0/0* 0/0* 0/0* 0/0* 42 _

79 10

6
0/0* 0/0* 0/0* 8/19

5
0/0* 
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3.2.2 ประเมินคัดเลือกไพรเมอร์คู่ท่ีเหมาะสมที่สุดของวิธีพีซีอาร์ส้าหรับแต่ละแหล่งก้าเนิด 

ผลของคู่ไพรเมอร์ที่ดีที่สุดส้ำหรับแหล่งก้ำเนิดชนิดต่ำงๆ ดังแสดงในตำรำงที่ 14 
 
ตำรำงที่ 14 สรุปคู่ไพรเมอร์ที่ดีที่สุดส้ำหรับแหล่งก้ำเนิดชนิดต่ำงๆ และค่ำพำรำมิเตอร์ที่ใช้ประเมินคู่ไพรเมอร์ 

 

จำกผลกำรวิจัยพบว่ำ คู่ไพรเมอร์ส้ำหรับตรวจยืนยันกำรปนเปื้อนสิ่งปฏิกูลลงสู่แหล่งน ้ำแบบไม่เจำะจงแหล่งก้ำเนิด 
สำมำรถใช้ได้ดีทั ง 3 คู่ไพรเมอร์ที่ท้ำกำรทดสอบ โดยหำกทดสอบแล้วได้ผลบวก (หมำยถึงขึ นแบนด์ดีเอ็นเอ) สำมำรถมั่นใจได้ 
100 เปอร์เซ็นต์ ว่ำเป็นกำรปนเปื้อนสิ่งปฏิกูลจำกคนหรือมูลสัตว์จริง ส้ำหรับวิธีจ้ำแนกมลพิษจำกคน ใช้คู่ไพรเมอร์ 
HF183/BFDrev พบว่ำหำกทดสอบกับตัวอย่ำงน ้ำได้ผลเป็นบวก จะมีควำมมั่นใจ 46 เปอร์เซ็นต์ ว่ำตัวอย่ำงนั นปนเปื้อนสิ่ง
ปฏิกูลจำกคนจริง แต่หำกทดสอบได้ผลลบ จะมีควำมมั่นใจสูงถึง 95 เปอร์เซ็นต์ ว่ำตัวอย่ำงน ้ำนั นไม่มีกำรปนเปื้อนสิ่งปฏิกูล
จำกคนจริง เนื่องจำกมีควำมไวค่อนข้ำงสูงมำกแต่ควำมจ้ำเพำะมีค่ำต่้ำลงมำ ส้ำหรับวิธีจ้ำแนกมลพิษจำกสุกร ใช้คู่ไพรเมอร์ 
Pig-2-Bac41F/Pig-2-Bac163Rm พบว่ำเมื่อผลเป็นบวก มีควำมมั่นใจที่จะมีกำรปนเปื้อนมูลสุกรจริงในตัวอย่ำงน ้ำ 91 
เปอร์เซ็นต์ ในขณะที่หำกผลเป็นลบ มีควำมมั่นใจ 100 เปอร์เซ็นต์ ว่ำไม่มีกำรปนเปื้อนจริง ทั งนี เนื่องมำจำกวิธีนี มีควำมไวมำก 
แต่ยังสำมำรถตรวจเจอในมูลสัตว์อื่นได้อยู่บ้ำง  ส่วนวิธีจ้ำแนกมลพิษจำกโคนั น ใช้คู่ไพรเมอร์ Bac3F/Bac3R หำกได้ผล
วิเครำะห์เป็นบวกจะมั่นใจ 100 เปอร์เซ็นต์ ว่ำตัวอย่ำงน ้ำมีกำรปนเปื้อนจำกมูลโคจริง และหำกเกิดผลเป็นลบก็มั่นใจได้
ค่อนข้ำงสูงถึง 96 เปอร์เซ็นต์ เช่นกันว่ำตัวอย่ำงนั นไม่มีกำรปนเปื้อนจำกมูลโคจริง จำกเกณฑ์ที่ก้ำหนดเบื องต้นว่ำกำรประเมิน
คู่ไพรเมอร์ที่ดี ควรมีค่ำควำมไวและควำมจ้ำเพำะมำกกว่ำ 80 เปอร์เซ็นต์ นั น จะพบว่ำไพรเมอร์ส้ำหรับกำรจ้ำแนก
แหล่งก้ำเนิดจำกคนมีค่ำควำมจ้ำเพำะต่้ำกว่ำเกณฑ์ที่ตั งไว้ แต่ก็ยังถือว่ำใช้ได้เพรำะค่ำควำมไวผ่ำนเกณฑ์ 

 
 
 
 
 

BacUni-520f BT5479

BacUni-690r1 BT5480

GenBac3F BT5482

GenBac4R BT5483
Bac32F BT5524

Bac708R BT5492

HF183 BT5493

BFDrev BT5494

Pig-2-Bac41F BT5931

Pig-2-Bac163Rm BT5932

Bac3F BT5870

Bac3R BT5871

ชุมชน

สุกร

โค

100

6
85 100 100

77 46

96

2
100 98 91 100

95
2

84

100 NA 100 NA

3
96 NA 100 NA

อตัรำกำร

เกิดผลบวก

อตัรำกำร

เกิดผลลบ

รวมทุกแหลง่ก ำเนดิ

 (Universal)

1
100 NA NA

2

ชนิดแหล่งก ำเนิด ล ำดบัท่ี ช่ือไพรเมอร์ รหสัไพรเมอร์
ควำมไว 

(%)

ควำมจ ำเพำ

ะ (%)
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3.3 พัฒนำและทดสอบวิธีตรวจวิเครำะห์แบคทีเรียด้วยวิธีพีซีอำร์เชิงปริมำณ 

3.3.1 การสร้างกราฟมาตรฐานส้าหรับวัดปริมาณความเข้มข้นของแบคทีเรียเป้าหมายในแหล่งก้าเนิดต่างๆ 

 กรำฟมำตรฐำนท่ีจ้ำเพำะกับไพรเมอร์แต่ละคู่แสดงดังรูปที่ 7 โดยในแต่ละคู่ไพรเมอร์นั น ได้แสดงกรำฟมำตรฐำนทั ง 
4 เส้นที่ได้จำกกำรทดสอบ 4 รอบที่เป็นอิสระต่อกัน ไม่พบควำมแตกต่ำงกันอย่ำงมีนัยส้ำคัญ (P>0.05) เมื่อทดสอบด้วย 
analysis of covariance (ANCOVA) ค่ำควำมชันเฉลี่ยของกรำฟมำตรฐำนสี่เส้นท่ีจ้ำเพำะต่อสุกร (a) น ้ำเสียชุมชน (b) โค (c) 
ทุกแหล่งก้ำเนิด (universal) (d) และไก่ (e) มีค่ำเท่ำกับ – 3.57 -3.42 -3.47 -3.3 และ -3.28 ตำมล้ำดับ รวมทั งมีค่ำเฉลี่ยค่ำ
สัมประสิทธิ์กำรตัดสินใจ (correlation coefficients; R2) = 0.99 ส้ำหรับไพรเมอร์ทุกคู่ ค่ำ PCR amplification efficiency 
ที่ค้ำนวณได้อยู่ในช่วงที่สำมำรถยอมรับได้ โดยมีค่ำตั งแต่ 90-102 เปอร์เซ็นต์ นอกจำกนี ค่ำ LOD ของไพรเมอร์ที่จ้ำเพำะต่อ
ทุกแหล่งก้ำเนิด น ้ำเสียชุมชน สุกร โค และไก่ ที่ได้จำกกำรทดสอบมีค่ำ 20 40 40 30 และ 60 gene copy numbers 
ตำมล้ำดับ  ส่วนค่ำ LOQ ของไพรเมอร์ที่จ้ำเพำะต่อทุกแหล่งก้ำเนิด น ้ำเสียชุมชน สุกร โค และไก่นั นเท่ำกับ 40 61 66 52 
และ 118 ตำมล้ำดับ ดังตำรำงที่ 15 
 

 

รูปที่ 7 กรำฟมำตรฐำนของไพรเมอร์ที่จ้ำเพำะกับสุกร (a) น ้ำเสียชุมชน (b) โค (c) รวมทุกแหล่งก้ำเนิด (d) และไก่ (e) ควำม
แตกต่ำงทำงสถิติของเส้นควำมชันทั ง 4 เส้น เมื่อทดสอบด้วย analysis of covariance (ANCOVA) 
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ตำรำงที่ 15 พำรำมิเตอร์ที่เกี่ยวข้องกับกรำฟมำตรฐำนของไพรเมอร์คู่ต่ำงๆ  
แหล่งก้ำเนิด
เป้ำหมำย 

 

ควำมชันเฉลี่ย 
(Pooled 
slope) 

PCR amplification efficiency 
(%) 

LOD 
(copies/reaction) 

LOQ 
(copies/reaction) 

รวมทุก
แหล่งก้ำเนิด 
(Universal) -3.2957 101 20 40 
น ้ำเสียชุมชน -3.4210 96 40 61 

สุกร -3.5725 91 40 66 
โค -3.4684 94 30 52 
ไก ่ -3.2785 102 60 118 

 

3.3.2 การวัดจ้านวนยีน (gene copy number) ในตัวอย่างดีเอ็นเอของมูลสัตว์และน้้ าเสียชุมชนด้วยวิธี 
พีซีอาร์เชิงปริมาณ 

 จำกผลกำรศึกษำ พบว่ำไพรเมอร์ที่มีควำมจ้ำเพำะกับดีเอ็นเอในมูลสุกรสำมำรถใช้วัดจ้ำนวนยีนที่จ้ำเพำะกับมูลสุกร
ได้ดี โดยมีค่ำเฉลี่ยประมำณ 108 gene copy numbers ต่อมูลสุกรหนึ่งกรัม และแม้ว่ำไพรเมอร์นี จะตรวจพบดีเอ็นเอในมูล
ของโคและไก่ได้แต่ในปริมำณเพียงเล็กน้อย และแสดงควำมแตกต่ำงอย่ำงมีนัยส้ำคัญของปริมำณดีเอ็นเอที่วัดได้เมื่อเทียบกับ
มูลสุกร (P<0.05, ตำรำงท่ี 16) ดังนั น ไพรเมอร์นี จึงใช้ได้ดีในกำรตรวจวัดดีเอ็นเอที่จ้ำเพำะกับมูลสุกร (รูปที่ 8a) ส้ำหรับไพร
เมอร์ที่มีควำมจ้ำเพำะกับดีเอ็นเอจำกน ้ำเสียชุมชนพบจ้ำนวนยีนเฉลี่ยประมำณ 106 gene copy numbers ต่อน ้ำเสีย 100 
มิลลิลิตร และแม้จะตรวจพบในมูลสัตว์ชนิดอื่นเล็กน้อย ได้แก่ มูลโค มูลสุกร มูลไก่ มูลเป็ด  มูลแกะและมูลแพะ แต่มีควำม
แตกต่ำงของปริมำณดีเอ็นเอที่วัดได้อย่ำงมีนัยส้ำคัญทำงสถิติเมื่อเทียบกับน ้ำเสียชุมชน (P<0.05, ตำรำงที่ 16) ยกเว้นมูลเป็ด
และมูลแกะไม่พบว่ำมีควำมแตกต่ำงอย่ำงมีนัยส้ำคัญเมื่อเทียบกับน ้ำเสียชุมชน (p>0.05, ตำรำงที่ 16) เนื่องจำกปริมำณ
ตัวอย่ำงมีจ้ำนวนน้อยจึงท้ำให้ไม่สำมำรถหำค่ำควำมแตกต่ำงทำงสถิติได้ โดยพบดีเอ็นเอ 3 ใน 5 ตัวอย่ำงของมูลเป็ด และ 1 
ใน 4 ตัวอย่ำงของมูลแพะ (รูปที่ 8b) ไพรเมอร์ที่มีควำมจ้ำเพำะกับดีเอ็นเอในมูลโคสำมำรถตรวจพบดีเอ็นเอเฉลี่ยประมำณ 
106 gene copy numbers ต่อมูลโคหนึ่งกรัม และสำมำรถตรวจพบดีเอ็นเอในสัตว์ปีกซึ่งคือมูลไก่จ้ำนวน 4 ใน 21 ตัวอย่ำง
แต่มีแตกต่ำงอย่ำงมีนัยส้ำคัญเมื่อเทียบกับมูลโค (P<0.05, ตำรำงที่ 16) ในขณะที่มูลเป็ดพบ 1 ใน 5 ตัวอย่ำงและมีปริมำณ 
gene copy ที่น้อย (รูปที่ 8c)  สุดท้ำยไพรเมอร์ที่สำมำรถตรวจดีเอ็นเอในทุกแหล่งก้ำเนิด (universal) สำมำรถวัดจ้ำนวนยีน
เป้ำหมำยได้ในทุกมูลสัตว์ มีค่ำเฉลี่ยประมำณ 108-1010 gene copy numbers ยกเว้นในมูลไก่และเป็ดซึ่งมีจ้ำนวนยีนน้อยที่
ค่ำเฉลี่ยประมำณ 103-106 gene copy numbers (รูปที่ 8d) ซึ่งสอดคล้องกับกำรศึกษำโดย Ohad et al., 2016 ที่พบว่ำใน
สัตว์ปีกมีแบคทีเรียในกลุ่ม Bacteroidales น้อยเมื่อเทียบกับสัตว์เลือดอุ่นชนิดอื่นท่ีกล่ำวมำในข้ำงต้น  
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รูปที่ 8 ปริมำณ gene copies ของดีเอ็นเอที่จ้ำเพำะต่อสุกร (a) น ้ำเสียชุมชน (b) โค (c) และรวมทุกแหล่งก้ำเนิด (d) ที่
สำมำรถวัดได้ด้วยวิธีพีซีอำร์เชิงปริมำณ กรำฟแสดง gene copies ที่วัดได้ในแต่ละตัวอย่ำงและค่ำเฉลี่ย (—) ดอกจัน (*) 
แสดงควำมแตกต่ำงอย่ำงมีนัยส้ำคัญของปริมำณ gene copies เมื่อเทียบแหล่งก้ำเนิดเป้ำหมำยกับแหล่งก้ำเนิดที่ไม่ใช่
เป้ำหมำย (P<0.05, P-values adjusted by the holm method) ด้วยสถิติ generalize wilcoxon test (nondetects 
analysis) 
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ตำรำงที่ 16 ตำรำงแสดงค่ำสถิตเิชิงพรรณนำปรมิำณ gene copies ในแต่ละไพรเมอร์ที่ตรวจพบในมูลสตัว์แตล่ะชนิด และค่ำ  
adjusted p-value  จำกกำรทดสอบด้วย generalize wilcoxon test (nondetects analysis) 

aจ้ำนวนตัวอย่ำงที่ทดสอบทั งหมด 
bจ้ำนวนตัวอย่ำงที่ตรวจพบดเีอ็นเอน้อยกว่ำ detection limit 
cadjusted P-values โดย holm method 
dควำมแตกต่ำงอย่ำงมีนยัส้ำคญั;  
* มีควำมแตกต่ำงอย่ำงมีนัยส้ำคญั NS ไม่มีควำมแตกต่ำงอย่ำงมีนัยส้ำคัญ และ NA ไมส่ำมำรถหำค่ำได้  
 
 

Assay Sample Na N. Cenb Median Mean SD P-valuec Sigd 
Un

ive
rsa

l m
ar

ke
r 

Cattle 25 0 9.1500 9.0420 0.7084 NA NA 
Swine 28 0 9.9500 9.9321 0.6729 NA NA 

Sewage 26 0 8.0200 7.8008 1.0144 NA NA 
Chicken 21 3 5.8400 6.5852 2.0255 NA NA 

Duck 5 2 4.6200 6.3840 2.6461 NA NA 
Buffalo 6 0 9.1900 9.0683 0.9298 NA NA 
Sheep 4 0 NA 10.0350 0.0379 NA NA 
Goat 10 0 9.9800 9.9780 0.2794 NA NA 

Sw
in

e-
sp

ec
ifi

c 
m

ar
ke

r 

Cattle 25 24 NA 7.8805 NA <0.0001 * 
Swine 28 0 8.5460 8.6182 0.8378 NA NA 

Sewage 26 26 NA 0 0 NA NA 
Chicken 21 19 NA 8.4905 0.0512 <0.0001 * 

Duck 5 5 NA 0 0 NA NA 
Buffalo 6 6 NA 0 0 NA NA 
Sheep 4 4 NA 0 0 NA NA 
Goat 10 10 NA 0 0 NA NA 

Se
wa

ge
-sp

ec
ifi

c 
m

ak
er

 Cattle 25 21 NA 5.0252 0.1632 <0.0001 * 
Swine 28 25 NA 5.7682 0.0987 <0.0001 * 

Sewage 26 1 6.09 6.0946 1.2074 NA NA 
Chicken 21 18 NA 5.5014 0.2022 <0.0001 * 

Duck 5 2 5.83 5.9260 0.2172 1 NS 
Buffalo 6 6 NA 0 0 NA NA 
Sheep 4 3 NA 5.4700 NA 0.2075 NS 
Goat 10 8 NA 5.6950 0.3606 0.0046 * 

Ca
ttl

e-
sp

ec
ifi

c 
m

ak
er

 Cattle 25 8 5.9119 5.9659 0.9284 NA NA 
Swine 28 28 NA 0 0 NA NA 

Sewage 26 26 NA 0 0 NA NA 
Chicken 21 17 NA 5.1911 0.6778 0.0233 * 

Duck 5 4 NA 5.3205 NA 0.2865 NS 
Buffalo 6 6 NA 0 0 NA NA 
Sheep 4 4 NA 0 0 NA NA 
Goat 10 10 NA 0 0 NA NA 
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3.3.3 การค้านวณค่าความจ้าเพาะ (specificity) ความไว (sensitivity) ความถูกต้อง (accuracy) อัตราการ
เกิดผลบวก (positive predictive rate) และอัตราการเกิดผลลบ (negative predictive rate)  

 เนื่องจำกได้ท้ำกำรประเมินประสิทธิภำพไพรเมอร์ด้วยวิธีพีซีอำร์ ด้วยตัวอย่ำงมูลสัตว์และน ้ำเสียชุมชนจำกจังหวัด
ต่ำงๆในบริเวณลุ่มน ้ำท่ำจีน และได้ขยำยขอบเขตกำรประเมินประสิทธิภำพไพรเมอร์ไปยังตัวอย่ำงในบริเวณจังหวัดในลุ่มน ้ำ
เจ้ำพระยำด้วย ดังนั น ในงำนส่วนต่อมำที่ท้ำกำรประเมินประสิทธิภำพไพรเมอร์ด้วยวิธีพีซีอำร์เชิงปริมำณนี  จึงใช้ตัวอย่ำงชุด
เดียวกัน โดยประเมินแยกเป็นกลุ่มตัวอย่ำงจำกลุ่มน ้ำท่ำจีนและจำกลุ่มน ้ำเจ้ำพระยำ จำกกำรประเมินไพรเมอร์คู่ต่ำงๆกับกลุ่ม
ตัวอย่ำงจำกลุ่มน ้ำท่ำจีนพบว่ำ ไพรเมอร์ที่จ้ำเพำะกับทุกแหล่งก้ำเนิด (universal) มีควำมไว (sensitivity) และควำมถูกต้อง 
(accuracy) ประมำณ 96 เปอร์เซ็นต์  ในขณะที่มีอัตรำกำรเกิดผลบวก 100 เปอร์เซ็นต์ แสดงให้เห็นว่ำไพรเมอร์ที่จ้ำเพำะกับ
ทุกแหล่งก้ำเนิดมีประสิทธิภำพดีเยี่ยมในกำรตรวจวัด ดังตำรำงที่ 17 ในขณะที่ไพรเมอร์ที่มีควำมจ้ำเพำะกับน ้ำเสียชุมชน มี
ควำมไว 100 เปอร์เซ็นต์ ควำมจ้ำเพำะและควำมถูกต้อง ประมำณ 80 และ 84 เปอร์เซ็นต์ ตำมล้ำดับ ในขณะที่มีอัตรำกำร
เกิดผลบวกและผลลบเท่ำกับ 54 และ 100 เปอร์เซ็นต์ ตำมล้ำดับ  ไพรเมอร์ที่มีควำมจ้ำเพำะกับสุกรมีค่ำควำมไว 100  
เปอร์เซ็นต์ ค่ำควำมจ้ำเพำะและควำมถูกต้อง 96 เปอร์เซ็นต์ และ 97 เปอร์เซ็นต์  ตำมล้ำดับ มีอัตรำกำรเกิดผลบวก 87  
เปอร์เซ็นต์ และผลลบ 100 เปอร์เซ็นต์ ดังนั นไพรเมอร์ที่มีควำมจ้ำเพำะกับน ้ำเสียชุมชนและสุกรจึงมีประสิทธิภำพในกำร
จ้ำแนกแหล่งก้ำเนิดในระดับที่ดี ส่วนไพรเมอร์ที่มีควำมจ้ำเพำะกับโค มีค่ำควำมไวประมำณ 70 เปอร์เซ็นต์ ค่ำควำมจ้ำเพำะ
และค่ำควำมถูกต้อง 94 และ 89 เปอร์เซ็นต์ ในขณะที่มีอัตรำกำรเกิดผลบวกและผลลบ 74 และ 93เปอร์เซ็นต์ ตำมล้ำดับ 
จำกกำรศึกษำพบว่ำในตัวอย่ำงที่เป็นมูลโคมีปริมำณยีนของแบคทีเรียที่จ้ำเพำะกับไพรเมอร์โคน้อย ท้ำให้ค่ำควำมไวต่้ำ ควรท้ำ
กำรเพิ่มปริมำณดีเอ็นเอตั งต้นในปฏิกิริยำพีซีอำร์เชิงปริมำณจำก 20 นำโนกรัมต่อปฏิกิริยำเป็น 40-50 นำโนกรัมต่อปฏิกิริยำ
จะท้ำให้ค่ำควำมไวเพิ่มขึ น และจำกค่ำควำมจ้ำเพำะของไพรเมอร์โคแสดงให้เห็นว่ำมีประสิทธิภำพในกำรจ้ำแนกแหล่งก้ำเนิด
ในระดับที่ดีเช่นกัน 
   กำรประเมินไพรเมอร์คู่ต่ำงๆกับกลุ่มตัวอย่ำงจำกลุ่มน ้ำเจ้ำพระยำพบว่ำไพรเมอร์ที่จ้ำเพำะกับทุกแหล่งก้ำเนิด 
(universal) มีควำมไว ควำมถูกต้อง และอัตรำกำรเกิดผลบวกเท่ำกับ 96-100 เปอร์เซ็นต์ ดังตำรำงที่ 18 ในขณะที่ไพรเมอร์ที่
มีควำมจ้ำเพำะกับน ้ำเสียชุมชน มีควำมไว ควำมจ้ำเพำะ ควำมถูกต้อง รวมทั งมีอัตรำกำรเกิดผลบวกและผลลบเท่ำกับ 100 
เปอร์เซ็นต์ ในทุกค่ำ  ส่วนไพรเมอร์ที่มีควำมจ้ำเพำะกับสุกรมีควำมไว ควำมจ้ำเพำะ ควำมถูกต้อง รวมทั งมีอัตรำกำร เกิดผล
บวกและผลลบเท่ำกับ 100 เปอร์เซ็นต์ เช่นเดียวกัน อันดับสุดท้ำยไพรเมอร์ที่มีควำมจ้ำเพำะกับโค มีค่ำควำมไวประมำณ 60  
เปอร์เซ็นต์ ค่ำควำมจ้ำเพำะและค่ำควำมถูกต้อง 100 และ 92 เปอร์เซ็นต์ ในขณะที่มีอัตรำกำรเกิดผลบวกและผลลบ 100 
และ 91 เปอร์เซ็นต์ ตำมล้ำดับ สรุปได้ว่ำกำรประเมินกำรจ้ำแนกแหล่งก้ำเนิดของตัวอย่ำงในลุ่มน ้ำเจ้ำพระยำมีควำมใกล้เคียง
กับตัวอย่ำงในลุ่มน ้ำท่ำจีน จึงสำมำรถน้ำวิธีกำรศึกษำนี ไปใช้ในกำรระบุแหล่งก้ำเนิดได้ แต่ต้องมีกำรศึกษำตัวอย่ำงจำกแม่น ้ำ
เจ้ำพระยำเพิ่มเติม  
 ส้ำหรับไพรเมอร์ที่จ้ำเพำะกับดีเอ็นเอในมูลไก่ไม่ถูกท้ำมำวิเครำะห์ผล เนื่องจำกมีค่ำควำมไวของวิธีพีซีอำร์เชิง
ปริมำณที่ต่้ำ ประมำณ 57  เปอร์เซ็นต์ และจำกกำรศึกษำเบื องต้นด้วยวิธีพีซีอำร์พบว่ำมีค่ำควำมไวเท่ำกับ 68  เปอร์เซ็นต์ 
และควำมจ้ำเพำะ 60  เปอร์เซ็นต์ ซึ่งมีค่ำควำมจ้ำเพำะที่ต่้ำมำกไม่ผำ่นเกณฑ์ที่ก้ำหนด จึงไม่น้ำมำทดสอบกับมูลสัตว์ชนิดอื่นๆ 
ด้วยวิธีพีซีอำร์เชิงปริมำณ 

 

 

 



40 
 

กำรตรวจสอบกำรยับยั งปฏิกิริยำพีซีอำร์เชิงปริมำณ (qPCR inhibition)  

 จำกกำรตรวจสอบสำรยับยั งปฏิกิริยำพีซีอำร์พบว่ำ ในตัวอย่ำงมูลสุกรและโคพบสำรยับยั งปฏิกิริยำพีซีอำร์ประมำณ 
40 เปอร์เซ็นต์ และ 10 เปอร์เซ็นต์ ในตัวอย่ำงลุ่มน ้ำท่ำจีน ในขณะที่ไม่พบสำรยับยั งปฏิกิริยำพีซีอำร์ในตัวอย่ำงแม่น ้ำ
เจ้ำพระยำ ตัวอย่ำงสิ่งปฏิกูลจำกน ้ำเสียชุมชนตรวจสอบพบว่ำมีสำรยับยั งปฏิกิริยำพีซีอำร์ 37 เปอร์เซ็นต์ในตัวอย่ำงแม่น ้ำท่ำ
จนี และ 57 เปอร์เซ็นต์ในตัวอย่ำงแม่น ้ำเจ้ำพระยำ (ตำรำงที่ 17 และ 18) ส้ำหรับตัวอย่ำงที่พบสำรยับยั งปฏิกิริยำพีซีอำร์ ท้ำ
กำรค้ำนวณหำปริมำณยีนเป้ำหมำยโดยกำรน้ำตัวอย่ำงมำเจือจำงที่ 10 นำโนกรัมต่อ 5 ไมโครลิตรและค้ำนวนหำปริมำณยีน
เป้ำหมำยจำกตัวอย่ำงที่เจือจำงนั น  
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ตำรำงที่ 17 กำรประเมินประสิทธิภำพไพรเมอร์ด้วยวิธีพีซีอำร์เชิงปริมำณของตัวอย่ำงในลุ่มน ้ำท่ำจีน 

ชนิด
แหล่งก ำเนิด 

จ ำนวนตัวอย่ำงท่ีเป็นบวก/จ ำนวนตัวอย่ำงท่ีทดสอบ ควำมไว  
Sensitivity 

(%) 

ควำมจ ำเพำะ 
Specificity 

(%) 

ควำม
ถูกต้อง  

Accuracy 
(%) 

อัตรำกำร
เกิดผลบวก 
Positive 

predictive 
value (%) 

อัตรำกำร
เกิดผลลบ 
Negative 
predictive 
value (%) 

ตัวอย่ำงท่ีมี
สำรยับย้ัง

ปฏิกิริยำพีซี
อำร์ (%) ชุมชน สุกร โค ไก่ เป็ด แพะ แกะ กระบือ 

แหล่งก้ำเนิด
รวม 

(Universal) 
19/19 20/20 20/20 17/19 3/5 7/7 4/4 5/5 96 N/A 96 100 0 N/A 

น ้ำเสียชุมชน 19/19 3/20 4/20 3/19 3/5 2/7 1/4 0/5 100 80 84 54 100 7/19 (36.84) 

สุกร 0/19 20/20 1/20 2/19 0/5 0/7 0/4 0/5 100 96 97 87 100 8/20 (40) 

โค 0/19 0/20 14/20 4/19 1/5 0/7 0/4 0/5 70 94 89 74 93 2/20 (10) 

* Not applicable 
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ตำรำงที่ 18 กำรประเมินประสิทธิภำพไพรเมอร์ด้วยวิธีพีซีอำร์เชิงปริมำณของตัวอย่ำงในลุ่มน ้ำเจ้ำพระยำ 

ชนิด
แหล่งก ำเนิด 

จ ำนวนตัวอย่ำงท่ีเป็นบวก/จ ำนวนตัวอย่ำงท่ีทดสอบ ควำมไว  
Sensitivity 

(%) 

ควำมจ ำเพำะ
Specificity 

(%) 

ควำมถูกต้อง (%)  
Accuracy 

อัตรำกำร
เกิดผลบวก 
Positive 

predictive 
value (%) 

อัตรำกำร
เกิดผลลบ 
Negative 
predictive 
value (%) 

ตัวอย่ำงท่ีมีสำร
ยับย้ังปฏิกิริยำพีซี

อำร์ (%) ชุมชน สุกร โค ไก่ แพะ กระบือ 

แหล่งก้ำเนิด
รวม 

(Universal) 
7/7 8/8 5/5 1/2 3/3 1/1 96 N/A* 96 100 N/A* N/A 

น ้ำเสียชุมชน 7/7 0/8 0/5 0/2 0/3 0/1 100 100 100 100 100 4/7 (57.14) 

สุกร 0/7 8/8 0/5 0/2 0/3 0/1 100 100 100 100 100 0/8 (0) 

โค 0/7 0/8 3/5 0/2 0/3 0/1 60 100 92 100 91 1/5 (0) 

* Not applicable 
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ควำมชุกสัมพัทธ์ของดีเอ็นเอเป้ำหมำยในแต่ละแหล่งก้ำเนิด 

 จำกผลกำรศึกษำพบว่ำในตัวอย่ำงมูลสุกร (PP) พบดีเอ็นเอเป้ำหมำยที่จ้ำเพำะกับสุกรในปริมำณที่มำก ในขณะที่บำง
ตัวอย่ำงพบดีเอ็นเอเป้ำหมำยที่จ้ำเพำะกับน ้ำเสียชุมชนเล็กน้อย (รูปที่ 9a) ตัวอย่ำงของเสียที่มำจำกน ้ำเสียชุมชน (Sew) พบดี
เอ็นเอเป้ำหมำยที่จ้ำเพำะกับน ้ำเสียชุมชนในปริมำณที่สูงเช่นกัน แต่ไม่พบดีเอ็นเอเป้ำหมำยของแหล่งก้ำเนิดอื่นๆเลย ( รูปที่ 
9b)  ส้ำหรับตัวอย่ำงมูลโค (PCOW) พบดีเอ็นเอเป้ำหมำยที่จ้ำเพำะกับโคประมำณ 60  เปอร์เซ็นต์ ของจ้ำนวนตัวอย่ำง
ทั งหมด และพบว่ำสำมำรถพบดีเอ็นเอเป้ำหมำยที่จ้ำเพำะกับน ้ำเสียชุมชนและสุกรในปริมำณที่สูงในบำงตัวอย่ำงอีกด้วย (รูปที่ 
9c)  ส้ำหรับตัวอย่ำงมูลสัตว์ปีก (PCH และ PDU) พบว่ำมีดีเอ็นเอเป้ำหมำยที่จ้ำเพำะกับมูลสัตว์อื่นในหลำยตัวอย่ำงและมี
ควำมหลำกหลำยสูง ในขณะที่ตัวอย่ำงมูลกระบือ แกะ แพะ พบประชำกรดีเอ็นเอเป้ำหมำยที่จ้ำเพำะกับโค น ้ำเสียชุมชน และ
สุกร ในปริมำณที่น้อย (รูปที่ 9d และ 9e)  นอกจำกนั นในบำงตัวอย่ำง (PCH13, PCH20 และ PDU2) ไม่สำมำรถหำค่ำควำม
ชุกสัมพัทธ์ได้ เนื่องจำกไม่สำมำรถวัดปริมำณดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์ที่จ้ำเพำะกับทุกแหล่งก้ำเนิด (universal) และในตัวอย่ำง 
PCH18 PCH19 และ PG10 มีค่ำควำมชุกสัมพัทธ์เกิน 1 เนื่องจำกพบปริมำณดีเอ็นเอที่จ้ำเพำะกับทุกแหล่งก้ำเนิด 
(universal) ในปริมำณที่น้อยกว่ำปริมำณดีเอ็นเอที่จ้ำเพำะกับแหล่งก้ำเนิดต่ำงๆ ซึ่งอำจเกิดจำกคุณภำพของ DNA ของ
ตัวอย่ำง ซึ่งพบว่ำ DNA ที่สกัดได้มีปริมำณและคุณภำพต่้ำในสัตว์ปีก ซึ่งพบเพียง 5 เปอร์เซ็นต์ จำกตัวอย่ำงทั งหมด 

 

 

 

รูปที่ 9 ควำมชุกสัมพัทธ์ของดีเอ็นเอเป้ำหมำยในมูลสุกร (a) น ้ำเสียชุมชน (b) มูลโค (c) มูลไก่ (d) รวมทั งมูลเป็ด กระบือ แกะ 
และแพะ (e) สีแดงหมำยถึงมีควำมชุกสัมพัทธ์มำกท่ีสุด และสีน ้ำเงินหมำยถึงมีควำมชุกสัมพัทธ์เป็นศูนย์ 
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3.3.4 ประเมินเพ่ือเลือกคู่ไพรเมอร์ที่เหมาะสมในแต่ละแหล่งก้าเนิดเป้าหมาย 

  ผลจำกกำรวิจัยสรุปได้ว่ำไพรเมอร์ทั ง 4 คู่ที่จ้ำเพำะต่อแหล่งก้ำเนิด คือ สุกร น ้ำเสียชุมชน โค และรวมทุก
แหล่งก้ำเนิด มีประสิทธิภำพในกำรจ้ำแนกแหล่งก้ำเนิดเป้ำหมำยและสำมำรถบอกปริมำณจำกตัวอย่ำงลุ่มน ้ำท่ำจีนและ
เจ้ำพระยำได้ โดยมีค่ำควำมไว (sensitivity) และควำมจ้ำเพำะ (specificity) มำกกว่ำ 65 และ 90  เปอร์เซ็นต์ ตำมล้ำดับ 
ยกเว้นไพรเมอร์ที่จ้ำเพำะต่อน ้ำเสียชุมชนมีค่ำควำมจ้ำเพำะต่้ำกว่ำ 90 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งพบว่ำสำมำรถตรวจพบดีเอ็นเอเป้ำหมำย
ในแหล่งก้ำเนิดหลักอื่นๆ เช่น สุกร และโค ในกำรน้ำไพรเมอร์ที่จ้ำเพำะต่อน ้ำเสียชุมชนไปตรวจสอบตัวอย่ำงจริงจ้ำเป็นต้องใช้
ไพรเมอร์ที่จ้ำเพำะต่อโค และสุกร ในกำรตรวจสอบร่วมด้วย เนื่องจำกทั ง 2 ไพรเมอร์ไม่สำมำรถตรวจพบดีเอ็นเอเป้ำหมำยใน
น ้ำเสียชุมชน จะท้ำให้กำรวิเครำะห์ผลแม่นย้ำมำกขึ น ในขณะที่ไพรเมอร์ที่จ้ำเพำะกับโคมีค่ำควำมไวต่้ำกว่ำ 70 เปอร์เซ็นต์ ซึ่ง
สำมำรถเพิ่มค่ำควำมไวได้โดยกำรเพิ่มปริมำณดีเอ็นเอตั งต้นในปฏิกิริยำพีซีอำร์จำก 20 นำโนกรัมเป็น 40-50 นำโนกรัมต่อ
ปฏิกิริยำ 
 ส้ำหรับไพรเมอร์ที่จ้ำเพำะต่อไก่มีค่ำควำมไวเท่ำกับ 68 เปอร์เซ็นต์ และควำมจ้ำเพำะ 60  เปอร์เซ็นต์ เมื่อตรวจสอบ
ด้วยวิธีพีซีอำร์ และเมื่อตรวจสอบด้วยวิธีพีซีอำร์เชิงปริมำณพบว่ำมีค่ำควำมไวเพียง 57 เปอร์เซ็นต์ ท้ำให้ไพรเมอร์ที่จ้ำเพำะต่อ
ไก่ไม่มีประสิทธิภำพในกำรจ้ำแนกแหล่งก้ำเนิด ดังนั นสรุปได้ว่ำกำรทดสอบไพรเมอร์ที่จ้ำเพำะต่อมูลไก่ด้วยยีน 16s rRNA ของ
แบคทีเรียกลุ่ม Bacteroidales Lactobacillus และ Firmicutes รวมทั งโปรตีนของ Chicken/turkey parvovirus นั น ไม่มี
ไพรเมอร์ใดที่เหมำะสมกับกำรใช้ในลุ่มน ้ำท่ำจีน จำกกำรทบทวนวรรณกรรมพบว่ำ มีกำรรำยงำนควำมยำกในกำรออกแบบไพร
เมอร์ที่จ้ำเพำะต่อมูลไก่ เนื่องจำกมูลไก่มีจุลินทรีย์ที่มีควำมหลำกหลำยมำก (Ohad et al., 2016; Weidhass et al., 2010) 
ผลกำรศึกษำที่ได้นี จึงเน้นย ้ำควำมส้ำคัญของกำรออกแบบไพรเมอร์ที่จ้ำเพำะกับมูลไก่ขึ นไหม่ ด้วยกำรใช้ตัวอย่ำงมูลไก่ในแม่
น ้ำท่ำจีน 

3.4 วิเครำะห์ควำมเหมำะสมระหว่ำงเทคนิคพีซีอำร์และพีซีอำร์เชิงปริมำณในด้ำนต้นทุน ข้อได้เปรียบ และข้อจ ำกัดเชิง
เทคนิค 

 จำกกำรศึกษำพบว่ำเทคนิคพีซีอำร์และพีซีอำร์เชิงปริมำณมีควำมไวที่ใกล้เคียงกันโดยเมื่อพิจำรณำในแต่ละคู่ไพร
เมอร์พบว่ำไพรเมอร์ที่จ้ำเพำะกับแหล่งก้ำเนิดรวม (Universal) และโคมีค่ำควำมไวและควำมถูกต้องเมื่อทดสอบด้วยเทคนิค
พีซีอำร์สูงกว่ำเทคนิคพีซีอำร์เชิงปริมำณ ในขณะที่ไพรเมอร์ที่จ้ำเพำะกับน ้ำเสียชุมชนมีค่ำควำมไวและควำมถูกต้องเมื่อเทคนิค
พีซีอำร์เชิงปริมำณสูงกว่ำในเทคนิคพีซีอำร์ ส้ำหรับไพรเมอร์สุกรนั นพบว่ำมีค่ำควำมไวที่เท่ำกันทั ง 2 เทคนิค แต่มีค่ำควำม
ถูกต้องในวิธีพีซีอำร์สูงกว่ำในวิธีพีซีอำร์เชิงปริมำณ ดังตำรำงท่ี 19 เมื่อพิจำรณำค่ำควำมจ้ำเพำะพบว่ำไพรเมอร์ที่จ้ำเพำะน ้ำ
เสียชุมชนเมื่อทดสอบด้วยเทคนิคพีซีอำร์เชิงปริมำณมีค่ำสูงกว่ำในเทคนิคพีซีอำร์ ในขณะที่ไพรเมอร์ที่จ้ำเพำะต่อสุกรและโคมี
ค่ำควำมจ้ำเพำะเมื่อทดสอบด้วยเทคนิคพีซีอำร์สูงกว่ำเทคนิคพีซีอำร์เชิงปริมำณ เมื่อพิจำรณำอัตรำกำรเกิดผลบวกพบว่ำมีค่ำ
เท่ำกันทั ง 2 วิธีในไพรเมอร์ที่จ้ำเพำะกับทุกแหล่งก้ำเนิด ในขณะที่ไพรเมอร์ที่จ้ำเพำะกับสุกรและโคมีอัตรำกำรเกิดผลบวกใน
เทคนิคพีซีอำร์สูงกว่ำในเทคนิคพีซีอำร์เชิงปริมำณ ส้ำหรับไพรเมอร์ที่จ้ำเพำะกับน ้ำเสียชุมชนพบว่ำอัตรำกำรเกิดผลบวกใน
เทคนิคพีซีอำร์เชิงปริมำณสูงกว่ำเทคนิคพีซีอำร์ อัตรำกำรเกิดผลลบพบว่ำมีค่ำเท่ำกันทั ง 2 วิธีในไพรเมอร์ที่จ้ำเพำะกับสุกร 
ส้ำหรับไพรเมอร์น ้ำเสียชุมชนอัตรำกำรเกิดผลลบในเทคนิคพีซีอำร์เชิงปริมำณสูงกว่ำเทคนิคพีซีอำร์ ในทำงกลับกันไพรเมอร์โค
มีอัตรำกำรเกิดผลลบในเทคนิคพีซีอำร์สูงกว่ำเทคนิคพีซีอำร์เชิงปริมำณ สุดท้ำยเมื่อพิจำรณำค่ำ LOD พบว่ำเทคนิคพีซีอำร์เชิง
ปริมำณมีค่ำ LOD ที่ต่้ำกว่ำในเทคนิคพีซีอำร์ ซึ่งหมำยควำมว่ำเทคนิคพีซีอำร์ต้องกำรดีเอ็นเอเป้ำหมำยในปฏิกิริยำที่สูงถึงจะ
สำมำรถตรวจพบได้ 
 เมื่อพิจำรณำข้อดีและข้อจ้ำกัดในเชิงเทคนิคพบว่ำ เทคนิคพีซีอำร์และพีซีอำร์เชิงปริมำณสำมำรถใช้ทดสอบเพื่อ
จ้ำแนกแหล่งก้ำเนิดได้ดีในระดับท่ีใกล้เคียงกันในตัวอย่ำงมูลสัตว์และน ้ำเสียชุมชนซึ่งเป็นแหล่งก้ำเนิดที่มีปริมำณควำมเข้มข้น
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ของดีเอ็นเอเป้ำหมำยสูง ส้ำหรับในแหล่งน ้ำธรรมชำติหรือแม่น ้ำปริมำณดีเอ็นเอถูกเจือจำงอำจส่งผลต่อประสิทธิภำพในกำร
ตรวจสอบที่ต่ำงกันมำกขึ น นอกจำกนั นเทคนิคพีซีอำร์มีข้อดีคือขั นตอนกำรแปลผลไม่ซับซ้อน แต่มีข้อจ้ำกัดคือต้องกำรควำม
เข้มข้นของดีเอ็นเอเป้ำหมำยที่สูงกว่ำเทคนิคพีซีอำร์เชิงปริมำณ รวมทั งสำมำรถบอกผลได้เพียงพบหรือไม่พบกำรปนเปื้อน แต่
ไม่สำมำรถบอกปริมำณของดีเอ็นเอเป้ำหมำยหรือระดับกำรปนเปื้อนได้ ในขณะที่เทคนิคพีซีอำร์เชิงปริมำณมีข้อดีคือสำมำรถ
ตรวจวัดตลอดจนบอกปริมำณดีเอ็นเอเป้ำหมำยหรือระดับกำรปนเปื้อนได้ และต้องกำรปริมำณดีเอ็นเอเป้ำหมำยในปฏิกิริยำที่
น้อยกว่ำซึ่งหมำยถึงสำมำรถตรวจวัดตัวอย่ำงที่มีกำรปนเปื้อนดีเอ็นเอเป้ำหมำยเพียงเล็กน้อยได้ดีกว่ำเทคนิคพีซีอำร์ และยัง
สำมำรถจัดล้ำดับปริมำณกำรปนเปื้อนในตัวอย่ำงที่ได้รับกำรปนเปื้อนมำกกว่ำ 1 แหล่งก้ำเนิดได้ ทั งสองวิธีนี ใช้ระยะเวลำใน
กำรวิเครำะห์เริ่มตั งแต่กรองตัวอย่ำงน ้ำ สกัดดีเอ็นเอ ทดสอบปฏิกิริยำและอ่ำนผล รวมเวลำประมำณ 5-6 ช่ัวโมงใกล้เคียงกัน 
เมื่อพิจำรณำที่ต้นทุนพบว่ำ เทคนิคพีซีอำร์ใช้ต้นทุนต่อกำรวิเครำะห์หนึ่งตัวอย่ำงเพื่อตรวจหำทั ง 4 แหล่งก้ำเนิดรวมเป็นเงิน
ประมำณ 3,320 บำท ในขณะที่ เทคนิคพีซีอำร์เชิงปริมำณใช้ต้นทุนต่อกำรวิเครำะห์หนึ่งตัวอย่ำงเพื่อตรวจหำทั ง 4 
แหล่งก้ำเนิดรวมเป็นเงินประมำณ 6,000 บำท โดยวิธีพีซีอำร์เชิงปริมำณต้องมีกำรสร้ำงกรำฟมำตรฐำนในครั งแรก รวมเป็นเงิน
ประมำณ 32,000 บำท และเมื่อพิจำรณำจำกรำคำต้นทุนเครื่องมือส้ำหรับวิธีพีซีอำร์เปรียบเทียบกับวิธีพีซีอำร์เชิงปริมำณจะ
เห็นได้ว่ำเครื่องมือส้ำหรับวิธีพีซีอำร์มีรำคำต่้ำกว่ำเกือบ 2 เท่ำ ดังแสดงในตำรำงที่ 20 
 
ตำรำงที่ 19 พำรำมิเตอร์ที่เกี่ยวข้องกับกำรประเมินประสิทธิภำพและควำมเหมำะสมของเทคนิคพีซีอำร์และพีซีอำร์เชิง
ปริมำณ ของตัวอย่ำงมูลสัตว์และน ้ำเสียจำกลุ่มน ้ำท่ำจีน 

 
NA, Not applicable 
*แตกต่ำงอย่ำงมีนัยส้ำคัญเมื่อทดสอบด้วย 'N - 1' chi squared test (p<0.05) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

PCR qPCR PCR qPCR PCR qPCR PCR qPCR PCR qPCR PCR qPCR

แหลง่ก ำเนดิรวม

 (Universal)
100* 96* NA NA 100* 96* 100 100 NA NA 30 20

น ้ำเสยีชุมชน 84* 100* 77 80 78 84 46 54 95* 100* 300 40

สกุร 100 100 98 96 98 97 91 87 100 100 3000 40

โค 85* 70* 100* 94* 97 89 100* 74* 96 93 300 30

LOD (copies/reaction)ชนิด

แหล่งก ำเนิด

ควำมไว (%) Sensitivity ควำมจ ำเพำะ (%) Specificity ควำมถกูต้อง (%)  Accuracy
อตัรำกำรเกิดผลบวก 

Positive predictive value

อตัรำกำรเกิดผลลบ 

Negative predictive 



46 
 

 
ตำรำงที่ 20 รำคำต้นทุนของเทคนิคพีซีอำร์และพีซีอำร์เชิงปริมำณ 
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ตำรำงที่ 20 (ต่อ) รำคำต้นทุนของเทคนิคพีซีอำร์และพีซีอำร์เชิงปริมำณ  

 
 
หมำย
เหต ุ

*รำยกำรที่ค้ำนวณนี ส้ำหรับกำรวิเครำะหต์ัวอย่ำงน ้ำเพื่อระบุแหล่งปนเปื้อนด้วยวิธีท่ีไดร้ับกำรพัฒนำมำแล้ว ไม่ใช่
รำคำสำ้หรับกำรพัฒนำวิธีตรวจวเิครำะห์ 

  
(รำคำนี ไม่รวมค่ำแรงบุคลำกร ค่ำเครื่องมือพื นฐำน ค่ำบ้ำรุงรักษำรำยปี และค่ำสึกหรอ เช่น ตูเ้ย็น, ตู้แช่ตัวอย่ำง, 
เครื่องนึ่งฆ่ำเชื อด้วยแรงดัน (autoclave), เครื่องวัดพีเอชน ้ำ,อุปกรณ์เลี ยงเชื อทำงชีววิทยำ เป็นต้น) 

  
**ส้ำหรับวิธีพีซีอำร์เชิงปรมิำณ กำรวิเครำะห์ 1 ตัวอย่ำง ใช้ 60 ปฏิกิริยำ [4 assays* (3dilutions*2rep + 3 
rep positive + 3 rep NTC)] + (acin 2 subsamples*3dilutions*2reps)  

  
***For PCR, 1 ตัวอย่ำงใช้ 36 ปฏิกิริยำ  [4 assays * [(3 dilutions * 2 replicates) + 1 positive control + 
1 NTC + 1 DNA ladder]]   

  
***กำรสร้ำงกรำฟมำตรฐำนส้ำหรบัวิธีพีซีอำร์เชิงปริมำณ ใช้ 288 ปฏิกิริยำ [4 assays * 6 concentrations * 3 
reps * 4 runs] 

  
3.5 ตรวจสอบกลุ่มแบคทีเรียที่เชื่อมโยงกับแหล่งก ำเนิดด้วยวิธีที่พัฒนำขึ้น  ควบคู่กับกำรตรวจสอบคุณภำพน้ ำ
พำรำมิเตอร์ตำมมำตรฐำนคุณภำพน้ ำในแหล่งน้ ำผิวดิน 

3.5.1 คุณภาพน้้าจากการตรวจสอบด้วยกลุ่มแบคทีเรียและพารามิเตอร์คุณภาพน้้า 
 ท้ำกำรเก็บตัวอย่ำงน ้ำจำกแม่น ้ำท่ำจีน จ้ำนวน 12 สถำนี พร้อมตัวอย่ำงควบคุมคุณภำพ ได้แก่ ตัวอย่ำงเปล่ำ 

(Field blank) และตัวอย่ำงซ ้ำ (Field duplicate) ในช่วงวันที่ 29 กรกฎำคม ถึง 5 สิงหำคม 2560 เพื่อเป็นตัวแทนตัวอย่ำง
ฤดูฝนรอบที่ 1 และช่วงวันที่ 19 ถึง 26 สิงหำคม 2560 เป็นตัวแทนตัวอย่ำงฤดูฝนรอบท่ี 2 ส่วนตัวแทนตัวอย่ำงฤดูแล้งจะท้ำ
กำรเก็บตัวอย่ำงรอบที่ 1 ช่วงวันที่ 3 ถึง 10 กุมภำพันธ์ 2561 และรอบที่ 2 ในช่วงวันที่ 3 ถึง 10 มีนำคม 2561 ข้อมูล
ปริมำณฝน ณ สถำนีตรวจวัดปริมำณน ้ำฝนบริเวณใกล้เคียงสถำนีตรวจวัดคุณภำพน ้ำในแม่น ้ำท่ำจีน จำกสถำบั สำรสนเทศ
ทรัพยำกรน ้ ำและกำรเกษตร สังกัดกระทรวงวิทยำศำสตร์และเทคโนโลยี  (http://wea.haii.or.th/telemetering 
/ais/map.php) ประกอบด้วยสถำนีตรวจวัดปริมำณน ้ำฝนในเขตลุ่มน ้ำท่ำจีน ได้แก่ 1 (วัดสิงห์ จังหวัดชัยนำท), 2 (หันคำ 
จังหวัดชัยนำท), 3 (หนองผักนำก จังหวัดสุพรรณบุรี), 7 (ท่ำนำ จังหวัดนครปฐม) และ 8 (อบต.บำงกระเจ้ำ จังหวัด
สมุทรสำคร) และสถำนีตรวจวัดปริมำณน ้ำฝนท่ีตั งอยู่ในเขตลุ่มน ้ำเจ้ำพระยำ ได้แก่ 4 (อบต.บ้ำนพรำน จังหวัดอ่ำงทอง), 5 (ที่
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ท้ำกำรก้ำนันต้ำบลลำดชิด จังหวัดพระนครศรีอยุธยำ), และ 6 (บ้ำนลำกฆ้อน จังหวัดนนทบุรี) ซึ่งน ้ำท่ำของเขตลุ่มน ้ำ
เจ้ำพระยำจะไหลลงสู่แม่น ้ำเจ้ำพระยำเป็นส่วนใหญ่ และลงสู่แม่น ้ำท่ำจีนค่อนข้ำงน้อยมำก ดังแสดงใน รูปที่ 10 โดยแต่ละ
สถำนีมีปริมำณน ้ำฝนรำยช่ัวโมงสะสมหนึ่งวันและห้ำวันก่อนวันเก็บตัวอย่ำง ดังแสดงในตำรำงที่ 21 และ 22 โดยเกณฑ์กำร
รำยงำนปริมำณน ้ำฝนในประเทศไทยโดยกรมอุตุนิยมวิทยำ ก้ำหนดว่ำ ปริมำณฝนต่อ 24 ชม. ก้ำหนดให้ฝนเล็กน้อย (Light 
Rain) เมื่อฝนตกมีปริมำณตั งแต่ 0.1 มิลลิเมตร ถึง 10.0 มิลลิเมตร ฝนปำนกลำง (Moderate Rain) เมื่อฝนตกมีปริมำณตั งแต่ 
10.1 มิลลิเมตร ถึง 35.0 มิลลิเมตร ฝนหนัก (Heavy Rain) เมื่อฝนตกมีปริมำณตั งแต่ 35.1 มิลลิเมตร ถึง 90.0 มิลลิเมตร 
และฝนหนักมำก (Very Heavy Rain) เมื่อฝนตกมีปริมำณตั งแต่ 90.1 มิลลิเมตร ขึ นไป ซึ่งจำกผลที่ได้พบว่ำในเขตบริเวณลุ่ม
น ้ำท่ำจีนมีปริมำณฝนเพียงเล็กน้อยในช่วง 1-5 วันก่อนวันเก็บตัวอย่ำง และมีปริมำณฝนตกปำนกลำงที่สถำนีบ้ำนลำกฆ้อน 
จังหวัดนนทบุรี ก่อนวันเก็บตัวอย่ำงวันที่ 29 กรกฎำคม 2560 ส่วนในฤดูแล้งพบว่ำมีฝนตกเล็กน้อย ในช่วง 1-3 วันก่อนเก็บ
ตัวอย่ำง ยกเว้นที่จังหวัดพระนครศรีอยุทธยำพบฝนตกในระดับปำนกลำง  แต่เนื่องจำกสถำนีวัดน ้ำฝนนี ตั งอยู่ในเขตลุ่มน ้ำ
เจ้ำพระยำ น ้ำท่ำส่วนใหญ่จึงไหลลงแม่น ้ำเจ้ำพระยำและไม่ลงสู่แม่น ้ำท่ำจีน โดยสรุปรวมท้ำให้คำดว่ำน ้ำท่ำไหลลงสู่แม่น ้ำท่ำ
จีนในปริมำณน้อย ในน ้ำตัวอย่ำงท่ีท้ำกำรเก็บทั งสองรอบในฤดูฝนและฤดูแล้ง 
 

(a)  

(b)  

รูปที่ 10 แผนที่แสดงสถำนีตรวจวัดคุณภำพน ้ำในแม่น ้ำท่ำจีน (a) เทียบกับสถำนีตรวจวัดปริมำณน ้ำฝนในลุ่มน ้ำท่ำจีน (1, 2, 
3, 7, 8) และบริเวณใกล้เคียง (4, 5, 6) (b) 
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ตำรำงที่ 21 ปริมำณน ้ำฝนรำยชั่วโมงสะสมหนึ่งวันก่อนวันเก็บตัวอย่ำง (มิลลิเมตร) 

  

ตำรำงที่ 22 ปริมำณน ้ำฝนรำยชั่วโมงสะสมห้ำวันก่อนวันเก็บตัวอย่ำง (มิลลิเมตร) 

 
 
 

จำกนั นท้ำกำรวิเครำะห์ควำมสัมพันธ์ของค่ำพำรำมิเตอร์คุณภำพน ้ำต่ำงๆ ได้ผลวิเครำะห์ ดังแสดงในรูปที่ 11 
 
 
 
 

วันทีเ่กบ็ตัวอย่าง
1. วัดสิงห ์
(ชยันาท)

2. หนัคา 
(ชยันาท)

3. หนอง
ผักนาก 

(สุพรรณบรีุ)

4. อบต. บา้นพราน
 (อา่งทอง)

5. ทีท่ าการก านันลาดชดิ
 (พระนครศรีอยุธยา)

6. บา้นลากฆ้อน
 (นนทบรีุ)

7. ทา่นา 
(นครปฐม)

8. อบต. บางกระเจ้า
 (สมุทรสาคร)

29-Jul-17 1.8 31.8 0.2 0
5-Aug-17 1.6 0 0 0.4 0
19-Aug-17 0 0.4 0 0.6
26-Aug-17 0 0 0 0 0
3-Feb-18 0 0 0 0.4
10-Feb-18 0 0 0 0 0
3-Mar-18 0 0 0 0
10-Mar-18 0.4 0 0.8 0.2 21.6

หมายเหตุ สถานีที ่4, 5, และ 6 อยู่ในเขตลุ่มน  าเจ้าพระยา ปริมาณน  าทา่ไหลลงสู่แม่น  าเจ้าพระยาเปน็ส่วนใหญ่
ทีม่า http://wea.haii.or.th/telemetering/ais/map.php

วันทีเ่กบ็ตัวอย่าง
1. วัดสิงห ์
(ชยันาท)

2. หนัคา 
(ชยันาท)

3. หนอง
ผักนาก 

(สุพรรณบรีุ)

4. อบต. บา้นพราน
 (อา่งทอง)

5. ทีท่ าการก านันลาดชดิ
 (พระนครศรีอยุธยา)

6. บา้นลากฆ้อน
 (นนทบรีุ)

7. ทา่นา 
(นครปฐม)

8. อบต. บางกระเจ้า
 (สมุทรสาคร)

29-Jul-17 10.8 31.8 0.6 4.8
5-Aug-17 12 0 0 1.8 1.8
19-Aug-17 41.4 4.2 11.8 14.4
26-Aug-17 10 33 0 0 2.2
3-Feb-18 0.2 0 0 0.4
10-Feb-18 0 0 0 0 0
3-Mar-18 8.8 0 0 29
10-Mar-18 0.4 0 0.8 0.2 21.8

หมายเหตุ สถานีที ่4, 5, และ 6 อยู่ในเขตลุ่มน  าเจ้าพระยา ปริมาณน  าทา่ไหลลงสู่แม่น  าเจ้าพระยาเปน็ส่วนใหญ่
ทีม่า http://wea.haii.or.th/telemetering/ais/map.php
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(a)     (b)   

(c)  (d)  

(e)  (f)  

 (g)    (h)  
รูปที่  11  พำรำมิเตอร์คุณภำพน ้ำของตัวอย่ำงน ้ำจำกแม่น ้ำท่ำจีน ส้ำหรับฤดูฝนและฤดูแล้งของค่ำ pH (a), water 
temperature (b), salinity (c), conductivity (d), total coliforms (e), fecal coliforms (f), E. coli and 
enterococcus (g ), dissolved oxygen (h), biochemical oxygen demand (i), total suspend solids and total 
dissolved solids (j), phosphate and total phosphorus (k) เส้นประแสดงค่ำมำตรฐำนคุณภำพน ้ำผิวดินของแหล่งน ้ำผิว 
ประเภทท่ี 3 (TC15-TC23) และประเภทท่ี 2 (TC25-TC28) ตำมล้ำดับ 
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(i)  (j)  

(k)  

รูปที่ 11 (ต่อ)  พำรำมิเตอร์คุณภำพน ้ำของตัวอย่ำงน ้ำจำกแม่น ้ำท่ำจีน ส้ำหรับฤดูฝนและฤดูแล้งของค่ำ pH (a), water 
temperature (b), salinity (c), conductivity (d), total coliforms (e), fecal coliforms (f), E. coli and 
enterococcus (g ), dissolved oxygen (h), biochemical oxygen demand (i), total suspend solids and total 
dissolved solids (j), phosphate and total phosphorus (k) เส้นประแสดงค่ำมำตรฐำนคุณภำพน ้ำผิวดินของแหล่งน ้ำผิว 
ประเภทท่ี 3 (TC15-TC23) และประเภทท่ี 2 (TC25-TC28) ตำมล้ำดับ  
 
 จำกผลกำรวิเครำะห์พำรำมิเตอร์คุณภำพน ้ำในแต่ละสถำนีพบว่ำมีสถำนีที่มีค่ำพำรำมิเตอร์เกินมำตรฐำน ได้แก่ ค่ำ 
total coliforms ที่สถำนี TC25 และ TC28 ในตัวอย่ำงน ้ำตัวแทนฤดูฝน และ fecal coliforms เกินมำตรฐำนท่ีสถำนี TC22 
TC25 และ TC28 ในตัวอย่ำงน ้ำตัวแทนฤดูฝนเช่นกัน ส้ำหรับค่ำ DO พบค่ำต่้ำกว่ำมำตรฐำนเกือบทุกสถำนีคิดเป็น 60 
เปอร์เซ็นต์ ของตัวอย่ำงทั งหมด และพบในฤดูฝนเป็นส่วนมำกประมำณ 66 เปอร์เซ็นต์ ของตัวอย่ำงที่ต่้ำกว่ำค่ำมำตรฐำน 
ส้ำหรับค่ำ BOD5 พบว่ำมีสถำนีที่สูงกว่ำมำตรฐำนมำกถึง 65 เปอร์เซ็นต์ ทั งในฤดูฝนและฤดูแล้ง  นอกจำกนี แนวโน้มที่สถำนี 
TC07, TC09, TC13 พบค่ ำแบคที เรียสู ง ได้แก่  total coliforms, fecal coliforms, E. coli และ enterococcus ซึ่ ง
สอดคล้องกับค่ำ BOD5 ที่สูงและ DO ที่ต่้ำ แสดงถึงคุณภำพน ้ำต่้ำในตัวอย่ำงดังกล่ำว 
 

3.5.2 คุณภาพน้้าจากการตรวจสอบกลุ่มแบคทีเรียท่ีจ้าเพาะกับแหล่งก้าเนิดด้วยวิธีพีซีอาร์และพีซีอาร์เชิงปริมาณ 

ส้ำหรับผลกำรวิเครำะห์กลุ่มแบคทีเรียที่ใช้จ้ำแนกแหล่งก้ำเนดิ ได้แก่ แหล่งก้ำเนิดรวม แหล่งก้ำเนดิจำกสุกร โค และ
ชุมชน ด้วยวิธีพีซีอำร์และพีซีอำร์เชิงปริมำณ ดังแสดงในรูปที่ 12 และ ตำรำงที่ 23 
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(a)   
 

(b)  
 
รูปที่ 12  ผลกำรวิเครำะห์กลุ่มแบคทีเรียด้วยวิธีพีซีอำร์เชิงปริมำณที่จ้ำเพำะต่อแหล่งก้ำเนิดรวม (universal) (a) ชุมชน (b) 
สุกร (c) และโค (d) จำกตัวอย่ำงน ้ำฤดูฝนและฤดูแล้งทั ง 4 รอบกำรเก็บตัวอย่ำง  
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(c)   

(d) 
 
รูปที่ 12 (ต่อ)  ผลกำรวิเครำะห์กลุ่มแบคทีเรียด้วยวิธีพีซีอำร์เชิงปริมำณที่จ้ำเพำะต่อแหล่งก้ำเนิดรวม (universal) (a) ชุมชน 
(b) สุกร (c) และโค (d) จำกตัวอย่ำงน ้ำฤดูฝนและฤดูแล้งทั ง 4 รอบกำรเก็บตัวอย่ำง  
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ตำรำงที่ 23 ผลกำรวิเครำะห์กลุ่มแบคทีเรียด้วยวิธีพีซีอำร์ที่จ้ำเพำะต่อแหล่งก้ำเนิดรวม ชุมชน สุกร และโค จำกตัวอย่ำงน ้ำ
ฤดูฝนและฤดูแล้งทั ง 4 รอบกำรเก็บตัวอย่ำง 

Marker ฤดู สถำนีท่ีตรวจพบ marker 
Universal Wet 1 พบทุกสถำน ี

Wet 2 พบทุกสถำน ี
Dry 1 พบทุกสถำน ี
Dry 2 พบทุกสถำน ี

Sewage Wet 1 ไม่พบในทุกสถำนี 
Wet 2 TC01 TC07 TC25 
Dry 1 ไม่พบในทุกสถำนี 
Dry 2 TC04 TC07 TC09 TC10 TC13 

Swine Wet 1 TC07 TC09 TC13 
Wet 2 TC07 TC09 
Dry 1 ไม่พบในทุกสถำนี 
Dry 2 TC07 TC09 TC10 

Cattle Wet 1 TC07 TC09 TC10 
Wet 2 ไม่พบในทุกสถำนี 
Dry 1 ไม่พบในทุกสถำนี 
Dry 2 ไม่พบในทุกสถำนี 

 
 จำกผลกำรวิเครำะห์กลุ่มแบคทีเรียที่จ้ำเพำะกับแหล่งก้ำเนิด พบกลุ่มแบคทีเรียจำกกำรปนเปื้อนสิ่งปฏิกูลจำก
แหล่งก้ำเนิดรวมในทุกสถำนีเก็บตัวอย่ำงทั ง 2 ฤดูทั งวิธีพี่ซีอำร์และพีซีอำร์เชิงปริมำณ (รูปที่ 12a, ตำรำงที่ 23) ผลกำร
วิเครำะห์กลุ่มแบคทีเรียที่จ้ำเพำะกับน ้ำเสียชุมชนด้วยวิธีพีซีอำร์เชิงปริมำณพบว่ำสำมำรถตรวจพบได้ที่สถำนี TC01 TC07 
TC09 TC10 TC13 TC25 ในฤดูฝน และสถำนี TC04 TC07 TC09 TC10 TC13 TC22 TC25 ในฤดูแล้ง ควำมเข้มข้นของ
ปริมำณดีเอ็นเอที่ตรวจวัดได้อยูในช่วง 1.8-4.32 gene copies/100 mL (รูปที่ 12b) ในขณะที่วิธีพีซีอำร์ตรวจพบที่สถำนี 
TC01 TC07 TC25 ในฤดูฝนและ TC04 TC07 TC09 TC10 TC13 ในฤดูแล้ง (ตำรำงที่ 23) โดยสถำนีที่ตรวจพบทั ง 2 จะ
เป็นพื นที่ชุมชน เช่น TC07 (ร.ร.บ้ำนปล่องเหลี่ยม อ.กระทุ่มแบน จ.สมุทรสำคร) TC09 (หน้ำวัดเทียนดัด บ้ำนท่ำใหม่ อ.สำม
พรำน จ.นครปฐม) TC10  (วัดบำงช้ำงเหนือ อ.สำมพรำน จ.นครปฐม) TC13 (หน้ำที่ว่ำกำร อ.นครชัยศรี จ.นครปฐม) และ 
TC25 (ตลำดสำมชุก อ.สำมชุก จ.สุพรรณบุรี) ผลกำรศึกษำสอดคล้องกับประสิทธิภำพในกำรตรวจวัดกลุ่มแบคทีเรียที่จ้ำเพำะ
กับน ้ำเสียชุมชนของวิธีพีซีอำร์เชิงปริมำณที่มีค่ำควำมไวสูงกว่ำพีซีอำร์อย่ำงมีนัยส้ำคัญ (p<0.05, ตำรำงที่ 19) รวมทั งมี
ควำมจ้ำเพำะสูงกว่ำพีซีอำร์และมีค่ำ Limit of detection ที่ต่้ำกว่ำวิธีพีซีอำร์ (ตำรำงที่ 19) นอกจำกนั นเมื่อค้ำนึงถึงค่ำอัตรำ
กำรเกิดผลบวกและผลลบของทั งวิธีพีซีอำร์และพีซีอำร์เชิงปริมำณ (ตำรำงที่ 19) พบว่ำ มีควำมเช่ือมั่นได้ 100 เปอร์เซ็นต์ว่ำ
ทุกสถำนีมีกำรปนเปื้อนจำกแหล่งก้ำเนิดรวมจริง ในสถำนีที่พบกลุ่มแบคทีเรียจ้ำแนกแหล่งปนเปื้อนจำกน ้ำเสียชุมชน มีควำม
มั่นใจได้ 54 เปอร์เซ็นต์ ว่ำเป็นกำรปนเปื้อนจำกน ้ำเสียชุมชนจริง ในขณะที่ตัวอย่ำงท่ีตรวจไม่พบกลุ่มแบคทีเรียดังกล่ำวมีควำม
มั่นใจได้ 100 เปอร์เซ็นต์ว่ำไม่มีกำรปนเปื้อนน ้ำเสียชุมชนอยู่จริง โดยที่อัตรำกำรเกิดผลลบของพีซีอำร์เชิงปริมำณ (100%) สูง
กว่ำวิธีพีซีอำร์ (95%) อย่ำงมีนัยส้ำคัญ (p<0.05) 
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 ผลกำรวิเครำะห์กลุ่มแบคทีเรียที่จ้ำเพำะกับสุกรด้วยวิธีพีซีอำร์เชิงปริมำณพบว่ำสำมำรถตรวจพบที่สถำนี TC07 
TC09 TC10 TC13 ทั งในฤดูฝนและฤดูแล้ง โดยมีควำมเข้มข้นของปริมำณดีเอ็นเอที่ตรวจวัดได้อยูในช่วง 3.35 – 4.9 gene 
copies/100 mL (รูปที่ 12c)  เมื่อตรวจสอบด้วยวิธีพีซีอำร์พบว่ำตรวจพบที่สถำนี TC07 TC09 TC13 ในฤดูฝน และ TC07 
TC09 TC10 ในฤดูแล้ง (ตำรำงที่ 23) โดยจุดที่มีกำรปนเปื้อนมำกที่สดุคือ TC09 หน้ำวัดเทียนดัด บ้ำนท่ำใหม่ อ.สำมพรำน จ.
นครปฐม เมื่อพิจำรณำค่ำควำมไวและควำมจ้ำเพำะของทั ง 2 วิธีกำรตรวจสอบ (ตำรำงที่ 19)  พบว่ำมีผลใกล้เคียงกันมำก 
(96-100 เปอร์เซ็นต์) โดยไม่พบว่ำมีควำมแตกต่ำงอย่ำงมีนัยส้ำคัญ (p>0.05) ส้ำหรับสถำนีท่ีตรวจพบกลุ่มแบคทีเรียที่จ้ำเพำะ
กับสุกรสำมำรถเชื่อมั่นได้ 100 เปอร์เซ็นต์ว่ำมีกำรปนเปื้อนจริงเมื่อตรวจสอบด้วยวิธีพีซีอำร์ และเชื่อมั่นได้ 87 เปอร์เซ็นต์ใน
วิธีพีซีอำร์เชิงปริมำณ ซึ่งเมื่อทดสอบด้วยสถิติพบว่ำไม่มีควำมแตกต่ำงกันอย่ำงมีนัยส้ำคัญของทั ง 2 วิธ ี(ตำรำงที่ 19)  ในขณะ
ที่เมื่อตรวจไม่พบกลุ่มแบคทีเรียสำมำรถเชื่อมั่นได้ 100 เปอร์เซ็นต์ว่ำไม่มีกำรปนเปื้อนมูลสุกรทั ง 2 วิธีกำรทดสอบ และเมื่อ
พิจำรณำที่ค่ำ limit of detection พบว่ำพีซีอำร์เชิงปริมำณสำมำรถตรวจพบดีเอ็นเอเป้ำหมำยในน ้ำในปริมำณเล็กน้อย 
ในขณะที่วิธีพีซีอำร์ต้องใช้ดีเอ็นเอตั งต้นมำกกว่ำถึง 75 เท่ำ 
 ผลกำรวิเครำะห์กลุ่มแบคทีเรียที่จ้ำเพำะกับโคพบว่ำสำมำรถตรวจพบได้ในฤดูฝนเท่ำนั น โดยพบที่สถำนี TC07 
TC09 TC10 TC13 เมื่อตรวจสอบด้วยวิธีพีซีอำร์เชิงปริมำณ (รูปที่ 12d)   และที่สถำนี TC07 TC09 TC10 เมื่อทดสอบด้วย
วิธีพีซีอำร์ (ตำรำงท่ี 23)  โดยสำมำรถวัดควำมเข้มข้นของดีเอ็นเอที่ปนเปื้อนได้ในช่วง 3.4 - 4.2 gene copies/100 mL เมื่อ
พิจำรณำค่ำควำมไวพบว่ำวิธีพีซีอำร์มีค่ำควำมไวท่ี 85 เปอร์เซ็นต์ ในขณะที่วิธีพีซีอำร์เชิงปริมำณมีค่ำ 70 เปอร์เซ็นต์ (ตำรำงที่ 
19) เมื่อพิจำรณำที่ค่ำควำมจ้ำเพำะพบว่ำทั ง 2 วิธีมีค่ำควำมจ้ำเพำะใกล้เคียงกันในช่วง 94-100 เปอร์เซ็นต์ ส้ำหรับสถำนีที่
ตรวจพบกลุ่มแบคทีเรียที่จ้ำเพำะกับโคสำมำรถเช่ือมั่นได้ 74 และ 100 เปอร์เซ็นต์ในวิธีพีซีอำร์เชิงปริมำณและพีซีอำร์ 
ตำมล้ำดับ ในขณะที่เมื่อตรวจไม่พบกลุ่มแบคทีเรียสำมำรถเช่ือมั่นได้ว่ำไม่มีกำรปนเปื้อนสิ่งปฏิกูลจำกโคที่ควำมมั่นใจ 96 
เปอร์เซ็นต์ในวิธีพีซีอำร์ และ 93 เปอร์เซ็นต์ในวิธีพีซีอำร์เชิงปริมำณ เมื่อวิเครำะห์ควำมแตกต่ำงระหว่ำงวิธีพีซีอำร์และวิธีพีซี
อำร์เชิงปริมำณพบว่ำ วิธีพีซีอำร์มีค่ำควำมไว ควำมจ้ำเพรำะ และอัตรำกำรเกิดผลบวกสูงกว่ำพีซีอำร์เชิงปริมำณอย่ำงมี
นัยส้ำคัญ (p<0.05, ตำรำงที่ 19)  

จำกผลกำรศึกษำด้วยวิธีพีซีอำร์และพี่ซีอำร์เชิงปริมำณสำมำรภสรุปผลกำรวิเครำะห์กลุ่มแบคทีเรียที่จ้ำเพำะสิ่ง
ปฏิกูลในตัวอย่ำงน ้ำทั ง 2 ฤดูได้ดังรูปที่ 13 และเมื่อเทียบผลค่ำ total coliforms และ fecal coliforms (รูปที่ 11) พบค่ำ 
total coliforms เกินมำตรฐำนที่สถำนี TC25 และ TC28 ตำมเกณฑ์คุณภำพน ้ำผิวดินประเภท 2 และค่ำ fecal coliforms 
เกินมำตรฐำนที่สถำนี TC 22 TC25 และ TC28 ตำมเกณฑ์คุณภำพน ้ำผิวดินประเภท 2 และ 3 ในตัวอย่ำงน ้ำฤดูฝนเท่ำนั น 
ส่วนสถำนี TC01 TC04 TC07 TC09 TC10 TC13 จัดเป็นน ้ำผิวดินประเภท 4 ซึงไม่มีเกณฑ์มำตรฐำนของ total coliforms 
และ fecal coliforms แต่จำกผลกำรศึกษำพบว่ำสถำนีเหล่ำนี มีค่ำเฉลี่ย total coliforms และ fecal coliforms สูงกว่ำ
ค่ำเฉลี่ยในสถำนีอื่นที่อยู่ในประเภท 2 และ 3 มำกถึง 6 และ 14 เท่ำ ตำมล้ำดับ  ซึ่งสำมำรถพบได้ทั งในฤดูฝนและฤดูแล้ง 
นอกจำกนี ผลจำกกลุ่มแบคทีเรียที่จ้ำแนกแหล่งก้ำเนิดสำมำรถช่วยระบุได้ว่ำแหล่งก้ำเนิดน ้ำเสียมำจำกมูลสัตว์และน ้ำเสีย
ชุมชนส้ำหรับสถำนี TC07 TC09 TC10 และ TC13 จึงท้ำให้มีค่ำ total coliforms และ fecal coliforms ที่สูง ส่วนสถำนี 
TC01 และ TC04 ไม่พบกำรปนเปื้อนจำกมูลสัตว์ แต่พบกำรปนเปื้อนจำกน ้ำเสียชุมชนจึงเป็นสำเหตุหลักที่ท้ำให้ค่ำ  
coliforms สูง ส้ำหรับสถำนี TC25 ค่ำ fecal coliforms ที่เกินมำตรฐำนได้รับอิทธิพลมำกจำกกำรปนเปื้อนน ้ำเสียชุมชนใน
ปริมำณที่สูง อย่ำงไรก็ตำมที่สถำนี TC22 และ TC28 ไม่พบกำรปนเปื้อนจำกชุมชน โค หรือสุกร อำจเป็นไปได้ว่ำค่ำ fecal 
coliforms ที่เกินมำตรฐำนมีกำรปนเปื้อนน ้ำเสียและสิ่งปฏิกูลจำกแหล่งก้ำเนิดอื่นๆ เช่น ฟำร์มสัตว์ปีก นกน ้ำตำมธรรมชำติ 
เป็นต้น   
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 เมื่อเปรียบเทียบค่ำ log10 copies กลุ่มแบคทีเรีย bacteroidetes จำกกำรปนเปื้อนสิ่งปฏิกูลจำกแหล่งก้ำเนิด
รวมกับค่ำ total coliforms และ fecal coliforms ซึ่งเป็นกลุ่มแบคทีเรียที่ใช้เป็นมำตรฐำนคุณภำพน ้ำ ที่ตรวจพบ
ในแม่น ้ำท่ำจีน พบว่ำมีควำมสัมพันธ์กันอย่ำงมีนัยส้ำคัญ (P<0.001, Pearson correlation) ดังรูปที่ 14 และเมื่อหำ
ควำมสัมพันธ์ของค่ำ LOD ของวิธีพีซีอำร์เชิงปริมำณที่สูงที่สุดของทั ง 4 ไพรเมอร์ (40 copies/reactions) กับค่ำ 
total และ fecal coliforms พบว่ำค่ำ LOD เทียบเท่ำกับ 568 และ 138 MPN/100 ml ตำมล้ำดับ ซึ่งค่ำมำตรฐำน
คุณภำพน ้ำผิวดินประเภทที่ 2 (ประเภทแหล่งน ้ำที่มีคุณภำพน ้ำดีที่สุดส้ำหรับแม่น ้ำท่ำจีน) ก้ำหนดค่ำ total และ 
fecal coliforms อยู่ที่ 5000 และ 1000 MPN/100 ml ตำมล้ำดับ แสดงให้เห็นว่ำค่ำที่ตรวจพบต่้ำกว่ำค่ำ LOD ใน
วิธีพีซีอำร์เชิงปริมำณไม่ส่งผลกระทบในกำรแปลผลคุณภำพของแหล่งน ้ำ ส้ำหรับกำรเปรียบเทียบค่ำ LOD กับค่ำ
ควำมเสี่ยงทำงสุขภำพนั น ยังไม่มีข้อมูลเพียงพอในกำรประเมินผลกระทบทำงสุขภำพ เนื่องจำกเป็นกำรตรวจวัด
กลุ่มแบคทีเรียที่เป็นดัชนีชี วัดกำรปนเปื้อนซึ่งกลุ่มแบคทีเรียนี ไม่ได้เป็นเชื อก่อโรคอันตรำย แต่เป็นตัวบ่งชี กำร
ปนเปื้อนสิ่งปฏิกูล ซึ่งมีควำมเสี่ยงในกำรปนเปื้อนเชื อก่อโรคที่หลำกหลำยชนิดและปริมำณที่แตกต่ำงกันไป 

 

 i^ 
รูปที่ 13 แผนที่ล้ำน ้ำตำมประเภทแหล่งน ้ำและกำรปนเปื้อนแหล่งก้ำเนิดมลพิษในสถำนีต่ำงๆ ในตัวอย่ำงน ้ำฤดูฝน (a) และฤดู
แล้ง (b) 
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รูปที่  14 กรำฟแสดงควำมสัมพันธ์กลุ่มแบคทีเรีย Bacteroidetes จำกกำรปนเปื้อนสิ่งปฏิกูลจำกแหล่งก้ำเนิดรวม 
(universal) กับ total coliforms และ fecal coliforms ซึ่งเป็นกลุ่มแบคทีเรียที่ใช้เป็นมำตรฐำนคุณภำพน ้ำ 
 

3.5.3 การวิเคราะห์ความแตกต่างของพารามิเตอร์ในตัวอย่างน้้าฤดูฝนและฤดูแล้ง 

 ผลกำรศึกษำพบว่ำพำรำมิเตอร์ทำงกำยภำพที่ไม่มีควำมแตกต่ำงกันอย่ำงมีนัยส้ำคัญ (p>0.05) เมื่อเปรียบเทียบใน
ฤดูร้อนและฤดูฝน ได้แก่ค่ำ บีโอดี (BOD)  ของแข็งทั งหมดที่ละลำยน ้ำ (TDS) ของแข็งแขวนลอย (TSS) และ ออกซิเจนละลำย 
(DO) ในขณะที่ค่ำกำรน้ำไฟฟ้ำ (conductivity) pH อุณหภูมิ ควำมเค็ม ฟอสฟอรัส และฟอสเฟต มีควำมแตกต่ำงอย่ำงมี
นัยส้ำคัญระหว่ำงฤดูฝนและฤดูแล้ง (p<0.05) ดังรูปที่ 15 ส่วนพำรำมิเตอร์ทำงชีวภำพ ได้แก่ E.coli, Total coliforms, 
Enterocuccus, Fecal coliforms, SR14 และ AIM06 phage รวมทั ง qPCR marker ของกลุ่มแบคทีเรียที่จ้ำเพำะต่อ
แหล่งก้ำเนิด พบว่ำไม่มีควำมแตกต่ำงกันอย่ำงมีนัยส้ำคัญระหว่ำง 2 ฤดู (P>0.05) ยกเว้นกลุ่มแบคทีเรียที่จ้ำเพำะต่อสิ่งปฏิกูล
จำกโคซึ่งพบเฉพำะในฤดูฝน จึงท้ำให้แตกต่ำงอย่ำงมีนัยส้ำคัญเมื่อเทียบกับฤดูแล้ง (P<0.05)  
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(a) (b) (c)  

(d) (f)  

รูปที่ 15 กรำฟแสดงค่ำพำรำมิเตอร์ทำงกำยภำพและเคมีที่มีควำมแตกต่ำงอย่ำงมีนัยส้ำคัญระหว่ำงฤดูร้อนและฤดูฝน เมื่อ
ทดสอบด้วย ANOVA ส้ำหรับพำรำมิเตอร์ที่กระจำยตัวแบบปกติ และ Kruskal-Wallis rank sum test ส้ำหรับพำรำมิเตอร์ที่
กระจำยตัวไม่ปกติ boxplot แสดงค่ำมัธยฐำน และเปอร์เซ็นไทด์ท่ี 75 และ 25 ปลำยเส้นปะแสดงค่ำสูงสุดและต่้ำสุด จุดสีด้ำ
แสดงค่ำ outlier และจุดสีขำวแสดงค่ำเฉลี่ย 
 

3.5.4 การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างพารามิเตอร์ทางกายภาพ เคมีและชีววิทยาด้วยวิธีวิเคราะห์สองตัวแปร 
(Correlation) และ พหุตัวแปร (multivariate analysis) 

เมื่ อน้ ำค่ ำพำรำมิ เตอร์ต่ ำงๆ มำท้ำกำรวิ เครำะห์พหุตั วแปร (multivariate analysis) ด้ วยวิธี  Principal 
component analysis (PCA) เพื่อวิเครำะห์หำควำมสัมพันธ์ของตัวแปรต่ำงๆ โดยไม่แบ่งกลุ่มเป็นตัวแปรต้นหรือตัวแปรตำม 
แต่ท้ำกำรสร้ำงกลุ่มตัวแปรใหม่ ที่ประกอบด้วยควำมแปรปรวนของตัวแปรเดิม เรียกว่ำ Principle component หรือ 
dimension จำกกำรวิเครำะห์ข้อมูลตัวอย่ำงน ้ำในฤดูฝนพบว่ำ กลุ่มตัวแปรมีค่ำควำมแปรปรวนอยู่ใน 5 dimensions แรก 
(ค่ำสะสมเกิน 80 เปอร์เซ็นต์) ดังแสดงด้วยกรำฟ Scree plot ที่แสดงค่ำเปอร์เซ็นต์ควำมแปรปรวนของกลุ่มตัวแปรในแต่ละ 
dimension บำงครั งเรียกควำมแปรปรวนว่ำค่ำ eigenvalues ดังแสดงในรูปที่ 16(a)  
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(a)  (b)  

(c)  (d)  
 
รูปที่ 16 กรำฟแสดงกำรวิเครำะห์ด้วย Principal component analysis (PCA) ของค่ำพำรำมิเตอร์คุณภำพน ้ำ ส้ำหรับ
ตัวอย่ำงน ้ำฤดูฝนโดยแสดงค่ำ Scree plot (a), กรำฟ PCA แสดงควำมสัมพันธ์และกำรจัดกลุ่มระหว่ำงพำรำมิเตอร์ต่ำงๆ ด้วย 
k-means clustering (b), % contribution ของพำรำมิเตอร์ต่ำงๆ ใน 5 dimensions แรก (c), และ cluster analysis ของ
สถำนีเก็บตัวอย่ำงทั ง 2 รอบในฤดูฝน (d) 
 

เมื่อท้ำกำรวิเครำะห์ค่ำพำรำมิเตอร์หลักที่ส่งผลต่อกลุ่มตัวแปรใน dimensions 1 และ 2 พบควำมสัมพันธ์ของ
พำรำมิเตอร์คุณภำพน ้ำ ดังแสดงในรูปที่ 16(b) โดยเวคเตอร์ของพำรำมิเตอร์ที่อยู่ใกล้กันและห่ำงจำกจุด (0,0) ด้วยระยะใกล้
เคียงกัน จะมีควำมสัมพันธ์กันมำกกว่ำเวคเตอร์ของพำรำมิเตอร์ที่อยู่ไกลกัน กำรวิเครำะห์จัดกลุ่ม (cluster analysis) ซึ่งท้ำ
กำรจัดกลุ่มของพำรำมิเตอร์ที่มีลักษณะเหมือนหรือคล้ำยคลึงกันเข้ำด้วยกัน โดยจะเห็นได้ว่ำพำรำมิเตอร์ได้รับกำรจัดกลุ่มเป็น 
4 กลุ่ม ได้แก่ กลุ่มที่  1 ประกอบด้วย  ของแข็งแขวนลอย ออกซิเจนละลำย  และ อุณหภูมิ กลุ่มที่  2 ประกอบด้วย 
phosphate total phosphorus ค่ำกำรน้ำไฟฟ้ำ  ควำมเค็ม และ ของแข็งทั งหมดที่ละลำยน ้ำ กลุ่มที่ 3 ประกอบด้วย บีโอดี 
Sewage qPCR marker SR14 และ AIM06 phage กลุ่มสุดท้ำยประกอบด้วย pH total coliforms (CFU method) total 
coliforms (MPN method), fecal coliforms, E. coli, enterococcus, Universal qPCR marker, Cattle qPCR marker 
และ Swine qPCR marker ดังแสดงในรูปที่ 16(b)  
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ค่ำ เปอร์เซ็นต์ contribution แสดงค่ำกำรกำรกระจำยตัวของของพำรำมิเตอร์ต่ำงๆใน dimensions 1 ถึง 5 รูปที่ 
16(c) ซึ่งแสดงควำมส้ำคัญของพำรำมิเตอร์ดังกล่ำวด้วย โดยแสดงให้เห็นว่ำพำรำมิเตอร์ที่ส่งผลต่อ dimensions 1 ได้แก่ 
fecal coliforms, ควำมเค็ม, E. coli, ของแข็งทั งหมดที่ละลำยน ้ำ, ของแข็งแขวนลอย , ค่ำกำรน้ำไฟฟ้ำ , total coliforms 
(CFU and MPN methods), และ enterococcus ส่วนพำรำมิเตอร์ที่ส่งผลต่อ dimensions 2 ได้แก่ค่ำ pH อุณหภูมิ บีโอดี, 
ออกซิเจนละลำย , total phosphorus และ phosphate ท้ำให้แสดงค่ำเหล่ำนี ได้ดีในกรำฟ 2 dimentions มีควำม
น่ำเช่ือถือในกำรแปลผลควำมสัมพันธ์ของพำรำมิเตอร์ ในขณะที่พำรำมิเตอร์ที่กระจำยตัวใน dimention อื่นจ้ำเป็นต้องใช้
สัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (correlation coefficient) ในกำรวิเครำะห์ควำมสัมพันธ์ของพำรำมิเตอร์อีกครั ง นอกจำกนี จัดกลุ่ม
แบบล้ำดับชั น (hierarchical clusterings) ของตัวอย่ำงน ้ำรอบ 1 และ 2 รูปที่ 16(d) ซึ่งเป็นตัวแทนน ้ำในฤดูฝนพบว่ำ 
ตัวอย่ำงน ้ำที่สถำนี TC07 (ร.ร.บ้ำนปล่องเหลี่ยม อ.กระทุ่มแบน จ.สมุทรสำคร) และ TC09 (หน้ำวัดเทียนดัด บ้ำนท่ำใหม่ อ.
สำมพรำน จ.นครปฐม) มีพำรำมิเตอร์คุณภำพน ้ำท่ีใกล้เคียงกันในทั ง 2 รอบของกำรเก็บน ้ำซึ่งมีคุณภำพน ้ำท่ีต่้ำดังที่กล่ำวมำใน
ข้ำงต้น และพบว่ำที่ TC15 (สะพำนบำงเลน อ.บำงเลน จ,นครปฐม) และ TC17 (ใต้ปำกคลองพระยำบรรลือ อ.สองพี่น้อง จ.
สุพรรณบุรี) มีพำรำมิเตอร์คุณภำพน ้ำที่ควำมใกล้เคียงกันทั ง 2 รอบ ซึ่งเป็นจุดที่คุณภำพน ้ำค่อนข้ำงดีพบค่ำ Total และ fecal 
coliforms ต่้ำกว่ำเกณฑ์คุณภำพน ้ำและยังตรวจไม่พบแบคทีเรียที่จ้ำเพำะกับคน หมู และวัว และยังพบสถำนีที่พำรำมิเตอร์
ใกล้เคียงกันรองลงมำคือ TC01 และ TC04 ซึ่งอยู่บริเวณปำกแม่น ้ำ จ.สมุทรสำคร และสถำนี TC22, TC23 และ TC28 ซึ่งอยู่
บริเวณต้นน ้ำ จ.สุพรรณบุรีและชัยนำท 

ส้ำหรับกำรวิเครำะห์ควำมสัมพันธ์ของพำรำมิเตอร์คุณภำพน ้ำในตัวอย่ำงน ้ำฤดูแล้งพบว่ำกลุ่มตัวแปรที่มีคุณลักษณะ
เด่นจะอยู่ใน 5 dimensions แรก (ค่ำสะสมเกิน 80 เปอร์เซ็นต์) ดังแสดงด้วยกรำฟ Scree plot ในรูปที่ 17(a) เมื่อท้ำกำร
วิเครำะห์ค่ำพำรำมิเตอร์หลักที่ส่งผลต่อกลุ่มตัวแปรใน dimensions 1 และ 2 พบควำมสัมพันธ์ของพำรำมิเตอร์คุณภำพน ้ำ
ต่ำงๆ ดังแสดงในรูปที่ 17(b) กำรวิเครำะห์จัดกลุ่ม (cluster analysis) พบว่ำพำรำมิเตอร์ได้รับกำรจัดกลุ่มเป็น 4 กลุ่ม ได้แก่ 
กลุ่มที่  1 ประกอบด้วย pH, ออกซิ เจนละลำย , ของแข็งแขวนลอย , SR14 phage และ AIM06 phage กลุ่มที่  2 
ประกอบด้วย บีโอดี, อุณหภูมิ, Sewage qPCR marker, Cattle qPCR marker กลุ่มที่ 3 ประกอบด้วย phosphate, total 
phosphorus, ค่ำกำรน้ำไฟฟ้ำ , ควำมเค็ม และ ของแข็งทั งหมดที่ละลำยน ้ำ กลุ่มสุดท้ำยประกอบด้วย total coliforms 
(CFU method), total coliforms (MPN method), fecal coliforms, E. coli, enterococcus, Universal qPCR marker 
และ Swine qPCR marker ดังแสดงในรูปที่ 17(b) 

ค่ำ เปอร์เซ็นต์ contribution แสดงให้เห็นว่ำพำรำมิเตอร์ที่ส่งผลต่อ dimensions 1 และ 2 ได้แก่ ทุกพำรำมิเตอร์ 
ยกเว้นค่ำ pH อุณหภูมิ AIM06 และ SR14 phage ดังแสดงใน รูปที่  17(c) กำรจัดกลุ่มแบบล้ำดับชั น (hierarchical 
clusterings) ของตัวอย่ำงน ้ำรอบ 1 และ 2 ในฤดูแล้งพบว่ำ ตัวอย่ำงน ้ำที่สถำนี TC07 (ร.ร.บ้ำนปล่องเหลี่ยม อ.กระทุ่มแบน 
จ.สมุทรสำคร) และ TC09 (หน้ำวัดเทียนดัด บ้ำนท่ำใหม่ อ.สำมพรำน จ.นครปฐม) มีพำรำมิเตอร์คุณภำพน ้ำที่ใกล้เคียงกันใน
ทั ง 2 รอบของกำรเก็บน ้ำในฤดูแล้งและมีคุณภำพน ้ำที่ต่้ำกว่ำมำตรฐำน รูปที่ 17(d) ซึ่งทั ง 2 สถำนีมีควำมใกล้เคียงกันทั งฤดู
ร้อนและฤดูฝนแสดงให้เห็นว่ำอำจมีกำรปนเปื้อนสิ่งปฏิกูลได้ตลอดทั งปี นอกจำกนั นยังพบสถำนีที่มีพำรำมิเตอร์ใกล้เคียงกัน
รองลงมำคือ TC15 และพบว่ำที่ (สะพำนบำงเลน อ.บำงเลน จ,นครปฐม) และ TC17 (ใต้ปำกคลองพระยำบรรลือ อ.สองพี่
น้อง จ.สุพรรณบุรี) ซึ่งสอดคล้องกับในฤดูฝนซึ่งอำจเป็นจุดที่มีกำรปนเปื้อนน้อยทั ง 2 ฤดู 

จำกผลที่ได้จำกตัวอย่ำงน ้ำทั งฤดูฝนและฤดูแล้งพบว่ำมีควำมแตกต่ำงกันบ้ำง แต่พำรำมิเตอร์หลักท่ีส่งผลต่อคุณภำพ
น ้ ำข อ งทั งส อ งรอบ ที่ เห มื อ น กั น  ได้ แ ก่  total coliforms (CFU and MPN methods), fecal coliforms, E. coli, 
enterococcus ซึ่งเป็นพำรำมิเตอร์ทำงชีววิทยำ  
 



61 
 

(a)  (b)  

(c)  (d)  
รูปที่ 17 กรำฟแสดงกำรวิเครำะห์ด้วย Principal component analysis (PCA) ของค่ำพำรำมิเตอร์คุณภำพน ้ำส้ำหรับ
ตัวอย่ำงน ้ำฤดูแล้งโดยแสดงค่ำ Scree plot (a), กรำฟ PCA แสดงควำมสัมพันธ์และกำรจัดกลุ่มระหว่ำงพำรำมิเตอร์ต่ำงๆ (b), 
% contribution ของพำรำมิเตอร์ต่ำงๆ ใน 5 dimensions แรก (c), และ cluster analysis ของสถำนีเก็บตัวอย่ำงทั ง 2 
รอบในฤดูแล้ง (d) 
 

นอกจำกนี ท้ำกำรจัดกลุ่มด้วย model-based clustering ของตัวอย่ำงน ้ำจำกสถำนีต่ำงๆ ท่ีแสดงควำมคล้ำยคลึง
กันและจัดกลุ่มพำรำมิเตอร์คุณภำพน ้ำที่มีควำมสัมพันธ์กัน โดยกำรวิเครำะห์ด้วย model-based clustering จะท้ำกำรหำ
โมเดลที่เหมำะสม รูปที่ 18(a, c) ซึ่งเหมำะกับกำรใช้จัดกลุ่มตัวแปรที่มีกำรแจงแจงของข้อมูล (distribution) หลำยรูปแบบ 
โดยสำมำรถแบ่งกลุ่มสถำนีได้เป็น 5 กลุ่ม (clusters) ดังแสดงใน รูปที่ 18(b) ในกลุ่มที่ 1 พบว่ำมีพำรำมิเตอร์แบคทีเรีย
ประกอบด้วย total coliforms (CFU และ MPN), fecal coliforms, enterococcus และ E.coli ในระดับปำนกลำง มี
ค่ำพำรำมิเตอร์ทำงกำยภำพและเคมีในระดับปำนกลำง แต่พบค่ำ qPCR marker ที่จ้ำเพำะกับแหล่งก้ำเนิดต่ำงๆในระดับต่้ำ 
บ่งชี คุณภำพน ้ำโดยรวมในระดับปำนกลำง ซึ่งประกอบด้วยสถำนี TC15 TC17 TC22 TC23 TC25 TC28 ซึ่งทั งหมดอยู่ในฤดู
ฝน และTC01 ในฤดูแล้ง กลุ่มที่มีคุณภำพน ้ำโดยรวมอยู่ในเกณฑ์ดพีบว่ำอยู่ในกลุ่มที่ 5 มีค่ำพำรำมิเตอร์แบคทีเรยีในระดับต่ำ้มี
ค่ำ ออกซิเจนละลำย  สูง พบ qPCR marker ที่จ้ำเพำะกับแหล่งก้ำเนิดต่ำงๆในระดับต่้ำ ถึงแม้ว่ำจะพบเฟจ SR14 และ 
AIM06 ซึ่งเป็นตัวชี วัดกำรปนเปื้อนจำกน ้ำเสียชุมชนสูงในบำงสถำนี สถำนีที่อยู่ในกลุ่มนี ประกอบด้วย TC15 TC17 TC22 
TC23 TC25 TC28 ซึ่งทั งหมดอยู่ในฤดูแล้ง ส่วนกลุ่มที่ 2 3 และ 4 พบว่ำมีค่ำพำรำมิเตอร์แบคทีเรียและqPCR marker ที่
จ้ำเพำะกับแหล่งก้ำเนิดต่ำงๆ ในปริมำณที่สูง แต่มีควำมผันผวนแตกต่ำงกันเล็กน้อยจำกค่ำพำรำมิเตอร์ทำงกำยภำพและเคมี 
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บ่งชี คุณภำพน ้ำโดยรวมในระดับต่้ำกว่ำเกณฑ์มำตรฐำน ซึ่งมีสถำนีหลักที่พบคือ TC04 TC07 TC09 TC10 TC13 ซึ่งพบทั งฤดู
ฝนและฤดูแล้ง จำกกำรวิเครำะห์กลุ่มสถำนีพบว่ำคุณภำพน ้ำโดยรวมที่ดีพบได้บ่อยในฤดูแล้ง ในขณะที่ฤดูฝนจะพบค่ำบ่งชี 
คุณภำพน ้ำต่้ำกว่ำมำตรฐำนในควำมถี่สูง เนื่องจำกมีกำรชะล้ำงหน้ำดินที่บนเปื้อนลงสู่แหล่งน ้ำในฤดูฝน 

ส้ำหรับกำรจัดกลุ่มพำรำมิเตอร์คุณภำพน ้ำพบว่ำสำมำรถแบ่งพำรำมิเตอร์ออกเป็น 9 กลุ่มที่มีควำมสัมพันธ์กัน ดังรูป
ที่ 18(d) คือ กลุ่มที่ 1 ได้แก่ pH กลุ่มที่ 2 คือ อุณหภูมิ ซึ่งทั ง 2 พำรำมิเตอร์ไม่มีควำมสัมพันธ์กับพำรำมิเตอร์อื่น กลุ่มที่ 3 
ได้แก่ ควำมเค็ม ค่ำกำรน้ำไฟฟ้ำ  และ ของแข็งทั งหมดที่ละลำยน ้ำ กลุ่มที่ 4 บีโอดี กลุ่มที่ 5 ออกซิเจนละลำย  และ ของแข็ง
แขวนลอย  กลุ่มที่ 6 total phosphorus และ phosphate กลุ่มที่ 7 total coliforms (CFU และ MPN) fecal coliforms 
และ E.coli กลุ่มที่ 8 คือ qPCR marker จ้ำเพำะกับแหล่งก้ำเนิดต่ำงๆ และ enterococcus และกลุ่มสุดท้ำยคือ SR14 และ 
AIM06 phage 

 
 

(a) (b)  
 

(c) (d)  

รูปที่ 18 กรำฟแสดงกำรวิเครำะห์ด้วย model-based clustering ของพำรำมิเตอร์และตัวอย่ำงน ้ำจำกสถำนีต่ำงๆ โดยแสดง
โมเดลและจ้ำนวนกลุ่มที่เหมำะสมกับกำรจัดกลุ่มตัวอย่ำงน ้ำจำกสถำนีต่ำงๆทั ง 4 รอบกำรเก็บน ้ำ (a) ผลกำรจัดกลุ่มตัวอย่ำง
น ้ำจำกสถำนีต่ำงๆ (b) โมเดลและจ้ำนวนกลุ่มที่เหมำะสมกับกำรจัดกลุ่มพำรำมิเตอร์คุณภำพน ้ำ (c) และผลกำรจัดกลุ่ม
พำรำมิ เตอร์คุณ ภำพน ้ ำ  (d) best model แสดงลักษณะของ model ที่ ใช้  EEI คือ  the volumes and shape of 
allclusters are equal, the orientation is the identity ใน ขณ ะ ที่  EII ห ม ำย ถึ ง  All mixture components are 
spherical and equal volume. ค่ำ BIC (Bayesian Information Criterion) มำกบ่งชี ว่ำเป็น model ที่เหมำะสม 
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 เนื่องจำกกำรวิเครำะห์แบบ PCA และ clustering เป็นกำรวิเครำะห์หำควำมสัมพันธ์ของพำรำมิเตอร์แบบภำพรวม 
ดังนั นจึงจ้ำเป็นต้องใช้ค่ำสหสัมพันธ์ (correlation coefficient) ในกำรบอกควำมสัมพันธ์อย่ำงมีนัยส้ำคัญ ผลจำกกำร
วิเครำะห์พบว่ำ พำรำมิเตอร์แบคทีเรีย เช่น total coliforms (CFU และ MPN) fecal coliforms enterococcus และ 
E.coli แสดงค่ำ correlation อย่ำงมีนัยส้ำคัญซึ่ งกันและกัน (p<0.01) ดังรูปที่  19(a) qPCR marker ที่จ้ำเพำะกับ
แหล่งก้ำเนิดรวมและมูลสุกรมีควำมสัมพันธ์อย่ำงมนีัยส้ำคญักับพำรำมิเตอร์แบคทีเรียเช่นกัน (p<0.05) ส่วน qPCR marker ที่
จ้ำเพำะกับน ้ำเสียชุมชน มีควำมสัมพันธ์อย่ำงมีนัยส้ำคัญกับ qPCR marker ที่จ้ำเพำะกับแหล่งก้ำเนิดรวม total coliforms 
(CFU) และ E.coli (p<0.05) ในขณะที่  AIM06 และ SR14 phage มีควำมสัมพันธ์ซึ่ งกันและกัน (p<0.001) แต่ ไม่มี
ควำมสัมพันธ์กับพำรำมิเตอร์อื่น 
 กำรวิเครำะห์ควำมสัมพันธ์ระหว่ำงพำรำมิเตอร์ทำงกำยภำพพบว่ำ ควำมเค็ม ของแข็งทั งหมดที่ละลำยน ้ำ และ ค่ำ
กำรน้ำไฟฟ้ำ  มีควำมสัมพันธ์กันอย่ำงมีนัยส้ำคัญ (p<0.01) ดังรูปที่ 19(b) ในขณะที่ ออกซิเจนละลำย  มีควำมสัมพันธ์เชิง
ลบอย่ำงมีนัยส้ำคัญกับ ของแข็งทั งหมดที่ละลำยน ้ำ  และ ค่ำกำรน้ำไฟฟ้ำ  (p<0.01) ส่วน Total phosphorus มี
ควำมสัมพันธ์อย่ำงมีนัยส้ำคัญกับค่ำ pH อุณหภูมิ ควำมเค็ม ค่ำกำรน้ำไฟฟ้ำ  ของแข็งทั งหมดที่ละลำยน ้ำ และ phosphate 
(p<0.05) และ phosphate มีควำมสัมพันธ์อย่ำงมีนัยส้ำคัญกับค่ำ pH ควำมเค็ม ของแข็งทั งหมดที่ละลำยน ้ำ ค่ำกำรน้ำไฟฟ้ำ  
และ Total phosphorus (p<0.05) และมีควำมสัมพันธ์เชิงลบกับ ออกซิเจนละลำย  (p<0.05)  
 เมื่อพิจำรณำควำมสัมพันธ์ของพำรำมิเตอร์ทำงกำยภำพ เคมีและแบคทีเรียพบว่ำ ออกซิเจนละลำย  มีควำมมี
ควำมสัมพันธ์เชิงลบกับพำรำมิเตอร์แบคทีเรีย ได้แก่  E.coli, total coliforms (CFUและ MPN), enterococcus, fecal 
coliform, Uni และ Swine qPCR marker  (p<0.05)  ตำรำงที่ 24 ส่วนพำรำมิเตอร์ ค่ำกำรน้ำไฟฟ้ำ , ของแข็งทั งหมดที่
ละลำยน ้ำ, phosphorus และ total phosphorus มีควำมสัมพันธ์เชิงบวกกับพำรำมิเตอร์แบคทีเรียที่กล่ำวมำในข้ำงต้น Uni 
qPCR marker มีควำมสัมพันธ์กับ ค่ำกำรน้ำไฟฟ้ำ  และ ของแข็งทั งหมดที่ละลำยน ้ำ (p<0.05) ส่วน Cattle qPCR มี
ควำมสัมพันธ์เชิงบวกกับ pH และ ควำมเค็ม และสุดท้ำย Swine qPCR marker มีควำมสัมพันธ์กับ ของแข็งแขวนลอย   
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(a)  
 
รูปที่ 19 Correlation plot ของพำรำมิเตอร์ทำงชีวภำพทั งฤดูฝน (a) และฤดูแล้ง (b) ตัวเลขแสดงค่ำสัมประสิทธ์สหสัมพันธ์ (Kendall's Tau correlation coefficient) Histogram แสดงกำร
แจกแจงของข้อมูล (*) แสดงค่ำควำมสัมพันธ์อย่ำงมีนัยส้ำคัญ *** p<0.001, **p<0.01, *p<0.5 
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(b)  

รูปที่ 19 (ต่อ) Correlation plot ของพำรำมิเตอร์ทำงชีวภำพทั งฤดูฝน (a) และฤดูแล้ง (b) ตัวเลขแสดงค่ำสัมประสิทธ์สหสัมพันธ์ (Kendall's Tau correlation coefficient) Histogram แสดง
กำรแจกแจงของข้อมูล (*) แสดงค่ำควำมสัมพันธ์อย่ำงมีนัยส้ำคัญ *** p<0.001, **p<0.01, *p<0.5 
 



66 
 

ตำรำงที่ 24 ควำมสัมพันธ์ของพำรำมิเตอร์ทำงกำยภำพ เคมีและชีววิทยำทั งฤดูฝนและฤดูแล้ง ตัวเลขแสดงค่ำสัมประสิทธ์
สหสัมพันธ์ (Kendall's Tau correlation coefficient) (*) แสดงค่ำควำมสัมพันธ์อย่ำงมีนัยส้ำคัญ *** p<0.001, **p<0.01, 
*p<0.5 

  
 
3.6 บทวิเครำะห์สัดส่วนและแหล่งท่ีมำหลักของกำรปนเปื้อนแบคทีเรียกลุ่มโคลิฟอร์มในแหล่งน้ ำท่ำจีน 

 จำกผลกำรวิเครำะห์ตัวอย่ำงน ้ำจำกกำรเก็บน ้ำทั ง 2 ฤดูพบว่ำสถำนี TC07 (ร.ร.บ้ำนปล่องเหลี่ยม อ.กระทุ่มแบน  
จ.สมุทรสำคร) TC09 (หน้ำวัดเทียนดัด บ้ำนท่ำใหม่ อ.สำมพรำน จ.นครปฐม) TC10 (วัดบำงช้ำงเหนือ อ.สำมพรำน จ.
นครปฐม) และ TC13 (หน้ำท่ีว่ำกำร อ.นครชัยศรี จ.นครปฐม) พบว่ำตรวจพบกลุ่มแบคทีเรียที่จ้ำเพำะกับน ้ำเสียชุมชนและมูล
สุกร มำกถึง 63เปอร์เซ็นต์ และ 88% จำกกำรตรวจสอบทั งหมด 16 ครั ง ใน 2 ฤดู โดยที่สถำนี TC07 TC09 TC10 ตรวจพบ 
3 ครั งใน 4 ครั งส้ำหรับน ้ำเสียชุมชน และ TC07 TC09 TC10 TC13 ตรวจพบมูลสุกรสถำนีละ 3 ครั งใน 4 ครั ง นอกจำกนั น
ยังตรวจพบกลุ่มแบคทีเรียที่จ้ำเพำะกับมูลโคอย่ำงน้อย 1 ครั งในทุกสถำนีท่ีกล่ำวในข้ำงต้น  

เมื่อพิจำรณำประเภทของกลุ่มแบคทีเรียที่จ้ำเพำะที่ตรวจพบในสถำนีต่ำงๆ ร่วมกับกำรตรวจวัดคุณภำพน ้ำใน รูปที่ 
11 และแผนที่แหล่งก้ำเนิดมลพิษในแต่ละจังหวัด (รูปที่ 20) สำมำรถสรุปในเบื องต้นได้ว่ำ แม่น ้ำท่ำจีนท่ีรองรับน ้ำจำกจังหวัด
นครปฐมมีปัญหำกำรปนเปื้อนสิ่งปฏิกูลจำกฟำร์มปศุสัตว์ โดยปริมำณ บีโอดี ที่สูงและ ออกซิเจนละลำย  ต่้ำไม่ได้มำตรฐำน มี
สำเหตุมำจำกกำรปนเปื้อนมูลสุกรและน ้ำเสียชุมชนเป็นหลัก อย่ำงไรก็ตำมแม้กำรวิเครำะห์แหล่งก้ำเนิดมลพิษนั น สำมำรถ
พิจำรณำจำกประเภทและระยะทำงระหว่ำงแหล่งก้ำเนิดกับสถำนีเก็บตัวอย่ำงน ้ำ นอกจำกนี ควรค้ำนึงถึงทิศทำงและอัตรำกำร
ไหลของน ้ำ เพื่อค้ำนวณกำรปนเปื้อนมลพิษจำกต้นน ้ำมำสู่สถำนีปลำยน ้ำ และควรค้ำนึงถึงอัตรำกำรย่อยสลำย (decay rate) 
ของกลุ่มแบคทีเรียที่อำจลดจ้ำนวนลงในแหล่งน ้ำก่อนได้รับกำรตรวจวัดอีกด้วย  

 

Parameter DO Conductivity TDS Phosphorus 
Total 

phosphorus 
Salinity pH TSS 

E.coli -0.43** 0.37* 0.37* 0.31* 0.32* <0.29 <0.29 <0.29 
Total 

coliforms 
(CFU) 

-0.42** 0.40** 0.40** 0.33* 0.34* <0.29 <0.29 <0.29 

Enterocuccus -0.29* 0.31* 0.33* 0.30* 0.29* <0.29 <0.29 <0.29 
Total 

coliforms 
(MPN) 

-0.41** 0.31* 0.32* 0.32* 0.35* <0.29 <0.29 <0.29 

Fecal 
coliform 

-0.46** 0.39* 0.38* 0.39* 0.38* <0.29 <0.29 <0.29 

Uni qPCR -0.33* 0.32* 0.35* <0.29 <0.29 <0.29 <0.29 <0.29 
Cattle qPCR <0.29 <0.29 <0.29 <0.29 <0.29 0.35* 0.36* <0.29 
Swine qPCR -0.43** <0.29 <0.29 <0.29 <0.29 <0.29 <0.29 -0.33* 
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(a)  
 

(b)  

รูปที่ 20 แผนที่แสดงแหล่งก้ำเนิดมลพิษเทียบกับสถำนีเก็บตัวอย่ำงน ้ำ ในจังหวัดสมุทรสำคร (a), นครปฐม (b), สุพรรณบุรี 
(c), และชัยนำท (d) (กรมควบคุมมลพิษ 2558) 
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(C)  
 

 (d)  

รูปที่ 20 (ต่อ) แผนที่แสดงแหล่งก้ำเนิดมลพิษเทียบกับสถำนีเก็บตัวอย่ำงน ้ำ ในจังหวัดสมุทรสำคร (a), นครปฐม (b), 
สุพรรณบุรี (c), และชัยนำท (d) (กรมควบคุมมลพิษ 2558) 
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3.7 บทวิเครำะห์และทำงเลือกในกำรวิเครำะห์ที่น ำเสนอแบบเป็นขั้นตอน (tier approach) เพ่ือให้เหมำะสมกับ
งบประมำณและควำมรุนแรงของปัญหำในพื้นที่นั้นๆ 

 กำรวิเครำะห์กลุ่มแบคทีเรียที่จ้ำแนกแหล่งก้ำเนิดมลพิษได้ ในหลำยๆประเทศไม่ได้น้ำกำรวิเครำะห์นี มำแทนที่
พำรำมิเตอร์แบคทีเรียตำมมำตรฐำนคุณภำพน ้ำผิวดิน หำกแต่น้ำมำวิเครำะห์ในกรณีที่ตัวอย่ำงน ้ำนั นมีค่ำพำรำมิเตอร์
แบคทีเรียเกินค่ำมำตรฐำน โดยกำรวิเครำะห์กลุ่มแบคทีเรียที่จ้ำแนกแหล่งก้ำเนิดมลพิษนี  จะสำมำรถระบุแหล่งปล่อยมลพิษที่
เป็นต้นเหตุของค่ำแบคทีเรียเกินมำตรฐำน ท้ำให้ช่วยในกำรจัดกำรแหล่งก้ำเนิดเพื่อกำรลดปริมำณแบคทีเรียปนเปื้อนในบริเวณ
นั นๆได้ อย่ำงไรก็ตำม เนื่องจำกระยะเวลำที่ใช้ในกำรวิเครำะห์ค่ำพำรำมิเตอร์แบคทีเรียใช้เวลำนำนถึง 7 วัน จึงเสนอแนะให้
ท้ำกำรกรองและสกัดดีเอ็นเอของตัวอย่ำงน ้ำและเก็บที่ -20°C ไว้ก่อน หำกได้ผลค่ำพำรำมิเตอร์แบคทีเรียแล้วพบว่ำเกินค่ำ
มำตรฐำน จึงน้ำตัวอย่ำงดีเอ็นเอมำท้ำกำรวิเครำะห์ต่อไปได้ ดังแสดงใน รูปที่ 21 ส้ำหรับกำรเลือกวิธีตรวจวัดด้วยวิธีพีซีอำร์
หรือพีซีอำร์เชิงปริมำณนั นขึ นอยู่กับจุดประสงค์ของกำรศึกษำว่ำต้องกำรผลกำรศึกษำละเอียดในระดับใด งบประมำณที่ใช้ใน
กำรศึกษำ รวมทั งข้อได้เปรียบ และข้อจ้ำกัดเชิงเทคนิคของแต่ละวิธีดังแสดงในหัวข้อ 3.4 
 

 

รูปที่ 21 แผนผังแสดงกำรวิเครำะห์ค่ำพำรำมิเตอร์แบคทีเรียตำมมำตรฐำนคุณภำพน ้ำผิวดินและกลุ่มแบคทีเรียที่จ้ำเพำะกับ
แหล่งก้ำเนิด 
  

กำรค้ำนวณค่ำใช้จ่ำยส้ำหรับแต่ละขั นตอนของกำรวิเครำะห์กลุ่มแบคทีเรียที่จ้ำเพำะกับแหล่งก้ำเนิด ดังแสดงใน
ตำรำงที่ 23 (รำยละเอียดต้นทุนแต่ละขั นตอนดังแสดงในตำรำงท่ี 20) 
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ตำรำงที่ 25 ค่ำใช้จ่ำยที่เกี่ยวข้องส้ำหรับกำรวิเครำะห์กลุ่มแบคทีเรียที่จ้ำเพำะกับแหล่งก้ำเนิดแบบเป็นขั นตอน 
ตัวอย่ำง ขั้นตอน ค่ำใช้จ่ำยต่อตัวอย่ำง 

ตัวอย่ำงที่ค่ำพำรำมิเตอร์แบคทีเรียไม่
เกินค่ำมำตรฐำน 

สกัดดีเอ็นเอ  1,234 บำท 

ตัวอย่ำงที่ค่ำพำรำมิเตอร์แบคทีเรีย
เกินค่ำมำตรฐำน 

พีซีอำร์ รวมสกัดดีเอ็นเอ ตรวจ 4 แหล่งก้ำเนิด 3,313 บำท 
พีซีอำร์ รวมสกัดดีเอ็นเอ ตรวจ 1 แหล่งก้ำเนิด 1,754 บำท 
พี ซี อ ำ ร์ เ ชิ งป ริ ม ำณ  รวม ส กั ด ดี เอ็ น เอ  ต รวจ  4 
แหล่งก้ำเนิด 

5,991 บำท 

พีซีอำร์เชิงปริมำณ รวมสกัดดีเอ็นเอ ตรวจ1 แหล่งก้ำเนิด 3,138 บำท 
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บทที่ 4 สรุปผลกำรวิจัย 

 
โครงการวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์หลกั คือ เพ่ือให้ได้แนวทางการน้ากลุ่มแบคทีเรียท่ีเชื่อมโยงกับแหลง่ก้าเนิดมลพิษเฉพาะ
กิจกรรมมาสนับสนนุการตรวจวัดกลุ่มพารามิเตอร์แบคทีเรียในมาตรฐานคุณภาพน้้าผิวดิน โครงกำรวิจัยมรีะยะเวลำ 2 ปี 
ผลที่ได้จำกโครงกำรจำ้แนกตำมวตัถุประสงค์ย่อย ได้ดังต่อไปนี  
 
วัตถุประสงค์ที่ 1 เพือ่จัดท้ารายงานสรุปสถานการณ์มลพิษทางน ้าและความจ้าเป็นของการจ้าแนกแหล่งก้าเนิดมลพิษของ
ประเทศไทย 

ผลกำรศึกษำ  
1. จำกกำรวิเครำะห์ช่องว่ำงของกฎระเบียบข้อบังคับและมำตรฐำนน ้ำผิวดินในปัจจุบันของประเทศไทย พบว่ำ

ไม่มีพำรำมิเตอร์ใดในมำตรฐำนคุณภำพน ้ำผิวดินที่เชื่อมโยงไปสู่แหล่งก้ำเนิดมลพิษเพียงแหล่งเดียว ท้ำให้มี
ข้อถกเถียงถึงสัดส่วนกำรปล่อยมลพิษที่แท้จริง และไม่สำมำรถระบุผู้ก่อมลพิษที่ชัดเจนได้  

2. ควำมรุนแรงของปัญหำสะท้อนได้จำกปัญหำมลพิษในประเทศไทยที่เกิดจำกสำรอินทรีย์โดยมีสิ่งปฏิกูลจำก
มูลมนุษย์และสัตว์ที่ตรวจวัดกำรปนเปื้อนได้ในรูปแบคทีเรียและสำรประกอบไนโตรเจน 

3. กำรแก้ไขปัญหำมลพิษทำงน ้ำอย่ำงยั่งยืน ท้ำได้โดยกำรตรวจวัดพำรำมิเตอร์ที่มีควำมจ้ำเพำะกับกิจกรรม 
โดยน้ำมำสนับสนุนดัชนีคุณภำพน ้ำที่มีอยู่เดิมในมำตรฐำนคุณภำพน ้ำในแหล่งน ้ำผิวดิน เพื่อเสริมเป็น
มำตรกำรเฉพำะพื นที่เพื่อสืบหำแหล่งก้ำเนิดตำมสัดส่วนกำรปล่อยมลพิษที่แท้จริง  

4. กำรใช้กลุ่มแบคทีเรียที่เชื่อมโยงกับแหล่งก้ำเนิดมลพิษมำสนับสนุนระดับนโยบำยในกำรจัดกำรมลพิษแหล่ง
น ้ำนั น มีกรณีศึกษำที่ประสบควำมส้ำเร็จอย่ำงแพร่หลำยในต่ำงประเทศ เช่น สหรัฐอเมริกำ อังกฤษ เป็นต้น 

 
วัตถุประสงค์ที่ 2 เพื่อพัฒนาวิธีทางห้องปฏิบัติการด้วยเทคนิคพีซีอาร์และพีซีอาร์เชิงปริมาณส้าหรับตรวจวิเคราะห์กลุ่ม
แบคทีเรียที่สามารถจ้าแนกสิ่งปฏกิูลจากแหล่งก้าเนิดมลพิษเฉพาะกิจกรรม 

ผลกำรศึกษำ 
1. จำกกำรศึกษำพบว่ำแหล่งก้ำเนิดมลพิษที่ส้ำคัญในเขตลุ่มน ้ำท่ำจีนและลุ่มน ้ำเจ้ำพระยำ ได้แก่ ชุมชน สุกร

และโค และแหล่งก้ำเนิดรองลงมำ ได้แก่ ฟำร์มปศุสัตว์แพะ แกะ กระบือ ไก่และเป็ด จึงท้ำกำรค้ำนวณ
จ้ำนวนตัวอย่ำงที่เหมำะสมทำงสถิติและมีกำรกระจำยตัวที่เหมำะสม ด้วยวิธี stratified random sampling 

design ด้วยค่ำออกแบบ คือ 90% confidence interval และ 0.20 acceptable relative error เพื่อให้ได้ค่ำ
ควำมไวของวิธีทดสอบ ที่ไม่น้อยกว่ำ 0.80 

2. จ้ำนวนตัวอย่ำงในกำรทดสอบรวมทั งหมด 100 ตัวอย่ำงจำกพื นที่บริเวณลุ่มน ้ำท่ำจีน  และ 28 ตัวอย่ำงจำก
พื นที่บริเวณลุ่มน ้ำเจ้ำพระยำ โดยแต่ละตัวอย่ำงเป็นตัวแทนของกลุ่มประชำกร กล่ำวคือสิ่งปฏิกูลจำกมนุษย์
เก็บจำกน ้ำเสียรวมของอำคำรที่มีคนอำศัยอยู่มำกกว่ำ 100 คน หรืออำคำรโรงพยำบำลที่มีเตียงผู้ป่วยใน
มำกกว่ำ 80 เตียง  และมูลสัตว์ที่ผสมรวมจำกมูลของสัตว์ตั งแต่ 20 ตัวขึ นไป 

3. ไพรเมอร์ที่คัดเลือกมำท้ำกำรทดสอบสำมำรถตรวจวัดกลุ่มแบคทีเรีย Bacteroidales ได้ โดยแบ่งเป็นไพร
เมอร์ที่จ้ำเพำะกับคน จ้ำนวน 3 คู่ ไพรเมอร์ที่จ้ำเพำะกับสุกร จ้ำนวน 2 คู่ ไพรเมอร์ที่จ้ำเพำะกับโค จ้ำนวน 
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8 คู่ และไพรเมอร์ที่ไม่จ้ำเพำะกับแหล่งก้ำเนิด (ส้ำหรับยืนยันกำรปนเปื้อนว่ำมำจำกสิ่งปฏิกูลจริงโดยไม่ได้
เกิดจำกกำรมีอยู่ในธรรมชำติ) จ้ำนวน 3 คู่ รวม 16 คู่ 

4. จำกกำรทดสอบด้วยวิธีพีซีอำร์พบว่ำ ไพรเมอร์คู่ที่เหมำะสมที่สุดส้ำหรับกำรจ้ำแนกแหล่งปนเปื้อนสิ่งปฏิกูล
จำกแหล่งก้ำเนิดรวม (ไม่จ้ำเพำะกับแหล่งก้ำเนิด) คน สุกร และโค ได้แก่ BacUniEP หรือ GenBac3EP, 

HF183/BFDrevEP, Pig-2-BacEP, และ Bac3 ตำมล้ำดับ จึงท้ำกำรทดสอบประสิทธิภำพ (performance) ของ
ไพรเมอร์ทั งสี่คู่นี เปรียบเทียบระหว่ำงวิธีพีซีอำร์และพีซีอำร์เชิงปริมำณส้ำหรับตัวอย่ำงในลุ่มน ้ำท่ำจีน ดัง
แสดงในตำรำง 

 
โดยค่ำควำมไว หมำยถึง ควำมสำมำรถในกำรตรวจพบในทุกตัวอย่ำงที่มำจำกแหล่งปนเปื้อนนั นจริงโดยไม่
แสดงผลลบลวง ควำมจ้ำเพำะ หมำยถึง ควำมสำมำรถในกำรตรวจพบเฉพำะแหล่งก้ำเนิดที่ต้องกำรโดยไม่
แสดงผลบวกลวง อัตรำกำรเกิดผลบวก หมำยถึง ค่ำควำมมั่นใจในควำมถูกต้องหำกผลกำรตรวจเป็นบวกซึ่ง
น้ำไปใช้ในกำรแปลผลกำรตรวจตัวอย่ำงน ้ำปนเปื้อนได้ อัตรำกำรเกิดผลลบ หมำยถึง ค่ำควำมมั่นใจใน
ควำมถูกต้องหำกผลกำรตรวจเป็นลบซึ่งน้ำไปใช้ในกำรแปลผลกำรตรวจตัวอย่ำงน ้ำปนเปื้อนได้ และ LOD 
(limit of detection) คือค่ำต่้ำสุดที่ตรวจวัดได้ด้วยวิธีดังกล่ำว 

5. เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภำพของวิธีพีซีอำร์และพีซีอำร์เชิงปริมำณพบว่ำไม่แตกต่ำงกันมำกนัก (ดังแสดงใน
ข้อ 4) แต่เมื่อค้ำนวณต้นทุนในกำรตรวจวัดด้วยวิธีพีซีอำร์และพีซีอำร์เชิงปริมำณพบว่ำมีควำมแตกต่ำงกัน 
โดยกำรตรวจวัดด้วยวิธีพีซีอำร์ มีต้นทุนประมำณ 1,800 และ 3,400 บำท หำกตรวจวัดหนึ่งแหล่งก้ำเนิด
และสี่แหล่งก้ำเนิด ตำมล้ำดับ หำกตรวจวัดด้วยวิธีพีซีอำร์เชิงปริมำณ มีต้นทุน 3,200 และ 6,000 บำท
ส้ำหรับกำรตรวจวัดหนึ่งแหล่งก้ำเนิดและสี่แหล่งก้ำเนิด ตำมล้ำดับ นอกจำกนี  ต้นทุนคงที่ส้ำหรับเครื่องมือ
วิเครำะห์ของวิธีพีซีอำร์และพีซีอำร์เชิงปริมำณ มีมูลค่ำประมำณ 710,000 และ 1,335,800 บำท ตำมล้ำดับ 
ซึ่งวิธีพีซีอำร์เชิงปริมำณต้องมีค่ำใช้จ่ำยในกำรเตรียมกรำฟมำตรฐำนในครั งแรกเป็นเงินประมำณ 32,000 
บำท 

 
วัตถุประสงค์ที่ 3 เพื่อตรวจติดตามคุณภาพน ้าในแม่น ้าท่าจีนในช่วงเวลา 1 ปี และบ่งชี แหล่งก้าเนดิกจิกรรมปนเปื้อน 

ผลกำรศึกษำ 
1. ท้ำกำรตรวจติดตำมคุณภำพน ้ำจำกสถำนีตรวจวัดคุณภำพน ้ำของส่วนแหล่งน ้ำจืด ส้ำนักจัดกำรคุณภำพน ้ำ 

กรมควบคุมมลพิษ จ้ำนวน 12 สถำนี ตั งแต่ปำกแม่น ้ำท่ำจีน จังหวัดสมุทรสำคร ที่ลงสู่อ่ำวไทยขึ นไปถึง
สะพำนมะขำมเฒ่ำจังหวัดชัยนำท ต้นก้ำเนิดแม่น ้ำท่ำจีนที่แยกออกมำจำกแม่น ้ำเจ้ำพ ระยำ ครอบคลุม
คุณภำพแหล่งน ้ำประเภทที่ 4 (แหล่งน ้ำที่ได้รับน ้ำทิ งจำกกิจกรรมบำงประเภท และสำมำรถเป็นประโยชน์
เพื่อ (1) กำรอุปโภคและบริโภคโดยต้องผ่ำนกำรฆ่ำเชื อโรคตำมปกติและผ่ำนกระบวนกำรปรับปรุงคุณภำพ

PCR qPCR PCR qPCR PCR qPCR PCR qPCR PCR qPCR PCR qPCR

แหลง่ก ำเนดิรวม

 (Universal)
100* 96* NA NA 100* 96* 100 100 NA NA 30 20

น ้ำเสยีชุมชน 84* 100* 77 80 78 84 46 54 95* 100* 300 40

สกุร 100 100 98 96 98 97 91 87 100 100 3000 40

โค 85* 70* 100* 94* 97 89 100* 74* 96 93 300 30

LOD (copies/reaction)ชนิด

แหล่งก ำเนิด

ควำมไว (%) Sensitivity ควำมจ ำเพำะ (%) Specificity ควำมถกูต้อง (%)  Accuracy
อตัรำกำรเกิดผลบวก 

Positive predictive value

อตัรำกำรเกิดผลลบ 

Negative predictive 
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น ้ำเป็นพิเศษก่อน และ (2) กำรอุตสำหกรรม) ประเภทที่ 3 (แหล่งน ้ำที่ได้รับน ้ำทิ งจำกกิจกรรมบำงประเภท 
และสำมำรถเป็นประโยชน์เพื่อ (1) กำรอุปโภคและบริโภคโดยต้องผ่ำนกำรฆ่ำเชื อโรคตำมปกติและผ่ำน
กระบวนกำรปรับปรุงคุณภำพน ้ำทั่วไปก่อน และ (2) กำรเกษตร) และประเภทที่ 2 (แหล่งน ้ำที่ได้รับน ้ำทิ ง
จำกกิจกรรมบำงประเภท และสำมำรถเป็นประโยชน์เพื่อ (1) กำรอุปโภคและบริโภคโดยต้องผ่ำนกำรฆ่ำเชื อ
โรคตำมปกติและผ่ำนกระบวนกำรปรับปรุงคุณภำพน ้ำทั่วไปก่อน  (2) กำรอนุรักษ์สัตว์น ้ำ (3) กำรประมง 

และ (4) กำรว่ำยน ้ำและกีฬำทำงน ้ำ) โดยท้ำกำรวิเครำะห์ตัวอย่ำงจ้ำนวน 4 ครั ง ครอบคลุมฤดูฝน 2 ครั ง
และฤดูแล้ง 2 ครั ง 

2. จำกกำรตรวจวัดพบค่ำแบคทีเรียโคลิฟอร์มทั งหมดเกินมำตรฐำนคุณภำพน ำ้ผิวดินประเภทที่ 2 ในตัวอย่ำงฤดู
ฝนครั งที่หนึ่งที่สถำนี TC25 (ข้ำงตลำดสำมชุก จ.สุพรรณบุรี) และสถำนี TC28 (สะพำนมะขำมเฒ่ำ จ.
ชัยนำท) และค่ำแบคทีเรียฟีคอลโคลิฟอร์ม เกินมำตรฐำนคุณภำพน ้ำผิวดินประเภทที่ 2 ในตัวอย่ำงฤดูฝน
ครั งที่หนึ่งและสอง ที่สถำนี TC25 และ TC28 อีกเช่นกัน ในขณะที่สถำนี TC01-TC13 ซึ่งจัดอยู่ในแหล่งน ้ำ
ประเภทที่ 4 ไม่มีกำรก้ำหนดเกณฑ์มำตรฐำนแต่ตรวจพบค่ำโคลิฟอร์มที่สูงมำก นอกจำกนี  ภำพรวมของค่ำ
ออกซิเจนละลำย (DO) ต่้ำกว่ำมำตรฐำนทุกสถำนี โดยนับเป็นสัดส่วน 80 เปอร์เซ็นต์ในตัวอย่ำงฤดูฝนรวม
สองครั ง และ 50 เปอร์เซ็นต์ในตัวอย่ำงฤดูแล้งรวมสองครั ง ภำพรวมค่ำควำมสกปรกในรูปสำรอินทรีย์ (BOD) 

สูงกว่ำมำตรฐำนทุกสถำนี โดยนับเป็นสัดส่วน 50 เปอร์เซ็นต์ในตัวอย่ำงฤดูฝนรวมสองครั ง และ 80 
เปอร์เซ็นต์ในตัวอย่ำงฤดูแล้งรวมสองครั ง 

3. ผลกำรตรวจวัดกลุ่มแบคทีเรียจำกกำรปนเปื้อนสิ่งปฏิกูลที่ ไม่จ้ำเพำะกับแหล่งก้ำเนิด (แหล่งก้ำเนิดรวม; 

universal marker) พบกำรปนเปื้อนในทุกสถำนีและทุกรอบกำรเก็บน ้ำ (ฤดูฝนสองครั ง ฤดูแล้งสองครั ง) โดย
ผลตรงกันทั งวิธีพีซีอำร์และพีซีอำร์เชิงปริมำณ ซึ่งแสดงถึงกำรปนเปื้อนสิ่งปฏิกูลตลอดสำยของแม่น ้ำท่ำจีน 
เนื่องจำกแม่น ้ำท่ำจีนไม่ได้มีต้นก้ำเนิดจำกพื นที่ต้นน ้ำ แต่เป็นสำขำที่ต่อย่อยมำจำกแม่น ้ำเจ้ำพระยำที่ต้ำบล
มะขำมเฒ่ำ จังหวัดชัยนำท ซึ่งเป็นบริเวณแม่น ้ำเจ้ำพระยำตอนบนที่ได้รับกำรประเมินให้มีคุณภำพน ้ำระดับ
พอใช้ติดต่อกันมำอย่ำงต่อเนื่อง 

4. ผลกำรตรวจวัดกลุ่มแบคทีเรียที่จ้ำเพำะกับน ้ำเสียชุมชนด้วยวิธีพีซีอำร์เชิงปริมำณ ตรวจพบในทั งฤดูฝนและ
ฤดูแล้งที่สถำนีต่อไปนี  TC07 (ร.ร.บ้ำนปล่องเหลี่ยม อ.กระทุ่มแบน จ.สมุทรสำคร) TC09 (หน้ำวัดเทียนดัด อ.
สำมพรำน จ.นครปฐม) TC10 (วัดบำงช้ำงเหนือ อ.สำมพรำน จ.นครปฐม) TC13 (หน้ำที่ว่ำกำร อ.นครชัยศรี 
จ.นครปฐม) และ TC25 ในขณะที่ตรวจพบเฉพำะในฤดูฝนที่สถำนี TC01 (ปำกแม่น ้ำท่ำจีน จ.สมุทรสำคร) 
และตรวจพบเฉพำะในฤดูแล้งที่สถำนี TC04 (วัดศิริมงคล อ.เมือง จ.สมุทรสำคร) และ TC22 (ท้ำยเมือง
สุพรรณบุรี อ.เมือง จ.สุพรรณบุรี) ซึ่งทุกสถำนีเป็นบริเวณใกล้ชุมชนทั งสิ น 

5. ผลกำรตรวจวัดกลุ่มแบคทีเรียที่จ้ำเพำะกับน ้ำเสียชุมชนด้วยวิธีพีซีอำร์ ตรวจพบที่จ้ำนวนสถำนีน้อยกว่ำเมื่อ
ใช้วิธีพีซีอำร์เชิงปริมำณ ซึ่งสอดคล้องกับค่ำขีดจ้ำกัดกำรวัดของวิธีพีซีอำร์ที่สูงกว่ำ  ซึ่งหมำยควำมว่ำวิธีพีซี
อำร์จะไม่สำมำรถตรวจหำกลุ่มแบคทีเรียที่จ้ำเพำะกับน ้ำเสียชุมชนได้หำกมีระดับกำรปนเปื้อนที่น้อยเกินไป  

ในส่วนของค่ำที่ตรวจวัดได้ทั งสองวิธี หำกผลเป็นบวกจะมีควำมมั่นใจได้ 42-54 เปอร์เซ็นต์ว่ำมีกำรปนเปื้อน
น ้ำเสียชุมชนจริง ในขณะที่หำกผลเป็นลบจะมั่นใจได้ 95-100 เปอร์เซ็นต์ว่ำผลเป็นลบจริง 

6. ผลกำรตรวจวัดกลุ่มแบคทีเรียที่จ้ำเพำะกับมูลสกุรด้วยวิธีพีซีอำร์เชิงปริมำณ ตรวจพบในทั งฤดูฝนและฤดูแล้ง
ที่สถำนี TC07, TC09, TC10, และ TC13 ในขณะที่กำรตรวจด้วยวิธีพีซีอำร์พบในฤดูฝนที่สถำนี TC07, TC09 
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และ TC13 และในฤดูแล้งที่สถำนี TC07, TC09 และ TC10 โดยจุดปนเปื้อนที่สุดคือ TC07 ซึ่งเป็นขอบของ
จังหวัดสมุทรสำครที่ติดกับ จ.นครปฐม ซึ่งมีแนวโน้มกำรได้รับมลพิษที่พัดพำมำจำกเหนือน ้ำในเขต จ.
นครปฐม ในส่วนของค่ำที่ตรวจวัดได้ทั งสองวิธี หำกผลเป็นบวกจะมีควำมมั่นใจได้ 87-100 เปอร์เซ็นต์ว่ำมี
กำรปนเปื้อนน ้ำเสียชุมชนจริง ในขณะที่หำกผลเป็นลบจะมั่นใจได้ 100 เปอร์เซ็นต์ว่ำผลเป็นลบจริง 

7. ผลกำรตรวจวัดกลุ่มแบคทีเรียที่จ้ำเพำะกับมูลโค ตรวจพบในฤดูฝนเท่ำนั น โดยพบที่สถำนี TC07 TC09 
TC10 TC13 เมื่อตรวจสอบด้วยวิธีพีซีอำร์เชิงปริมำณ และที่สถำนี TC07 TC09 TC10 เมื่อทดสอบด้วยวิธีพีซี
อำร์ ในส่วนของค่ำที่ตรวจวัดได้ทั งสองวิธี หำกผลเป็นบวกจะมีควำมมั่นใจได้ 74-100 เปอร์เซ็นต์ว่ำมีกำร
ปนเปื้อนน ้ำเสียชุมชนจริง ในขณะที่หำกผลเป็นลบจะมั่นใจได้ 93-96 เปอร์เซ็นต์ว่ำผลเป็นลบจริง 

8. สรุปค่ำพำรำมิเตอร์ทำงชีวภำพ ซึ่งได้แก่ E. coli, Total coliforms, Enterococcus, Fecal coliforms  รวมทั ง
กลุ่มแบคทีเรียที่จ้ำเพำะต่อแหล่งก้ำเนิด พบว่ำไม่มีควำมแตกต่ำงกันอย่ำงมีนัยส้ำคัญระหว่ำง 2 ฤดู (P>0.05) 

ยกเว้นกลุ่มแบคทีเรียที่จ้ำเพำะต่อสิ่งปฏิกูลจำกโคซึ่งพบเฉพำะในฤดูฝน จึงท้ำให้แตกต่ำงอย่ ำงมีนัยส้ำคัญ
เมื่อเทียบกับฤดูแล้ง (P<0.05) ซึ่งบ่งชี ควำมเป็นไปได้ว่ำมลพิษมูลโคอำจถูกพัดพำมำกับน ้ำท่ำในช่วงฤดูฝน 

9. สรุปผลรำยสถำนี พบว่ำค่ำแบคทีเรียโคลิฟอร์มทั งหมดและฟีคอลโคลิฟอร์มที่สูง น่ำจะมีสำเหตุมำจำกกำร
ปนเปื้อนทั งจำกมูลสัตว์และน ้ำเสียชุมชนในบริเวณสถำนี  TC07 TC09 TC10 และ TC13 ในขณะที่สถำนี 
TC01 และ TC04 ไม่พบกำรปนเปื้อนจำกมูลสัตว์ แต่พบกำรปนเปื้อนจำกน ้ำเสียชุมชนซึ่งอำจเป็นสำเหตุหลกั
ที่ท้ำให้ค่ำ coliforms สูง ส้ำหรับสถำนี TC25 ค่ำ fecal coliforms ที่เกินมำตรฐำนได้รับอิทธิพลมำกจำกกำร
ปนเปื้อนน ้ำเสียชุมชนบริเวณตลำดสำมชุกในปริมำณที่สูง อย่ำงไรก็ตำมที่สถำนี TC22 และ TC28 ไม่พบกำร
ปนเปื้อนจำกชุมชน โค หรือสุกร อำจเป็นไปได้ว่ำค่ำ fecal coliforms ที่เกินมำตรฐำนมีกำรปนเปื้อนน ้ำเสีย
และสิ่งปฏิกูลจำกแหล่งก้ำเนิดอ่ืนๆได้ 

10. แนวทำงในกำรตรวจวัดกลุ่มแบคทีเรียที่บ่งชี แหล่งก้ำเนิด สำมำรถท้ำด้วยแนวทำงเลือกแบบเป็นขั นตอน 
(Tier approach) เพื่อให้เหมำะสมกับงบประมำณและควำมรุนแรงของปัญหำในพื นที่ โดยท้ำกำรกรอง
ตัวอย่ำงและสกัดดีเอ็นเอเก็บไว้ที่ตู้แช่ -80 องศำเซลเซียสก่อน จำกนั นรอผลกำรวิเครำะห์แบคทีเรียกลุ่ม
มำตรฐำน (วิธี MPN ใช้เวลำ 4-7 วัน วิธีกรองด้วยเมมเบรนใช้เวลำ 1-2 วัน) หำกตัวอย่ำงน ้ำพบค่ำแบคทีเรีย
เกินมำตรฐำนจึงน้ำตัวอย่ำงดีเอ็นเอมำตรวจวิเครำะห์แหล่งก้ำเนิดได้ โดยใช้ไพรเมอร์แหล่งก้ำเนิดรวม 
(Universal) เมื่อต้องกำรตรวจยืนยันกำรปนเปื้อนสิ่งปฏิกูลจริง หรือไพรเมอร์ที่จ้ำเพำะกับแหล่งก้ำเนิดต่ำงๆ 
แล้วแต่พื นที่บริเวณที่ศึกษำ นอกจำกนี  หำกต้องกำรตรวจวัดกำรปนเปื้อนในระดับสูงเท่ำนั น ก็สำมำรถใช้วิธี
พีซีอำร์ที่มีต้นทุนและค่ำใช้จ่ำยถูกกว่ำได้ ส้ำหรับตัวอย่ำงที่ไม่ได้รับกำรตรวจต่อจะมีค่ำใช้จ่ำยในกำรกรอง
และสกัดดีเอ็นเออยู่ที่ 1,300 บำทต่อตัวอย่ำง 
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วัตถุประสงค์ที่ 4 เพื่อจัดท้าคู่มือปฏิบัติการตรวจสอบแหล่งที่มาของการปนเปื้อนแบคทีเรียในแหล่งน ้าผิวดิน และจัดท้า
ข้อเสนอแนะเชิงนโยบาย (Policy brief) 

ผลกำรศึกษำ 
1. คู่มือปฏิบัติกำรตรวจสอบแหล่งที่มำของกำรปนเปื้อนแบคทีเรียในแหล่งน ้ำผิวดิน ประกอบด้วย 

a. มำตรฐำนกำรวิเครำะห์ทำงห้องปฏิบัติกำร (Standard Operating Procedures) 

b. ขั นตอนทำงเลือกในกำรตรวจวดั (tier approach) เพื่อให้เหมำะสมกับงบประมำณและควำมรนุแรง
ของปัญหำในพื นทีน่ั นๆ 

c. กรณีศึกษำกำรตรวจติดตำมคุณภำพน ้ำในแม่น ำ้ท่ำจนีด้วยกลุ่มแบคทีเรียที่เชื่อมโยงกับแหล่งกำ้เนิด 

2. ข้อเสนอแนะเชิงนโยบำย (Policy brief) 
 
 โดยสรุปแล้ว โครงกำรวิจัยนี เป็นโครงกำรที่น้ำควำมรู้ในทำงวิทยำศำสตร์เพื่อพัฒนำวิธีตรวจวัดกลุ่มแบคทีเรียที่
เชื่อมโยงกับแหล่งก้ำเนิดมำบูรณำกำรกับกำรวิเครำะห์ข้อมูล เพื่อก้ำหนดแนวทำงกำรผลักดันไปสู่กำรใช้ประโยชน์เชิงนโยบำย 
นอกจำกนี   นอกเหนือจำกประโยชน์ด้ำนกำรจ้ำแนกแหล่งปล่อยมลพิษแล้ว  กำรทรำบแหล่งก้ำเนิดมลพิษสำมำรถน้ำไปเป็น
ข้อมูลประกอบกำรค้ำนวณควำมเสี่ยงต่อสุขภำพได้ด้วย เนื่องจำกสิ่งปฏิกูลหรือมูลสัตว์ที่ปนเปื้อนลงสู่แหล่งน ้ำมีโอกำสที่จะ
น้ำพำเชื อจุลินทรีย์ก่อโรคลงสู่แหล่งน ้ำนั นๆด้วย โดยโอกำสกำรปนเปื้อนชนิดและปริมำณของเชื อก่อโรคก็แตกต่ำงกันไปขึ นกับ
ประเภทแหล่งก้ำเนิด ดังนั น จึงเป็นกำรเน้นย ้ำควำมส้ำคัญและควำมจ้ำเป็นอย่ำงเร่งด่วนของกำรตรวจติดตำมคุณภำพน ้ำด้วย
กลุ่มแบคทีเรียที่จ้ำเพำะต่อแหล่งก้ำเนิด เพื่อน้ำมำแก้ไขปัญหำมลพิษของประเทศไทยอย่ำงมีประสิทธิภำพได้ 
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วัตถุประสงค์ย่อยท่ี 1 เพื่อจัดท้ำรำยงำนประเมินสถำนกำรณม์ลพิษปัจจุบันในแหล่งน ้ำและศึกษำวิเครำะห์ควำมจ้ำเป็นในกำร
จ้ำแนกแหล่งก้ำเนดิมลพิษเฉพำะกิจกรรม 

 สถำนกำรณ์มลพิษทำงน ้ำของประเทศไทยในปัจจุบันที่ตรวจสอบโดยกรมควบคุมมลพิษ (2558) พบกว่ำแม่น ้ำที่จัดอยู่ใน
เกณฑ์เสื่อมโทรม เรียงล้ำดับจำกเสื่อมโทรมที่สุด ได้แก่ แม่น ้ำท่ำจีนตอนล่ำง เจ้ำพระยำตอนล่ำง ระยองตอนล่ำง และล้ำตะคองตอนล่ำง 
โดยปัญหำคุณภำพน ้ำที่ส้ำคัญของประเทศ ได้แก่ ปริมำณสำรอินทรีย์ที่ปนเปื้อนลงสู่แหล่งน ้ำในปริมำณที่สูง ส่งผลให้ค่ำ บีโอดีหรือปริมำณ
ควำมสกปรกในรูปสำรอินทรยี์ในแหลง่น ้ำมคี่ำสงูในหลำยพื นที่ รวมถึงมีปริมำณสำรประกอบไนโตรเจนและปริมำณแบคทีเรียสูงในบำงพื นที่
ส่งผลให้พบสถำนกำรณ์ที่มีปริมำณออกซิเจนละลำยน ้ำที่ต่้ำร่วมด้วย นอกจำกนี ยังพบปัญหำเฉพำะพื นที่ ได้แก่ กำรปนเปื้อนของโลหะหนัก
ที่สูงเกินค่ำธรรมชำติ และกำรปนเปื้อนของสำรฆ่ำศัตรูพืชและสัตว์จำกกำรท้ำกำรเกษตร 

เมื่อสืบค้นถึงแนวโน้มของสถำนกำรณ์มลพิษทำงน ้ำในช่วงทศวรรษที่ผ่ำนมำ พบว่ำ แม่น ้ำสำยหลักของประเทศที่มีคุณภำพน ้ำเสื่อมโทรมลง
และจัดอยู่ในเกณฑ์ที่เสื่อมโทรมมำอย่ำงต่อเนื่อง ได้แก่ แม่น ้ำเจ้ำพระยำและแม่น ้ำท่ำจีน ซึ่งแม่น ้ำท่ำจีนได้เคยถูกจัดอันดับเป็นแม่น ้ำที่
สกปรกที่สุดของประเทศ ในช่วงปี 2543 – 2545โดยเฉพำะแม่น ้ำท่ำจีนตอนล่ำง ตั งแต่กิโลเมตรที่ 82 ปำกคลองเจดีย์บูชำ อ้ำเภอนครชัยศรี 
จังหวัดนครปฐม ซึ่งรองรับน ้ำทิ งจำกชุมชนและฟำร์มสุกร จนถึงปำกแม่น ้ำ อ้ำเภอเมือง จังหวัดสมุทรสำคร มีควำมสกปรกสะสมสูงและ
ส่งผลให้ปริมำณออกซิเจนละลำยน ้ำต่้ำกว่ำ 2 มิลลิกรัมต่อลิตร และบำงจุดต่้ำกว่ำ 1 มิลลิกรัมต่อลิตร (วิจำรย์ สิมำฉำยำ 2546) 

 เมื่อประเมินปริมำณควำมสกปรกในรูปบีโอดี (BOD Loading) ที่ระบำยออกสู่สิ่งแวดล้อมในลุ่มน ้ำท่ำจีน จำก 4 จังหวัดหลักที่อยู่
ในพื นที่ลุ่มน ้ำ ได้แก่ ชัยนำท สุพรรณบุรี นครปฐม และสมุทรสำคร พบว่ำ มีกำรระบำยปริมำณควำมสกปรกรวมประมำณ 89 ตันบีโอดีต่อ
วัน โดยมีแหล่งก้ำเนิดน ้ำเสียส้ำคัญที่ท้ำให้คุณภำพน ้ำเสื่อมโทรมมำกท่ีสุด ได้แก่ อุตสำหกรรม ร้อยละ 58 ชุมชน ร้อยละ 26 และ
เกษตรกรรม (กำรเพำะเลี ยงสัตว์น ้ำ ฟำร์มสุกร และนำข้ำว) ร้อยละ 16 และจัดหวัดนครปฐมและสมุทรสำครมีปรมิำณควำมสกปรกในรูปบีโอ
ดีที่ระบำยออกสู่สิ่งแวดล้อมมำกที่สุดใกล้เคียงกัน ประมำณ 34 ตันบีโอดีต่อวัน (ร้อยละ 40) และ 33 ตันบีโอดีต่อวัน (ร้อยละ 38) 
ตำมล้ำดับ เมื่อเปรียบเทียบกบัศักยภำพกำรรองรับมลพิษที่ประเมินจำกแบบจ้ำลองทำงคณิตศำสตร์นั น แม่น ้ำท่ำจีนมีควำมสำมำรถในกำร
รองรับควำมสกปรกประมำณ 60 ตันบีโอดีต่อวัน แม่น ้ำท่ำจีนจึงอยู่ในสภำวะที่รองรับของเสียที่เกินศักยภำพกำรฟอกตัวโดยธรรมชำติมำ
ตลอด และส่งผลให้คุณภำพน ้ำเสื่อมโทรมลง (ส้ำนักจัดกำรคุณภำพน ้ำ 2558) 

มำตรฐำนคุณภำพน ้ำในแหล่งน ้ำผิวดินออกตำมควำมในพระรำชบัญญัติส่งเสริมและรักษำคุณภำพสิ่งแวดล้อมแห่งชำติ  พ.ศ. 2535
มำตรำ 32 บัญญัติให้คณะกรรมกำรสิ่งแวดล้อมแห่งชำติก้ำหนดมำตรฐำนคุณภำพสิ่งแวดล้อมเพื่อเป็นเป้ำหมำยในกำรรักษำ
คุณภำพสิ่งแวดล้อมให้อยู่ในเกณฑ์ที่เหมำะสม ในฉบับที่ได้ประกำศใช้ครั งแรกใช้ช่ือว่ำ "มำตรฐำนคุณภำพน ้ำในแหล่งน ้ำผิวดินซึ่งมิใช่
ทะเล" ต่อมำในฉบับปัจจุบันปี พ.ศ. 2537 เปลี่ยนเป็น "มำตรฐำนคุณภำพน ้ำในแหล่งน ้ำผิวดิน" ตำมประกำศคณะกรรมกำรสิ่งแวดล้อม
แห่งชำติ ฉบับที่ 8 ตีพิมพ์ในรำชกิจจำนุเบกษำ เล่ม 111 ตอนท่ี 16ง ลง วันท่ี 24 กุมภำพันธ์ 2537 

มำตรฐำนคุณภำพน ้ำในแหล่งน ้ำผิวดิน ได้ก้ำหนดแหล่งน ้ำผิวดินตำมลักษณะกำรใช้ประโยชน์ ออกเป็น 5 ประเภท ดังนี  

แหล่งน ้ำประเภทท่ี 1 ได้แก่ แหล่งน ้ำที่คุณภำพน ้ำมีสภำพตำมธรรมชำติ โดยปรำศจำกน ้ำทิ งจำกกิจกรรมทุกประเภทและสำมำรถ
เป็นประโยชน์เพื่อ 
(ก) กำรอุปโภคและบริโภคโดยต้องผ่ำนกำรฆ่ำเชื อโรคตำมปกติก่อน  
  (ข) กำรขยำยพันธ์ุตำมธรรมชำติของสิ่งมีชีวิตระดับพื นฐำน 
  (ค) กำรอนุรักษ์ระบบนิเวศน์ของแหล่งน ้ำ 
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แหล่งน ้ำประเภทท่ี 2 ได้แก่ แหล่งน ้ำท่ีได้รับน ้ำทิ งจำกกิจกรรมบำงประเภท และสำมำรถเป็นประโยชน์เพื่อ 
(ก) กำรอุปโภคและบริโภคโดยต้องผ่ำนกำรฆ่ำเชื อโรคตำมปกติและผ่ำนกระบวนกำรปรับปรุงคุณภำพน ้ำทั่วไปก่อน 
 (ข) กำรอนุรักษ์สัตว์น ้ำ 
 (ค) กำรประมง  
 (ง) กำรว่ำยน ้ำและกีฬำทำงน ้ำ 

แหล่งน ้ำประเภทท่ี 3 ได้แก่แหล่งน ้ำท่ีได้รับน ้ำทิ งจำกกิจกรรมบำงประเภทและสำมำรถเป็นประโยชน์เพื่อ 
(ก) กำรอุปโภคและบริโภคโดยต้องผ่ำนกำรฆ่ำเชื อโรคตำมปกติก่อนและผ่ำนกระบวนกำรปรับปรุงคุณภำพน ้ำท่ัวไปก่อน 
(ข) กำรเกษตร  

แหล่งน ้ำประเภทท่ี 4 ได้แก่แหล่งน ้ำท่ีได้รับน ้ำทิ งจำกกิจกรรมบำงประเภทและสำมำรถเป็นประโยชน์เพื่อ 
(ก) กำรอุปโภคและบริโภคโดยต้องผ่ำนกำรฆ่ำเชื อโรคตำมปกติและผ่ำนกระบวนกำรปรับปรุงคุณภำพน ้ำเป็นพิเศษก่อน 
(ข) กำรอุตสำหกรรม 

แหล่งน ้ำประเภทที่ 5 ได้แก่แหล่งน ้ำที่ได้รับน ้ำทิ งจำกกิจกรรมบำงประเภทและสำมำรถเป็นประโยชน์เพื่อกำรคมนำคมและได้
ก้ำหนดดัชนีบ่งชี คุณภำพน ้ำไว้รวมทั งสิ น 28 ดัชนี ตำมประเภทแหล่งน ้ำ ดังตำรำงที่ ก1 

ตารางที่ ก1 ดัชนีคุณภำพน ้ำที่ก้ำหนดในมำตรฐำนคุณภำพน ้ำในแหล่งน ้ำผิวดิน 

ดัชนีคุณภาพน ้า1/ หน่วย ค่า
ทาง
สถิติ 

เกณฑ์ก้าหนดสูงสุด2/ตามการแบ่ง 
ประเภทคุณภาพน ้าตามการใช้ประโยชน ์

ประเภท
1 

ประเภท
2 

ประเภท
3 

ประเภท
4 

ประเภท
5 

1.สี กลิ่นและรส (Colour, Odour 
and Taste) 

- - ธ ธ’ ธ’ ธ’ - 

2.อุณหภูมิ (Temperature) องศำ
เซลเซียส  

- ธ ธ’ ธ’ ธ’ - 

3.ควำมเป็นกรดและด่ำง (pH) - - ธ 5-9 5-9 5-9 - 

4.ออกซิเจนละลำย (DO)2/ มก./ล. P20 ธ 6.0 4.0 2.0 - 

5.บีโอดี (BOD) มก./ล. P80 ธ 1.5 2.0 4.0 - 

http://pcd.go.th/info_serv/reg_std_water05.html#s2
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ตารางที่ ก1 ดัชนีคุณภำพน ้ำที่ก้ำหนดในมำตรฐำนคณุภำพน ้ำในแหล่งน ้ำผิวดิน (ต่อ) 

ดัชนีคุณภาพน ้า1/ หน่วย ค่า
ทาง
สถิติ 

เกณฑ์ก้าหนดสูงสุด2/ตามการแบ่ง 
ประเภทคุณภาพน ้าตามการใช้ประโยชน ์

ประเภท1 ประเภท2 ประเภท3 ประเภท4 ประเภท5 

6.แบคทีเรียกลุม่โคลิฟอร์มทั งหมด 
(Total Coliform Bacteria) 

เอ็มพีเอ็น/
100 มล. 

P80 ธ 5,000 20,000 - - 

7.แบคทีเรียกลุม่ฟีคอลโคลิฟอรม์ 
(Fecal Coliform Bateria) 

เอ็มพีเอ็น/
100 มล. 

P80 ธ 1,000 4,000 - - 

8.ไนเตรต (NO3) ในหน่วยไนโตรเจน มก./ล. - ธ 5.0 - 

9.แอมโมเนีย (NH3) ในหน่วย
ไนโตรเจน 

มก./ล. - ธ 0.5 - 

10.ฟีนอล (Phenols) มก./ล. - ธ 0.005 - 

11.ทองแดง (Cu) มก./ล. - ธ 0.1 - 

12.นิคเกิล (Ni) มก./ล. - ธ 0.1 - 

13.แมงกำนีส (Mn) มก./ล. - ธ 1.0 - 

14.สังกะสี (Zn) มก./ล. - ธ 1.0 - 

15.แคดเมียม (Cd) มก./ล. - ธ 0.005* 
0.05** 

- 

16.โครเมียมชนิดเฮ๊กซำวำเล้นท์ 
(Cr Hexavalent) 

มก./ล. - ธ 0.05 - 

 

ตารางที่ ก1 ดัชนีคุณภำพน ้ำที่ก้ำหนดในมำตรฐำนคณุภำพน ้ำในแหล่งน ้ำผิวดิน (ต่อ) 

ดัชนีคุณภาพน ้า1/ หน่วย ค่า
ทาง

เกณฑ์ก้าหนดสูงสุด2/ตามการแบ่ง 
ประเภทคุณภาพน ้าตามการใช้ประโยชน ์

http://pcd.go.th/info_serv/reg_std_water05.html#s2
http://pcd.go.th/info_serv/reg_std_water05.html#s2
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สถิติ ประเภท
1 

ประเภท
2 

ประเภท
3 

ประเภท4 ประเภท5 

17.ตะกั่ว (Pb) มก./ล. - ธ 0.05 17.ตะกั่ว 
(Pb) 

มก./ล. - 

23.ดีดีท ี(DDT) ไมโครกรมั/
ล. 

- ธ 1.0 - 

24.บีเอชซีชนิดแอลฟ่ำ (Alpha-BHC) ไมโครกรมั/
ล. 

- ธ 0.02 - 

25.ดิลดริน (Dieldrin) ไมโครกรมั/
ล. 

- ธ 0.1 - 

26.อัลดริน (Aldrin) ไมโครกรมั/
ล. 

- ธ 0.1 - 

27.เฮปตำคลอร์และเฮปตำคลออีปอก
ไซด ์
(Heptachor&Heptachlorepoxide) 

ไมโครกรมั/
ล. 

- ธ 0.2 - 

28.เอนดริน (Andrin) ไมโครกรมั/
ล. 

- ธ ไม่สำมำรถตรวจพบได้ตำม 
วิธีกำรตรวจสอบที่ก้ำหนด 

- 

หมายเหตุ : 1/ก้ำหนดค่ำมำตรฐำนเฉพำะในแหล่งน ้ำประเภทท่ี 2-4 ส้ำหรับแหล่งน ้ำประเภทที่ 1 ให้เป็นไปตำมธรรมชำติ และ
แหล่งน ้ำประเภทท่ี 5 ไม่ก้ำหนดคำ่  
2/ ค่ำ DO เป็นเกณฑ์มำตรฐำนต่้ำสุด  
ธ เป็นไปตำมธรรมชำติ  
ธ’อุณหภมูิของน ้ำจะต้องไมสู่งกว่ำอุณหภูมติำมธรรมชำติเกิน 3 องศำเซลเซียส 
* น ้ำท่ีมีควำมกระดำ้งในรูปของ CaCO3 ไมเ่กินกว่ำ 100 มิลลิกรมัตอ่ลิตร 
** น ้ำท่ีมีควำมกระด้ำงในรูปของ CaCO3 เกินกว่ำ 100 มิลลิกรัมตอ่ลิตร 

เมื่อพิจำรณำตำมกำรบ่งชี สภำวะคุณภำพน ้ำ สำมำรถแบ่งดัชนีออกเป็นกลุ่มได้ ดังนี  

1. กลุ่มบ่งชี สภำวะทั่วไป ทั งทำงกำยภำพ เคมี และชีวภำพ โดยใช้ในกำรระบุระดับคุณภำพน ้ำว่ำดี พอใช้ หรืออยู่ในระดับที่เน่ำเสีย 
สังเกตได้จำกค่ำมำตรฐำนที่แตกต่ำงไปในแต่ละระดับคุณภำพน ้ำตำมประเภทแหล่งน ้ำ ได้แก่ สี กลิ่น รส อุณหภูมิ ควำมเป็นกรด
ด่ำง (pH) ออกซิเจนละลำย (DO) บีโอดี (BOD) แบคทีเรียกลุ่มโคลิฟอร์มทั งหมด (TCB) แบคทีเรียกลุ่มฟีคอลโคลิฟอร์ม (FCB) โดย 
BOD บ่งชี กำรปนเปื้อนจำกสำรอินทรีย์ที่มำจำกทุกกิจกรรม TCB และ FCB บ่งชี ถึงกำรปนเปื้อนของมูลสัตว์เลือดอุ่นซึ่งหมำย
รวมถึงมนุษย์และปศุสัตว์ และเป็นแบคทีเรียที่พบในธรรมชำติได้เช่นกัน  
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2. กลุ่มบ่งชี สภำพเป็นพิษ ดัชนีกลุ่มนี จะรวมมลสำรที่เป็นพิษต่อทั งระบบนิเวศและต่อมนุษย์ โดยค่ำมำตรฐำนมักจะก้ำหนดค่ำเดียว
จำกจำกค่ำควำมเป็นพิษ ซึ่งมีหลำยชนิด ได้แก่ โลหะหนักที่เป็นสำรที่พบได้ทั งตำมธรรมชำติโดยเฉพำะในพื นที่ที่มีสินแร่และกำร
ปนเปื้อนอำจมำจำกกิจกรรมเหมืองแร่และสำรเคมีที่ใช้ในครัวเรือนและอุตสำหกรรม สำรฆ่ำศัตรูพืชและสัตว์ซึ่งเป็นสำรสังเครำะห์
เพื่อใช้ในกำรเกษตร สำรเคมีอื่นๆ เช่น ไซยำไนด์ ฟีนอล และสำรกัมมันตรงัสี รวมถึงสำรประกอบไนโตรเจนท่ีบ่งชี กำรปนเปื้อนท่ีมำ
จำกทั งมูลมนุษย์ ปศุสัตว์และปุ๋ยที่ใช้ในพื นท่ีกำรเกษตร ซึ่งในปริมำณที่เหมำะสมนั นเป็นธำตุอำหำรที่ส้ำคัญต่อกำรเจริญเติบโตของ
พืช แต่เมื่อมีปริมำณมำกในน ้ำจะส่งผลเกิดควำมเป็นพิษต่อสัตว์น ้ำ ดัชนีดังกล่ำวคือ ไนเตรทในหน่วยไนโตรเจน (NO3-N) และ
แอมโมเนียในหน่วยไนโตรเจน (NH3-N) 

ส้ำหรับมำตรกำรและนโยบำยที่เกี่ยวข้องกับกำรป้องกันและควบคุมกำรปนเปื้อนในรูปของแบคทีเรีย พบว่ำมีระบุไว้ในมำตรฐำน
คุณภำพน ้ำส้ำหรับน ้ำธรรมชำติ ได้แก่ น ้ำผิวดิน (ตำรำงที่ ก1) และน ้ำทะเล (ตำรำงที่ ก2) โดยระบุในรูปดัชนีแบคทีเรียกลุ่มโคลิ
ฟอร์มทั งหมด (TCB) แบคทีเรียกลุ่มฟีคอลโคลิฟอร์ม (FCB) โดยในน ้ำทะเลมีดัชนีแบคทีเรียกลุ่มเอ็นเทอโรคอกไค (Enterococci 
Bacteria) 

ตารางที่ ก2 ดัชนีคุณภำพน ้ำในมำตรฐำนคุณภำพน ้ำทะเล 

ดัชนีคุณภาพน ้า หน่วย ประเภทการใช้ประโยชน ์

ประเภท 

1 

ประเภท 

2 

ประเภท 

3 

ประเภท
4 

ประเภท
5 

ประเภท 
6 

1. วัตถุที่ลอยน ้ำ 
(Floatable Solids) 

- ไมเ่ป็นที่น่ำรังเกียจ 

2. สี - ไมเ่ป็นที่น่ำรังเกียจ 

3.กลิ่น (Odour) - ไมเ่ป็นที่น่ำรังเกียจ 

4.อุณหภูมิ 
(Temperature) 

องศำ
เซลเซียส 

เปลีย่นแปลง
เพิ่มขึ นไม่เกนิ 

1 

ไมเ่ปลีย่นแปลง เปลีย่นแปลง
เพิ่มขึ นไม่

เกิน 1 

เปลีย่นแปลงเพิม่ขึ นไม่เกิน 2 
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ตารางที่ ก2 ดัชนีคุณภำพน ้ำในมำตรฐำนคุณภำพน ้ำทะเล (ต่อ) 

ดัชนีคุณภาพน ้า หน่วย ประเภทการใช้ประโยชน ์

ประเภท 

1 

ประเภท 

2 

ประเภท 

3 

ประเภท
4 

ประเภท5 ประเภท 
6 

5.ควำมเป็นกรดและด่ำง 
(pH) 

- 7.0 - 8.5 

6.ควำมโปร่งใส 
(Transparency) 

- ลดลงจำกสภำพธรรมชำติไม่เกินกวำ่ 10% จำกค่ำต่ำ้สดุ 

7.สำรแขวนลอย - ดูหมำยเหตุ 1 

8.ควำมเค็ม (Salinity)   เปลีย่นแปลงไดไ้ม่เกนิกว่ำ 10% ของค่ำต่้ำสุด 

9.น ้ำมันหรือไขมันบนผิว
น ้ำ 
(Floatable Oil & 
Grease) 

- มองไมเ่ห็น 

10.ปิโตรเลียม
ไฮโดรคำร์บอน 

ug/l ไมเ่กิน 0.5 ไมเ่กิน 1 ไมเ่กิน 5 

11.ออกซิเจนละลำย 
(DO) 

mg/l ไม่น้อยกว่ำ 4 ไม่น้อยกว่ำ 6 ไม่น้อยกว่ำ 4 

12.แบคทีเรียกลุม่โคลิ
ฟอร์มทั งหมด 
(Total Coliform 
Bacteria) 

เอ็ม .พี.
เอน/ 100 

มล. 

ไมเ่กิน 1000 

13.แบคทีเรียกลุม่ฟีคอล
โคลิฟอร์ม 
(Fecal Coliform 
Bacteria) 

CFU/100 
ml 

ไมเ่กิน 70 
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ตารางที่ ก2 ดัชนีคุณภำพน ้ำในมำตรฐำนคุณภำพน ้ำทะเล (ต่อ) 

ดัชนีคุณภาพน ้า หน่วย ประเภทการใช้ประโยชน ์

ประเภท 

1 

ประเภท 

2 

ประเภท 

3 

ประเภท4 ประเภท5 ประเภท 
6 

14.แบคทีเรียกลุม่เอ็นเทอ
โรคอกไค  
(Enterococci Bacteria) 

CFU/100 
ml 

- 

15.ไนเตรท (ไนโตรเจน
NO3-N) 

ug - N/l ไมเ่กิน 20 

16.ฟอสเฟต-ฟอสฟอรัส 
(PO4-P) 

ug - P/l ไมเ่กิน 15 

17.แอมโมเนียไนโตรเจน 
(NH3-N) 

ug - N/l ไมเ่กิน 70 

18.ปรอททั งหมด (Total 
Hg) 

ug/l ไมเ่กิน 0.1 

19.แคดเมียม (Cd) ug/l ไมเ่กิน 5 

20.โครเมียมรวม (Cr) ug/l ไมเ่กิน 100 

21.โครเมียมชนิดเฮ็กซำวำ
เล้นท์ 
(Cr-Hexavalent) 

ug/l ไมเ่กิน 50 

22.ตะกั่ว (Pb) ug/l ไมเ่กิน 8.5 

23.ทองแดง (Cu) ug/l ไมเ่กิน 8 

24.แมงกำนีส (Mn) ug/l ไมเ่กิน 100 

25.สังกะสี (Zn) ug/l ไมเ่กิน 50 

26.เหล็ก (Fe) ug/l ไมเ่กิน 300 
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ตารางที่ ก2 ดัชนีคุณภำพน ้ำในมำตรฐำนคุณภำพน ้ำทะเล (ต่อ) 

ดัชนีคุณภาพน ้า หน่วย ประเภทการใช้ประโยชน ์

ประเภท 

1 

ประเภท 

2 

ประเภท 

3 

ประเภท4 ประเภท5 ประเภท 
6 

27.ฟลูออไรด์ (F) ug/l ไมเ่กิน 1 

28.คลอรีนคงเหลือ 
(Residual Chlorine) 

ug/l - - - - ไมเ่กิน 0.01 

29.ฟีนอล (Phenols) ug/l ไมเ่กิน 0.03 

30.ซัลไฟต์ (Sulfide) ug/l ไมเ่กิน 10 

31.ไซยำไนต์ (Cyanide) ug/l ไมเ่กิน 7 

32.พีซีบี (PCB) ug/l ตรวจไม่พบ 

33.สำรเคมีที่ใช้ในกำร
ป้องกันก้ำจัดศัตรูพืชและ
สัตว ์
(Total Organochlorine 
Pesticides) 

- ดูหมำยเหตุ 2 

34.สำรหนู (Arsenic) ug/l ไมเ่กิน 10 

35.กัมมันตภำพรังสี )เบค
เคอเรลต่อลติร(  
- ค่ำกัมมันตภำพรังสีรวม
แอลฟำ 
- ค่ำกัมมันตภำพรังสีรวมเบ
ตำ  
(ไม่รวมค่ำโปตสัเซียม-40) 

ug/l ไมเ่กิน 0.1 

ไมเ่กิน 1.0 

36.สำรประกอบดีบุก
อินทรีย์ชนิดไตรบิวทิล 

ng/l ไมเ่กิน 10 
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และมีมำตรกำรป้องกันกำรปนเปื้อนไปสู่ผู้บริโภคน ้ำโดยมีดัชนีแบคทีเรียก้ำหนดในมำตรฐำนน ้ำดื่มต่ำงๆ ได้แก่ มำตรฐำน
ผลิตภัณฑ์อุตสำหกรรมน ้ำบริโภคออกโดยกระทรวงอุตสำหกรรม (ตำรำงที่ ก3) มำตรฐำนคุณภำพน ้ำดื่มในภำชนะบรรจุที่ปิดสนิท
ออกโดยกระทรวงสำธำรณสุข (ตำรำงที่ ก4) และมำตรฐำนน ้ำบำดำลเพื่อกำรบริโภคออกโดยกระทรวงทรัพยำกรธรรมชำติและ
สิ่งแวดล้อม (ตำรำงที่ ก5) 

ตารางที่ ก3  ดัชนีคุณภำพน ้ำด้ำนจุลชีววิทยำในมำตรฐำนผลิตภณัฑ์อุตสำหกรรมน ำ้บริโภค (กระทรวงอุตสำหกรรม 2521) 
 
คุณลักษณะ ดัชนีคุณภาพน ้า หน่วย มาตรฐาน 

เกณฑ์ก้าหนดสูงสุด 
(Maximum 
Acceptable 

Concentration) 

เกณฑ์อนุโลมสูงสุดa 
(Maximum Allowable 

Concentration) 

ทางจุล
ชีววิทยา 

28.แสตนดำร์ดเพลต
เคำนต ์

(Standard Plate 
Count) 

โคโลนตี่อลูบำศก์ 
เซนติเมตร
(Colonies/cm3) 

500 - 

29.เอ็มพีเอ็น (MPN) โคลิฟอร์มออร์แกนิสซมั 
ต่อ 100 ลูกบำศก์
เซนติเมตร 
(Coliform 
Organism/100 cm3) 

น้อยกว่ำ 2.2 - 

30.อีโคไล (E.coli)   ไม่ม ี - 

หมายเหตุ: 

  

a 

 

เกณฑ์ที่อนุโลมใหสู้งสุดเป็นเกณฑท์ี่อนุญำตให้ส้ำหรับน ้ำประปำหรือน ้ำบำดำลทีม่ีควำม
จ้ำเป็นต้องใช้บริโภคเป็นกำรชั่วครำวและน ้ำท่ีมีคณุลักษณะอยู่ในระหว่ำงเกณฑ์ก้ำหนดสูงสุด กับ
เกณฑ์อนุโลมสูงสุดนั นไมไ่ช่น ้ำท่ีให้เครื่องหมำยมำตรฐำนได้ 
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ตารางที ่ก4 ดัชนีคุณภำพน ้ำทำงบักเตรีในมำตรฐำนน ้ำดื่มในภำชนะบรรจุที่ปิดสนิท (กระทรวงสำธำรณสุข 2524) 

คุณลักษณะ ดัชนีคุณภาพน ้า หน่วย ค่ามาตรฐาน(เกณฑ์อนุโลมสูงสุด) 

ทำงบัคเตร ี 27.โคลิฟอร์ม (Coliform) เอ็ม .พี.เอ็น/ 100 
มล. 

2.2 

 28.อีโคไล (E.coli) เอ็ม .พี.เอ็น/ 100 
มล. 

ตรวจไม่พบ 

 29.จุลินทรีย์ท้ำให้เกิดโรค (Disease-causing 
bacteria) 

เอ็ม .พี.เอ็น/ 100 
มล. 

ตรวจไม่พบ 

 

ตารางที่ ก5 ดัชนีคุณภำพน ้ำทำงบักเตรีในมำตรฐำนน ้ำบำดำลเพื่อกำรบริโภค (กระทรวงทรัพยำกรธรรมชำติและสิ่งแวดล้อม 2552)              

คุณลักษณะ ดัชนีคุณภาพน ้า หน่วย ค่ามาตรฐาน 

เกณฑ์ก้าหนดที่เหมาะสม เกณฑ์อนุโลมสูงสุด 

ทางบักเตรี 21.บักเตรีที่ตรวจพบโดยวิธ ี
Standard plate count 

โคโลนตี่อ ลบ .ซม.  ไม่เกินกว่ำ 500 - 

22.บักเตรีที่ตรวจพบโดยวิธ ี
Most Probable Number 
(MPN) 

เอ็ม .พี.เอ็น  
ต่อ 100 ลบ .ซม.  

น้อยกว่ำ 2.2 - 

23.อีโคไล (E.coli) - ต้องไม่มีเลย - 

 

ในส่วนของแหล่งก้ำเนิดมลพิษหรือกิจกรรมที่อำจก่อให้เกิดกำรปนเปื้อนในรูปแบคทีเรีย ซึ่งได้แก่ น ้ำเสียจำกครัวเรือน น ้ำเสียจำก
อุตสำหกรรมอำหำร และน ้ำเสียจำกฟำร์มปศุสัตว์ ยังคงไม่มีนโยบำยหรือมำตรกำรใดส้ำหรับควบคุมกำรปนเปื้อนของสิ่ งปฏิกูลใน
รูปแบคทีเรียในน ้ำทิ งเลย มำตรฐำนน ้ำทิ งที่เกี่ยวข้องที่มีอยู่ในปัจจุบันและควรมีกำรก้ำหนดดัชนีเพิ่มเติม ได้แก่ มำตรฐำนน ้ำทิ งจำก
ระบบบ้ำบัดน ้ำเสียชุมชน มำตรฐำนน ้ำทิ งจำกอุตสำหกรรมประเภทอำหำรและกำรแปรรูปเนื อสัตว์มำตรฐำนน ้ำทิ งจำกฟำร์มสุกร 
และมำตรฐำนน ้ำทิ งจำกบ่อเพำะเลี ยง 

เมื่อวิเครำะห์ควำมเช่ือมโยงของดัชนีกับแหล่งก้ำเนิดมลพิษจะพบว่ำ ทุกดัชนีสำมำรถเชื่อมโยงไปสู่แหล่งก้ำเนิดมลพิษได้มำกกว่ำ 1 
แหล่ง (รูปที่ ก1) ดัชนีที่บ่งชี ควำมเสื่อมโทรมของคุณภำพน ้ำโดยรวมที่นิยมใช้ในกำรจัดล้ำดับคุณภำพน ้ำและแบ่งประเภทแหล่ง 
ได้แก่ ออกซิเจนละลำย (DO) และบีโอดี (BOD) เป็นผลรวมของผลกระทบจำกกำรปล่อยสำรอินทรีย์จำกแหล่งก้ำเนิดทุกประเภท 
ทั งจำกเกษตรกรรม อุตสำหกรรมและชุมชน ดัชนีที่บ่งชี ภำวะสำรอำหำรสูง ได้แก่ ไนโตรเจน (TN) และฟอสฟอรัส (TN) มำจำก
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ภำคกำรเกษตรเป็นหลัก และอำจมำจำกน ้ำเสียชุมชนที่ไม่ได้รับกำรบ้ำบัดและน ้ำทิ งจำกอุตสำหกรรมอำหำรและกำรเกษตร ดัชนีที่
บ่งชี กำรปนเปื้อนของสิ่งปฏิกูล ได้แก่ แบคทีเรียกลุ่มโคลิฟอรม์ (TCB FCB) อำจมำจำกกำรปนเปื้อนของสิ่งปฏิกูลจำกมนุษย์ ทั งจำก
มูลของสัตว์จำกน ้ำทิ งปศุสัตว์และจำกกระชังปลำในแม่น ้ำ นอกจำกนี ยังรวมถึงแบคทีเรียที่อยู่ในธรรมชำติด้วย และแม้ในกรณีดัชนี
ที่บ่งชี ควำมเป็นพิษซึ่ง ได้แก่ โลหะหนัก ก็อำจมำจำกน ้ำเสียจำกอุตสำหกรรมหรือสำรเคมีที่ใช้ในครัวเรือน สรุปได้ว่ำ ยังไม่มีดัชนีใด
ในมำตรฐำนที่สำมำรถบ่งชี แหล่งก้ำเนิดมลพิษได้เพียงแหล่งเดียว ดังนั น ในกำรแก้ไขปัญหำมลพิษจำกแหล่งก้ำเนิดจึงมีข้อถกเถียง
ถึงสัดส่วนกำรปล่อยมลพิษท่ีแท้จริง และไม่สำมำรถระบุผู้ก่อมลพิษท่ีชัดเจนได้ โดยเฉพำะเมื่อพิจำรณำปัญหำคุณภำพน ้ำที่ผ่ำนมำ 
ซึ่งสรุปได้ว่ำ ปัญหำมลพิษที่ประเทศไทยประสบมำอย่ำงต่อเนื่องและทวีควำมรุนแรงขึ นล้วนมำจำกสำรอินทรีย์โดยมีสิ่งปฏิกูลจำก
มูลมนุษย์และสัตว์ที่ตรวจวัดกำรปนเปื้อนได้ในรูปแบคทีเรียและสำรประกอบไนโตรเจนเป็นองค์ประกอบ ในกำรแก้ไขปัญหำอย่ำง
ยั่งยืนจึงมีควำมจ้ำเป็นที่ควรปรับปรุงกำรตรวจวัดและพัฒนำเทคนิคใหม่ๆ ในกำรตรวจวัดดัชนีคุณภำพน ้ำหรือพำรำมิเตอร์ ที่มี
ควำมจ้ำเพำะกับกิจกรรม โดยสำมำรถน้ำมำใช้เป็นพำรำมิเตอร์สนับสนุนดัชนีคุณภำพน ้ำท่ีมีอยู่เดิมในมำตรฐำนคุณภำพน ้ำในแหล่ง
น ้ำผิวดิน เสริมเป็นมำตรกำรเฉพำะพื นท่ีเพื่อสืบหำแหล่งก้ำเนิดตำมสัดส่วนกำรปล่อยมลพิษที่แท้จริง 

 

 

รูปที่ ก1 ควำมเชื่อมโยงของแหล่งก้ำเนิดมลพิษที่ส่งผลต่อคณุภำพน ำ้และดัชนีคณุภำพน ้ำท่ีเกี่ยวข้อง 
 

กำรน้ำกลุ่มแบคทีเรียที่เช่ือมโยงกับแหล่งก้ำเนิดมลพิษ มำก้ำหนดนโยบำยเพื่อใช้เป็นพำรำมิเตอร์สนับสนุนกลุ่มพำรำมิเตอร์
แบคทีเรียตำมมำตรฐำนน ้ำผวิดิน มีให้เห็นอย่ำงแพร่หลำยในต่ำงประเทศ เช่น ในประเทศสหรัฐอเมริกำมีกำรน้ำมำใช้ในกำรก้ำหนด
ค่ำสูงสุดรำยวันที่ยินยอมให้มลพิษปล่อยลงแหล่งน ้ำนั นๆ หรือ total maximum daily loads (TMDLs) โดยช่วยในกำรประเมิน
แหล่งก้ำเนิดมลพิษได้อย่ำงแม่นย้ำและสำมำรถบอกแหล่งก้ำเนิดหลักเทียบกับแหล่งก้ำเนิดรองอื่นๆได้ และส่งผลให้สำมำรถลด
ปริมำณมลพิษลงสู่แหล่งน ้ำได้จำกแหล่งก้ำเนิดที่ถูกต้อง ยกตัวอย่ำงเช่น รัฐเวอร์จิเนีย ได้ใช้ MST เพื่อค้ำนวณว่ำกำรปนเปื้อนTCB 
มำจำกแหล่งก้ำเนิดใดในปริมำณเท่ำไรเปรียบเทียบกัน และวิเครำะห์ว่ำหำกลดกำรปนเปื้อนจำกแหล่งก้ำเนิดเหล่ำนี จะสำมำรถลด
ควำมสกปรกของแหล่งน ้ำลงได้เท่ำไร นอกจำกนี ยังมีกำรใช้ MST ในกำรจัดกำรมลพิษในแหล่งน ้ำในรัฐต่ำงๆ เช่น Idaho, Oregon, 
New Mexico, New Hampshire, Michigan, และ  South Dakota เป็ นต้ น  (United States Environmental Protection 
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Agency, 2011; Benham et al., 2011) ซึ่ งสำมำรถระบุแหล่งก้ำเนิดทั งแบบที่ทรำบจุดแน่นอน (point source) และ
แหล่งก้ำเนิดที่ไม่ทรำบจุดแน่นอน (non-point source) โดยเฉพำะอย่ำงยิ่ง กำรจัดกำรแหล่งก้ำเนิดที่ไม่ทรำบจุดแน่นอน ซึ่งท้ำได้
ยำกกว่ำแหล่งก้ำเนิดที่ทรำบจุดแน่นอนนั น ทำง US EPA ได้รวบรวมกรณีตัวอย่ำงที่ประสบควำมส้ำเร็จไว้ในเวบไซด์ 
https://www.epa.gov/nps/success-stories-about-restoring-water-bodies-impaired-nonpoint-source-pollution
นอกจำกนี  หน่วยงำนด้ำนสิ่งแวดล้อมของประเทศอังกฤษและเวลส์  หรือ Environment Agency ได้เป็นแกนน้ำส้ำคัญในกำร
พัฒนำและน้ำงำนด้ำน MST มำช่วยในกำรแก้ปัญหำมลพิษปนเปื้อนในแหล่งน ้ำ ในประเทศไอร์แลนด์ ฝรั่งเศส โปรตุเกส และส
หรำชอำณำจักร ดังรำยงำนในปี 2008 โดยได้รำยงำนว่ำกำรใช้กำรตรวจวัดดีเอ็นเอของกลุ่มแบคทีเรีย Bacteroidetes ด้วยวิธีพีซี
อำร์เชิงปริมำณเป็นวิธีที่เหมำะสมที่สุด และได้พัฒนำกำรตรวจวัดด้วยวิธีดังกล่ำวและก้ำหนดแนวทำงกำรน้ำไปใช้เป็นขั นตอนกำร
ตรวจประจ้ำส้ำหรับกำรวิเครำะห์คุณภำพน ้ำในแหล่งน ้ำ เพื่อเรียงล้ำดับแหล่งก้ำเนิดมลพิษที่ส้ำคัญอันน้ำไปสู่กำรเรียงล้ำดับกำร
จัดกำรแหล่งก้ำเนิดก่อนหลังได้ อย่ำงไรก็ตำม รำยงำนได้เน้นย ้ำว่ำผลกำรวิเครำะห์แหล่งก้ำเนิดจะเป็นลักษณะกึ่งเชิงปริมำณ โดย
เป็นกำรเปรียบเทียบกันระหว่ำงแหล่งก้ำเนิด แต่จะน้ำไปสู่กำรพัฒนำต่อไปสู่เทคนิคที่สำมำรถค้ำนวณเชิงปริมำณได้แน่นอนว่ำ
แหล่งก้ำเนิดใดปลดปล่อยมลพิษออกสู่แหล่งน ้ำเป็นปริมำณเท่ำใด (Environment Agency, 2008) 

นอกเหนือจำกประโยชน์ด้ำนกำรจ้ำแนกแหล่งปล่อยมลพิษแล้ว  กำรทรำบแหล่งก้ำเนิดมลพิษสำมำรถน้ำไปเป็นข้อมูลประกอบกำร
ค้ำนวณควำมเสี่ยงต่อสุขภำพได้ด้วย เนื่องจำกสิ่งปฏิกูลหรือมูลสัตว์ที่ปนเปื้อนลงสู่แหล่งน ้ำมีโอกำสที่จะน้ำพำเชื อจุลินทรีย์ก่อโรค
ลงสู่แหล่งน ้ำนั นๆด้วย โดยโอกำสกำรปนเปื้อนชนิดและปริมำณของเชื อก่อโรคก็แตกต่ำงกันไปขึ นกับประเภทแหล่งก้ำเนิด เช่น มี
รำยงำนว่ำน ้ำเสียชุมชนที่ปนเปื้อนลงสู่แหล่งน ้ำมีควำมเสี่ยงต่อสุขภำพใกล้เคียงกับกำรปนเปื้อนของมูลโคลงสู่แหล่งน ้ำ ในขณะที่
กำรปนเปื้อนจำกมูลไก่ สุกร และนกนำงนวล (gulls) มีควำมเสี่ยงต่อสุขภำพในระดับที่ต่้ำกว่ำ เป็นต้น (Soller et al., 2010) 
ดังนั น กำรทรำบข้อมูลแหล่งก้ำเนิดมลพิษ จะช่วยในกำรประเมินควำมเสี่ยงต่อสุขภำพได้อย่ำงแม่นย้ำมำกขึ น โดยเฉพำะอย่ำงยิ่งใน
แหล่งน ้ำประเภทท่ี 2 ที่มีกำรใช้ประโยชน์ด้ำนกำรว่ำยน ้ำและกีฬำทำงน ้ำ ที่อำจมีกำรสัมผัสน ้ำโดยตรง หรือในแหล่งน ้ำประเภทท่ี 3 
ที่น้ำน ้ำมำใช้ในกำรเกษตร โดยเฉพำะอย่ำงยิ่งในกำรรดน ้ำผักผลไม้ที่เน้นกำรรบัประทำนสดเป็นผักสลัด เป็นต้น รวมทั งกำรประเมนิ
ระดับของเทคโนโลยีของกระบวนกำรฆ่ำเชื อโรคและกระบวนกำรปรับปรุงคุณภำพน ้ำก่อนน้ำไปอุปโภคบริโภค ตำมระดับควำม
เสี่ยงของกำรปนเปื้อนเชื อโรค เป็นต้น  
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ภาคผนวก ข1. การเก็บตัวอย่างมูลสัตว์ 
 
อุปกรณ์และวัสด ุ

1. กระดำษทิชชู 
2. ตู้แช่แข็งที่ใช้ในกำรเก็บตัวอย่ำง -20 องศำเซลเซียส (Mitsubishi Electric ช่ือรุ่น MF-U14J-W) 
3. ถังใส่น ้ำแข็ง 
4. ถุงพลำสติกใส 
5. ถุงมือลำเท็กซ์แบบใช้แล้วทิ ง 
6. เทปกำวหนังไก ่
7. น ้ำแข็ง 
8. ปำกกำที่ใช้ในกำรระบุตัวอย่ำง 
9. ผ้ำปิดจมูกแบบใช้แล้วทิ ง 
10. ยำงรัด 
11. รองเท้ำบูท 
12. สำรละลำยเอทำนอล (70 เปอร์เซ็นต์) 
13. หลอดพลำสติก ขนำด 50 มิลลิลิตร ท่ีผ่ำนกำรฆ่ำเชื อ (Axygen™ Presterilized Conical Centrifuge Tubes) 

 
 
วิธีวิจัย 

1. สวมรองเท้ำบูทตลอดเวลำที่อยู่ในพื นท่ีเก็บตัวอย่ำง 
2. สวมถุงมือและผ้ำปิดจมูกทุกครั ง ในขณะที่ท้ำกำรเก็บตัวอย่ำง  
3. ท้ำกำรเก็บตัวอย่ำงมูลสัตว์ โดยเลือกเก็บมูลสดของสัตว์ชนิดเดยีวกันจำกโรงเรือนเดยีวกัน โดยเดินเก็บตำมจุดตำ่งๆ เลือก

บริเวณที่มั่นใจว่ำมูลสัตว์ไม่สัมผัสน ้ำยำฆ่ำเชื อโรคซึ่งอำจมีกำรใช้บนพื น ท้ำกำรเก็บประมำณ 1 กรัมในแต่ละจุด จ้ำนวน 
20 จุดขึ นไป เพ่ือเป็นตัวแทนของสัตว์ 20 ตัวขึ นไป  

4. อำจท้ำกำรเก็บตัวอย่ำงมูลจำกบ่อหรือลำนรวบรวมมูลสัตว์แตไ่มค่วรถูกเจือจำงด้วยน ้ำลำ้งพื น และมั่นใจว่ำเป็นมูลสดใหม่ 
โดยเลือกเก็บ 20 จุดในบ่อ จุดละประมำณ 1 กรัม 

5. น้ำตัวอย่ำงที่ได้ ใส่รวมกันในหลอดพลำสติก ขนำด 50 มิลลิลิตร ที่ผ่ำนกำรฆ่ำเชื อเรียบร้อยแล้ว เพื่อเป็นตัวแทนของ
ตัวอย่ำงมูล 1 ตัวอย่ำง โดยไม่ควรใส่จนเต็มหลอด เนื่องจำกจะท้ำให้ตัวอย่ำงล้นออกมำได้เมื่อน้ำไปแช่แข็ง หำกใกล้เต็ม
หลอด ให้แบ่งตัวอย่ำงใส่อีกหลอดหนึ่ง 

6. ใช้ปำกกำเขียนช่ือตัวอย่ำง วันที่เก็บตัวอย่ำง จ้ำนวนจุดของมูลที่ท้ำกำรเก็บ ตรงบริเวณข้ำงหลอดพลำสติก ขนำด 50 
มิลลิลิตร 

7. ใช้กระดำษทิชชู่เช็ดบริเวณขอบฝำ ก่อนที่จะท้ำกำรปิดฝำหลอดพลำสติก ขนำด 50 มิลลิลิตร และน้ำใส่ถุงพลำสติกใสมัด
ปำกถุงให้เรียบร้อย รวบรวมกระดำษทิชชูใช้แล้ว ใส่ถุงพลำสติกอีกใบเพื่อรวบรวมน้ำทิ ง 

8. หำกต้องกำรเก็บตัวอย่ำงชุดใหม่ในบริเวณสถำนที่เลี ยงสัตว์เดียวกัน ให้ท้ำกำรเก็บตำมวิธีในข้อ 3 ถึง 7 โดยเปลี่ยนถุง
มือใหม่ทุกครั งท่ีเริ่มกำรเก็บตัวอย่ำงชุดใหม่ น้ำถุงมือใช้แล้วใส่ลงในถุงพลำสติกเพื่อรวบรวมน้ำทิ ง 

9. ใช้เทปกำวหนังไก่แปะบริเวณข้ำงถุงรวบรวมหลอดเก็บตัวอย่ำง แล้วท้ำกำรเขียนสถำนที่เก็บตัวอย่ำงและวันที่เก็บ
ตัวอย่ำง 

10. น้ำถุงพลำสติกที่มีตัวอย่ำงมูลใส่ในถังที่มีน ้ำแข็งบรรจุอยู่ 
11. ถอดผ้ำปิดจมูกท่ีใช้แล้วใส่ถุงพลำสติกมัดปำกถุงให้เรียบร้อยเพื่อรวบรวมน้ำทิ ง 
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12. ถอดรองเท้ำบูทเมื่อออกจำกพื นที่เลี ยงสัตว์ หำกเปื้อนเศษดินปริมำณมำก ให้ล้ำงด้วยน ้ำประปำ ตำมด้วยกำรเช็ดด้วยเอ
ทำนอล (70 เปอร์เซ็นต์) ด้วยกระดำษทิชชู หำกเปื้อนเพียงเล็กน้อยให้เช็ดด้วยเอทำนอล (70 เปอร์เซ็นต์)  

13. หำกมีกำรเก็บตัวอย่ำงท่ีสถำนท่ีเลี ยงสัตว์แห่งอื่นต่อไป ให้ด้ำเนินกำรตำมข้อ 1 ถึง 12 
14. ถังน ้ำแข็งที่บรรจุตัวอย่ำงมูล จะถูกขนส่งมำที่ห้องปฏิบัติกำร ภำยในเวลำไม่เกิน 8 ช่ัวโมงหลังจำกกำรเก็บตัวอย่ำง 
15. เมื่อมำถึงห้องปฏิบัติกำร ท้ำกำรย้ำยถุงพลำสติกบรรจุหลอดเก็บตัวอย่ำงไปเก็บในตู้แช่แข็งที่อุณหภูมิ -20 องศำเซลเซียส 

เพื่อท้ำกำรสกัดดีเอ็นเอภำยใน 4 วัน 
16. ถุงมือใช้แล้วและทชิชูใช้แล้วที่รวบรวมมำจะถูกก้ำจัดอย่ำงถูกวิธีตำมสถำนท่ีนั นก้ำหนด 
17. รองเท้ำบูทที่ใช้แล้วควรล้ำงให้สะอำด และท้ำกำรตำกให้แห้ง  
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ภาคผนวก ข2. การเก็บตัวอย่างน ้าเสีย 
 
อุปกรณ์และวัสด ุ

1. กระดำษทิชชู 
2. กระบอกฉีดน ้ำบรรจุสำรละลำยเอทำนอล (70 เปอร์เซ็นต์) 
3. ขวดพลำสติกโพลีโพรพิลีนที่ผ่ำนกำรฆ่ำเชื อส้ำหรับบรรจุน ้ำเสีย ขนำด 1 ลิตร 
4. ตู้เย็นแช่ตัวอย่ำง อุณหภูมิประมำณ 5 องศำเซลเซียส 
5. ถังใส่น ้ำแข็ง 
6. ถุงมือลำเท็กซ์แบบใช้แล้วทิ ง 
7. เทปกำวหนังไก ่
8. น ้ำแข็ง 
9. ปำกกำที่ใช้ในกำรระบุตัวอย่ำง 
10. ผ้ำปิดจมูกแบบใช้แล้วทิ ง 
11. ยำงรัด 
12. อุปกรณ์เก็บตัวอย่ำงน ้ำ 

 
วิธีวิจัย 

1. สวมถุงมือทุกครั ง ในขณะที่ท้ำกำรเก็บตัวอย่ำงน ้ำเสีย 
2. ใช้เทปกำวหนังไก่แปะบริเวณข้ำงขวดเก็บตัวอย่ำง แล้วท้ำกำรเขียนสถำนท่ีเก็บตัวอย่ำงและวันท่ีเก็บตัวอย่ำง 
3. ใช้อุปกรณ์เก็บตัวอย่ำงน ้ำเสียหย่อนลงไปใต้น ้ำ ท้ำกำรล้ำงอุปกรณ์เก็บด้วยกำรแกว่งในน ้ำเสียประมำณ 15 วินำที  
4. จำกนั นหย่อนอุปกรณ์เก็บตัวอย่ำงลงใต้น ้ำประมำณ 30 เซนติเมตร ดึงขึ นมำและเทน ้ำเสียใส่ลงในขวดบรรจุน ้ำเสีย ท่ีผ่ำน

กำรฆ่ำเชื อเรียบร้อยแล้ว 
5. น้ำขวดตัวอย่ำงน ้ำที่เก็บได้แช่ลงในถังน ้ำแข็งบรรจุน ้ำแข็งที่ท้ำกำรเตรียมไว้ 
6. ท้ำกำรล้ำงอุปกรณ์เก็บตัวอย่ำงด้วยน ้ำประปำ ตำมด้วยกำรเช็ดด้วยเอทำนอล (70 เปอร์เซ็นต์) ด้วยกระดำษทิชชู 
7. ควรเปลี่ยนถุงมือทุกครั ง เมื่อจะเก็บตัวอย่ำงถัดไป โดยน้ำถุงมือใช้แล้วใส่ลงในถุงพลำสติกเพื่อรวบรวมน้ำทิ ง มัดปำกถุงให้

เรียบร้อย จำกนั นท้ำกำรเก็บตัวอย่ำงถัดไป โดยด้ำเนินกำรตำมข้อ 1 ถึง 6 
8. ถังน ้ำแข็งที่บรรจุตัวอย่ำงน ้ำ จะถูกขนส่งมำที่ห้องปฏิบัติกำร ภำยในเวลำไม่เกิน 8 ช่ัวโมงหลังจำกกำรเก็บตัวอย่ำง 
9. เมื่อมำถึงห้องปฏิบัติกำร ท้ำกำรย้ำยขวดบรรจุตัวอย่ำงไปเก็บในตู้เย็นแช่ตัวอย่ำงที่อุณหภูมิประมำณ 5 องศำเซลเซียส 

เพื่อท้ำกำรสกัดตัวอย่ำงดีเอ็นเอภำยใน 9 วัน 
10. ถุงมือใช้แล้วและทิชชูใช้แล้วที่รวบรวมมำจะถูกก้ำจัดอย่ำงถูกวิธีตำมสถำนท่ีนั นก้ำหนด 
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ภาคผนวก ข3. การสกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างมูลสัตว ์
 
อุปกรณ์และวัสด ุ

1. กระดำษทิชชู่ 
2. กล่องรวบรวมหลอดบรรจุดีเอ็นเอ 
3. เครื่องเขย่ำสำร (Vortex-Genie 2; Scientific Industries) 
4. เครื่องช่ังสองต้ำแหน่ง (Mettler Toledo ช่ือรุ่น ML802/01) 
5. เครื่องนึ่งฆ่ำเชื อด้วยแรงดันไอน ้ำ อุณหภูมิ 121 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 15 นำที (Tomy รุ่น ES-315) 
6. เครื่องปั่นเหวี่ยง (Microcentrifuges; Eppendorf รุ่น minispin plus) 
7. เครื่องวัดปริมำณสำรพันธุกรรม (NanoDrop™ 2000, Thermo Fisher Scientific) 
8. ชุดสกัดสำรดีเอ็นเอ (ZR Fecal DNA MiniPrep™, Zymo Research) 
9. ตะเกียบไม้ที่ผ่ำนกำรฆ่ำเชื อ 
10. ตะแกรงพลำสติกใส่หลอดไมโครเซ็นตริฟิวจ์ขนำด 1.5 มิลลิลิตร  
11. ตู้แช่แข็งที่ใช้ในกำรเก็บตัวอย่ำง -80 องศำเซลเซียส (Thermo Scientific รุ่น Forma 900) 
12. ถุงพลำสติก 
13. ถุงมือลำเท็กซ์ชนิดใช้แล้วทิ ง 
14. ปำกกำที่ใช้ในกำรระบุตัวอย่ำง 
15. ผ้ำปิดจมูกแบบใช้แล้วทิ ง 
16. ไมโครปิเปตต์ ขนำด 2, 20, 200 และ 1000 ไมโครลิตร (Gilson) 
17. ไมโครปิเปตต์ทิป ขนำด 2, 20, 200 และ 1000 ไมโครลิตร (Corning incorporated) 
18. ยำงรัด 
19. สำรละลำย RNase AWAY® Surface Decontaminant (Molecular BioProducts) 
20. สำรละลำยเอทำนอล (70 เปอร์เซ็นต์) 
21. เสื อกำวน ์
22. หลอดไมโครเซ็นตริฟิวจ์ขนำด 1.5 มิลลิลิตร (Corning incorporated) 

 
วิธีวิจัย 

1. ท้ำกำรสวมเสื อกำวน์ ใส่ผ้ำปิดจมูกและใส่ถุงมือในขณะที่ท้ำงำนในห้องปฏิบัติกำรตลอดเวลำ 
2. ท้ำควำมสะอำดพื นผิวโต๊ะที่จะท้ำกำรสกัดดีเอ็นเอ โดยฉีดด้วยสำรละลำยเอทำนอล (70 เปอร์เซ็นต์) ทิ งไว้เป็นเวลำ 1 

นำทีแล้วใช้กระดำษทิชชูเช็ดให้แห้ง ตำมด้วยสำรละลำย RNase Away ทิ งไว้เป็นเวลำ 1 นำทีแล้วใช้กระดำษทิชชูเช็ดให้
แห้ง 

3. น้ำตัวอย่ำงมูลสัตว์ที่เก็บไว้ในตู้แช่แข็งที่ -20 องศำเซลเซียส ออกมำวำงบนโต๊ะประมำณ 1 ช่ัวโมงเพื่อให้ตัวอย่ำงละลำย
ตัว 

4. น้ำไม้ตะเกียบมำกวนผสมตัวอย่ำงอุจจำระที่อยู่ในหลอดพลำสติก ขนำด 50 มิลลิลิตร เป็นเวลำประมำณ 15 นำที 
5. น้ำไม้ตะเกียบที่ใช้แล้วรวมไปถึงถุงมือ ใส่ลงในถุงพลำสติกที่เตรียมไว้เพื่อรวบรวมน้ำทิ ง ควรเปลี่ยนตะเกียบไม้และถุงมือ

ทุกครั งท่ีเริ่มท้ำตัวอย่ำงใหม่  
6. ท้ำกำรสกัดดีเอ็นเอโดยใช้ชุดสกัดสำรดีเอ็นเอ ZR Fecal DNA MiniPrep™ เริ่มจำกกำรใช้ไมโครปิเปตต์ทิป ขนำดใดก็ได้

ใช้ในกำรเขี่ยตัวอย่ำงอุจจำระและใช้เครื่องชั่งเพื่อช่ังตัวอย่ำงปริมำณ 150 มิลลิกรัม ใส่ลงในหลอด ZR BashingBead™ 
Lysis  
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7. ใช้กระดำษทิชชู่ เช็ดบริเวณขอบหลอดบรรจุตัวอย่ำงขนำด 50 มิลลิลิตรให้เรียบร้อย น้ำหลอดบรรจุตัวอย่ำงเก็บใส่
ถุงพลำสติกมัดปำกถุงให้เรียบร้อยและน้ำไปแช่ในตู้แช่แข็งที่ -20 องศำเซลเซียส  

8. เติมสำรละลำย Lysis Solution  ลงในหลอด ZR BashingBead™ Lysis ที่ปริมำตร 750 ไมโครลิตร  
9. หลังจำกนั นน้ำหลอด ZR BashingBead™ Lysis ไปผสมเข้ำด้วยกันโดยใช้เครื่องเขย่ำสำรเป็นเวลำ 20 นำที 
10. น้ำหลอด ZR BashingBead™ Lysis ใส่ในเครื่องปั่นเหวี่ยง โดยใช้ควำมเร็ว 10,000 x g เป็นเวลำ 1 นำที 
11. ท้ำกำรดูดสำรละลำยส่วนใส เป็นปริมำตร 400 ไมโครลิตรลงในหลอด Zymo-Spin™ IV Spin Filter (Orange Top) ที่

สวมด้วยหลอด Collection Tube แล้วปั่นเหวี่ยงท่ี 7,000 x g เป็นเวลำ 1 นำท ี
12. เติมสำรละลำย Fecal DNA Binding Buffer ปริมำตร 1,200 ไมโครลิตรลงในสำรละลำยที่ตกลงมำในหลอด 

Collection Tube 
13. ท้ำกำรดูดสำรละลำยในหลอด Collection Tube เป็นปริมำตร 800 ไมโครลิตร ใส่ในหลอด Zymo-Spin™ IIC ที่สวม

ด้วยหลอด Collection Tube  
14. น้ำหลอด Zymo-Spin™ IIC ใส่ในเครื่องปั่นเหวี่ยง โดยใช้ควำมเร็ว 10,000 x g เป็นเวลำ 1 นำท ี
15. เทสำรละลำยที่ตกลงมำในหลอด Collection Tube ทิ ง แล้วน้ำหลอด Collection Tube สวมใต้หลอด Zymo-Spin™ 

IIC อย่ำงเดิม  
16. ท้ำซ ้ำข้อ 13-15 
17. เติม DNA Pre-Wash Buffer ปริมำตร 200 ไมโครลิตรลงในหลอด Zymo-Spin™ IIC ที่สวมด้วยหลอด Collection 

Tube หลอดใหม่ 
18. น้ำหลอด Zymo-Spin™ IIC ใส่ในเครื่องปั่นเหวี่ยง โดยใช้ควำมเร็ว 10,000 x g เป็นเวลำ 1 นำท ี
19. เติม Fecal DNA Wash Buffer ปริมำตร 500 ไมโครลิตรลงในหลอด Zymo-Spin™ IIC  
20. น้ำหลอด Zymo-Spin™ IIC ใส่ในเครื่องปั่นเหวี่ยง โดยใช้ควำมเร็ว 10,000 x g เป็นเวลำ 1 นำท ี
21. หลังจำกนั น ย้ำยหลอด Zymo-Spin™ IIC ออกจำก Collection Tube เดิม และน้ำไปสวมกับหลอดไมโครเซ็นตริฟิวจ์

ขนำด 1.5 มิลลิลิตร 
22. หลังจำกนั น ใส่ DNA Elution Buffer ปริมำตร 50 ไมโครลิตรลงในหลอด Zymo-Spin™ IIC ท้ำกำรปั่นเหวี่ยง โดยใช้

ควำมเร็ว 10,000 x g เป็นเวลำ 30 วินำที จะได้สำรละลำยดีเอ็นเอตกลงมำที่หลอดไมโครเซ็นตริฟิวจ์ทำงด้ำนล่ำง 
23. อำจท้ำซ ้ำข้อ 22 เพื่อให้ได้ปริมำตรของสำรละลำยดีเอ็นเอเพิ่มขึ น 
24. จำกนั น ท้ำกำรเตรียม Zymo-SpinTM IV-HRC Spin Filter (Green Top) โดยเปิดฐำนด้ำนล่ำงออกและสวมด้วยหลอด 

Collection Tube  ท้ำกำรปั่นเหวี่ยงโดยใช้ควำมเร็ว 8,000 x g เป็นเวลำ 3 นำท ี
25. น้ำสำรละลำยดีเอ็นเอในหลอดไมโครเซ็นตริฟิวจ์มำใส่ใน Zymo-SpinTM IV-HRC Spin Filter (Green Top) ที่เตรียม

แล้ว ท้ำกำรสวมหลอดไมโครเซ็นตริฟิวจ์หลอดใหม่ ปั่นเหวี่ยงที่ควำมเร็ว 8,000 x g เป็นเวลำ 1 นำที จะได้สำรละลำยดี
เอ็นเอสุดท้ำยตกลงมำในหลอดไมโครเซ็นตริฟิวจ์ส้ำหรับกำรทดลองต่อไป 

26. ท้ำกำรวัดดีเอ็นเอโดยใช้เครื่องวัดปริมำณสำรพันธุกรรม โดยใช้ปริมำตร 2 ไมโครลิตร  
27. ใช้ปำกกำที่ใช้ในกำรระบุตัวอย่ำง เขียนจดบันทึก ช่ือตัวอย่ำงที่ใช้ในกำรสกัดข้ำงหลอดไมโครเซ็นตริฟิวจ์ขนำด  1.5 

มิลลิลิตร 
28. เก็บหลอดบรรจุดีเอ็นเอที่สกัดเรียบร้อยแล้วลงในกล่องบรรจุดีเอ็นเอ และเก็บในตู้แช่ที่อุณหภูมิ -80 องศำเซลเซียส 
29. ถุงมือ กระดำษทิชชู่ และวัสดุต่ำงๆที่สัมผัสตัวอย่ำงมูลสัตว์น้ำใส่ถุงพลำสติก ปิดปำกถุงให้เรียบร้อยและจะถูกก้ำจัดอย่ำง

ถูกวิธีตำมสถำนท่ีนั นๆก้ำหนด 
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ภาคผนวก ข4. การสกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างน ้าเสีย 
 
อุปกรณ์และวัสด ุ

1. กรรไกร 
2. กระดำษกรอง Mixed cellulose esters membrane, 0.22 µm GSWP (Merck Millipore Ltd) 
3. กระดำษทิชชู่ 
4. กล่องใส่ในกำรบรรจุดีเอ็นเอ 
5. ขวดแก้ว Duran ขนำด 500 มิลลิลิตร 
6. เครื่องเขย่ำสำร (Vortex-Genie 2; Scientific Industries) 
7. เครื่องนึ่งฆ่ำเชื อด้วยแรงดันไอน ้ำ อุณหภูมิ 121 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 15 นำที (Tomy รุ่น ES-315) 
8. เครื่องปั่นเหวี่ยง (Microcentrifuge; Eppendorf รุ่น minispin plus) 
9. เครื่องวัดปริมำณสำรพันธุกรรม (NanoDrop™ 2000 Thermo Fisher Scientific) 
10. จำนอำหำรเลี ยงเชื อมีฝำปิดที่ผ่ำนกำรฆ่ำเชื อ  
11. ชุดกรองสุญญำกำศ (Nalgene® DS0320-5045 Reusable Bottle Top Filter Holder, Polysulfone with 45 

mm Neck Vacuum Adapter, 500mL; Thermo Scientific)  
12. ชุดสกัดสำรดีเอ็นเอ (ZR Fecal DNA MiniPrep™, Zymo Research) 
13. ตะเกียงแอลกอฮอล์ 
14. ตะแกรงพลำสติกใส่หลอดไมโครเซ็นตริฟิวจ์ขนำด 1.5 มิลลิลิตร  
15. ตู้แช่แข็งที่ใช้ในกำรเก็บตัวอย่ำง -80 องศำเซลเซียส (Thermo Scientific รุ่น Forma 900) 
16. ถุงพลำสติก 
17. ถุงมือลำเท็กซ์ชนิดใช้แล้วทิ ง 
18. น ้ำ deionized ที่ผ่ำนกำรฆ่ำเชื อ 
19. ปั๊มสุญญำกำศ (Vacuubrand รุ่น ME1) 
20. ปำกกำที่ใช้ในกำรระบุตัวอย่ำง 
21. ปำกคีบ 
22. ผ้ำปิดจมูกแบบใช้แล้วทิ ง 
23. ไฟแช็ค 
24. ไมโครปิเปตต์ ขนำด 2, 20, 200 และ 1000 ไมโครลิตร (Gilson) 
25. ไมโครปิเปตต์ทิป ขนำด 2, 20, 200 และ 1000 ไมโครลิตร (Gilson) 
26. สำรละลำย RNase AWAY® Surface Decontaminant (Molecular BioProducts) 
27. สำรละลำยเอทำนอล (70 เปอร์เซ็นต์) 
28. สำรละลำยเอทำนอล (90 เปอร์เซ็นต์) 
29. เสื อกำวน์ 
30. หลอดไมโครเซ็นตริฟิวจ์ขนำด 1.5 มิลลิลิตร (Corning incorporated) 
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วิธีวิจัย 
1. ท้ำกำรสวมเสื อกำวน์ ใส่ผ้ำปิดจมูกและใส่ถุงมือในขณะที่ท้ำงำนในห้องปฏิบัติกำรตลอดเวลำ  
2. ท้ำควำมสะอำดพื นผิวโต๊ะที่จะท้ำกำรสกัดดีเอ็นเอ โดยฉีดด้วยสำรละลำยเอทำนอล (70 เปอร์เซ็นต์) ทิ งไว้เป็นเวลำ 1 

นำทีแล้วใช้กระดำษทิชชูเช็ดให้แห้ง ตำมด้วยสำรละลำย RNase Away ทิ งไว้เป็นเวลำ 1 นำทีแล้วใช้กระดำษทิชชูเช็ดให้
แห้ง 

3. น้ำตัวอย่ำงน ้ำที่เก็บไว้ในตู้เย็นท่ีอุณหภูมิประมำณ 5 องศำเซลเซียส ออกมำวำงบนโต๊ะประมำณ 30 นำทีเพื่อให้ตัวอย่ำง
มีอุณหภูมิใกล้เคียงอุณหภูมิห้อง 

4. ท้ำกำรประกอบชุดกรองสุญญำกำศ เพื่อเตรียมวำงกระดำษกรอง  
5. น้ำไฟแช็คมำจุดตะเกียงแอลกอฮอล์ และใช้ปำกคีบจุ่มสำรละลำยเอทำนอล (90 เปอร์เซ็นต์) ท้ำกำรลนไฟ ทิ งปำกคีบไว้

สักพักให้เย็นตัว 
6. หลังจำกนั นใช้ปำกคีบคีบกระดำษกรองที่ฆ่ำเชื อแล้ว วำงบนที่วำงกระดำษกรองในชุดกรอง ประกอบชุดกรองกับขวดแก้ว 

Duran และปั๊มสุญญำกำศ   
7. น้ำตัวอย่ำงน ้ำเสียมำเขย่ำอย่ำงแรงจ้ำนวน 20 ครั งเพ่ือให้เข้ำกัน และเทน ้ำเสียปริมำตร 50-150 มิลลิลิตรลงในถ้วยรับน ้ำ

ของชุดกรอง เปิดปั๊มสุญญำกำศ รอจนน ้ำถูกกรองจนหมด ปิดปั๊มสุญญำกำศ 
8. เทน ้ำ deionized ที่ผ่ำนกำรฆ่ำเชื อแล้ว ปริมำตร 10 มิลลิลิตร ลงในถ้วยรับน ้ำของชุดกรอง โดยเทรอบๆผิวด้ำนในของ

ถ้วยรับน ้ำเพื่อชะล้ำงตัวอย่ำงน ้ำเสียที่อำจติดค้ำง เปิดปั๊มสุญญำกำศ รอจนน ้ำถูกกรองจนหมด ปิดปั๊มสุญญำกำศ 
9. ใช้ปำกคีบจุ่มสำรละลำยเอทำนอล (90 เปอร์เซ็นต์) ท้ำกำรลนไฟ ทิ งปำกคีบไว้สักพักให้เย็นตัว 
10. ถอดส่วนประกอบของชุดกรอง ใช้เครื่องมือคีบ คีบกระดำษกรองบนชุดกรอง ออกมำวำงบนอำหำรเลี ยงเชื อมีฝำปิด 
11. น้ำกรรไกรจุ่มสำรละลำยเอทำนอล (90 เปอร์เซ็นต์) ท้ำกำรลนไฟ ทิ งกรรไกรไว้สักพักให้เย็นตัว 
12. น้ำกรรไกรมำตัดกระดำษกรองที่วำงไว้ให้มีขนำดเล็กชิ นละประมำณ 5 x 5 มิลลิเมตร น้ำชิ นกระดำษกรองที่ถูกตัดมำใส่

ลงในชุดสกัดสำรดีเอ็นเอ ในหลอด ZR BashingBead™ Lysis  
13. น้ำถุงมือ ใส่ลงในถุงพลำสติกที่เตรียมไว้เพื่อรวบรวมน้ำทิ ง ควรเปลี่ยนถุงมือทุกครั งท่ีเริ่มท้ำตัวอย่ำงใหม่  
14. เติมสำรละลำย Lysis Solution  ลงในหลอด ZR BashingBead™ Lysis ที่ปริมำตร 750 ไมโครลิตร  
15. หลังจำกนั นน้ำหลอด ZR BashingBead™ Lysis ไปผสมเข้ำด้วยกันโดยใช้เครื่องเขย่ำสำรเป็นเวลำ 20 นำที 
16. น้ำหลอด ZR BashingBead™ Lysis ใส่ในเครื่องปั่นเหวี่ยง โดยใช้ควำมเร็ว 10,000 x g เป็นเวลำ 1 นำที 
17. ท้ำกำรดูดสำรละลำยส่วนใส เป็นปริมำตร 400 ไมโครลิตรลงในหลอด Zymo-Spin™ IV Spin Filter (Orange Top) ที่

สวมด้วยหลอด Collection Tube แล้วปั่นเหวี่ยงท่ี 7,000 x g เป็นเวลำ 1 นำท ี
18. เติมสำรละลำย Fecal DNA Binding Buffer ปริมำตร 1,200 ไมโครลิตรลงในสำรละลำยที่ตกลงมำในหลอด 

Collection Tube 
19. ท้ำกำรดูดสำรละลำยในหลอด Collection Tube เป็นปริมำตร 800 ไมโครลิตร ใส่ในหลอด Zymo-Spin™ IIC ที่สวม

ด้วยหลอด Collection Tube  
20. น้ำหลอด Zymo-Spin™ IIC ใส่ในเครื่องปั่นเหวี่ยง โดยใช้ควำมเร็ว 10,000 x g เป็นเวลำ 1 นำที 
21. เทสำรละลำยที่ตกลงมำในหลอด Collection Tube ทิ ง แล้วน้ำหลอด Collection Tube สวมใต้หลอด Zymo-Spin™ 

IIC อย่ำงเดิม  
22. ท้ำซ ้ำข้อ 19-21 
23. เติม DNA Pre-Wash Buffer ปริมำตร 200 ไมโครลิตรลงในหลอด Zymo-Spin™ IIC ที่สวมด้วยหลอด Collection 

Tube หลอดใหม่ 
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24. น้ำหลอด Zymo-Spin™ IIC ใส่ในเครื่องปั่นเหวี่ยง โดยใช้ควำมเร็ว 10,000 x g เป็นเวลำ 1 นำท ี
25. เติม Fecal DNA Wash Buffer ปริมำตร 500 ไมโครลิตรลงในหลอด Zymo-Spin™ IIC  
26. น้ำหลอด Zymo-Spin™ IIC ใส่ในเครื่องปั่นเหวี่ยง โดยใช้ควำมเร็ว 10,000 x g เป็นเวลำ 1 นำท ี
27. หลังจำกนั น ย้ำยหลอด Zymo-Spin™ IIC ออกจำก Collection Tube เดิม และน้ำไปสวมกับหลอดไมโครเซ็นตริฟิวจ์

ขนำด 1.5 มิลลิลิตร 
28. หลังจำกนั น ใส่ DNA Elution Buffer ปริมำตร 50 ไมโครลิตรลงในหลอด Zymo-Spin™ IIC ท้ำกำรปั่นเหวี่ยง โดยใช้

ควำมเร็ว 10,000 x g เป็นเวลำ 30 วินำที จะได้สำรละลำยดีเอ็นเอตกลงมำที่หลอดไมโครเซ็นตริฟิวจ์ทำงด้ำนล่ำง 
29. อำจท้ำซ ้ำข้อ 28 เพื่อให้ได้ปริมำตรของสำรละลำยดีเอ็นเอเพิ่มขึ น 
30. จำกนั น ท้ำกำรเตรียม Zymo-SpinTM IV-HRC Spin Filter (Green Top) โดยเปิดฐำนด้ำนล่ำงออกและสวมด้วยหลอด 

Collection Tube  ท้ำกำรปั่นเหวี่ยงโดยใช้ควำมเร็ว 8,000 x g เป็นเวลำ 3 นำท ี
31. น้ำสำรละลำยดีเอ็นเอในหลอดไมโครเซ็นตริฟิวจ์มำใส่ใน Zymo-SpinTM IV-HRC Spin Filter (Green Top) ที่เตรียม

แล้ว ท้ำกำรสวมหลอดไมโครเซ็นตริฟิวจ์หลอดใหม่ ปั่นเหวี่ยงที่ควำมเร็ว 8,000 x g เป็นเวลำ 1 นำที จะได้สำรละลำยดี
เอ็นเอสุดท้ำยตกลงมำในหลอดไมโครเซ็นตริฟิวจ์ส้ำหรับกำรทดลองต่อไป 

32. ท้ำกำรวัดดีเอ็นเอโดยใช้เครื่องวัดปริมำณสำรพันธุกรรม โดยใช้ปริมำตร 2 ไมโครลิตร  
33. ใช้ปำกกำที่ใช้ในกำรระบุตัวอย่ำง เขียนจดบันทึก ช่ือตัวอย่ำงที่ใช้ในกำรสกัดข้ำงหลอดไมโครเซ็นตริฟิวก์ขนำด 1.5 

มิลลิลิตร 
34. เก็บหลอดบรรจุดีเอ็นเอที่สกัดเรียบร้อยแล้วลงในกล่องบรรจุดีเอ็นเอ และเก็บในตู้แช่ที่อุณหภูมิ -80 องศำเซลเซียส 
35. ถุงมือ และวัสดุต่ำงๆที่สัมผัสตัวอย่ำงมูลสัตว์จะถูกก้ำจัดอย่ำงถูกวิธีตำมสถำนท่ีนั นๆก้ำหนด 
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ภาคผนวก ข5. เทคนิคพีซีอาร์ส้าหรับตรวจวัดกลุ่มแบคทีเรียจ้าแนกแหล่งก้าเนิดสิ่งปฏิกลูทั่วไปคู่ท่ี 1  
(BacUni 520f/BacUni 690r1) 

 
อุปกรณ์และวัสด ุ

1. 1X TAE บัฟเฟอร์ (50X TAE buffer: 242 กรัม tris base, 57 กรัม glacial acetic acid, 100 ไมโครลิตร 0.5 M 
EDTA (pH 8.0) ปรับปริมำตรด้วยน ้ำกลั่นจนครบ 1 ลิตร) 

2. DreamTaq PCR Master Mix (2X) (Thermo Scientific) 
3. Forward primer (BacUni 520f): 5'-CGT-TAT-CCG-GAT-TTA-TTG-GGT-TTA-3' (10 ไมโครโมลำร์) 
4. Reverse primer (BacUni 690r1): 5'-CAA-TCG-GAG-TTC-TTC-GTG-ATA-TCT-A-3' (10 ไมโครโมลำร์) 
5. กระดำษทิชชู 
6. กล่องใส่น ้ำแข็ง 
7. เครื่องเขย่ำสำร (Vortex-Genie 2; Scientific Industries) 
8. เครื่องถ่ำยและวิเครำะห์ภำพเจล (Gel Doc XR System) 
9. เครื่องปั่นเหวี่ยง (Microcentrifuge; Eppendorf รุ่น minispin plus) 
10. เครื่องปั่นเหวี่ยงตกตะกอนสำรตัวอย่ำงขนำดเล็ก (TT-6000 Mini-Centrifuge) 
11. เครื่องพีซีอำร์ (Thermo cycler; Eppendorf) 
12. เครื่องแยกดีเอ็นเอด้วยกระแสไฟฟ้ำ (Mupid®-exU) 
13. ตะแกรงพลำสติกใส่หลอดไมโครเซ็นตริฟิวจ์ขนำด 1.5 มิลลิลิตร 
14. ตู้เย็นแช่ตัวอย่ำง อุณหภูมิประมำณ 5 องศำเซลเซียส 
15. ถุงพลำสติก 
16. ถุงมือลำเท็กซ์ชนิดใช้แล้วทิ ง 
17. น ้ำ deionized ที่ผ่ำนกำรฆ่ำเชื อ 
18. น ้ำแข็ง  
19. ปำกกำที่ใช้ในกำรระบุตัวอย่ำง 
20. แผ่นพำรำฟิล์ม 
21. ไมโครปิเปตต์ ขนำด 2, 20 และ 200 ไมโครลิตร (Gilson) 
22. ไมโครปิเปตต์ทิป ขนำด 2 และ 20ไมโครลิตร (Gilson) 
23. ยำงรัด 
24. สำรที่ใช้ในกำรย้อมดีเอ็นเอ (Ethidium bromide) 
25. สำรเทียบขนำดของดีเอ็นเอ (100 bp DNA Ladder, Thermo Scientific™) 
26. สำรละลำย RNase AWAY® Surface Decontaminant (Molecular BioProducts) 
27. สำรละลำยเอทำนอล (70 เปอร์เซ็นต์) 
28. สี (DNA Gel Loading Dye (6X), Thermo Scientific™) 
29. เสื อกำวน ์
30. หลอดไมโครเซ็นตริฟิวจ์ขนำด 1.5 มิลลิลิตร (Corning incorporated) 
31. หลอดไมโครเซนติฟิวจ์ ขนำด 0.5 มิลลิลิตร (Corning incorporated) 
32. อะกำโรสเจล (3 เปอร์ เซ็นต์  อะกำโรสเจล: 3 กรัม อะกำโรส ผสมลงใน 1X TAE บัฟเฟอร์  ปริมำตร 100  

ไมโครลิตร) 
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วิธีวิจัย 
1. ท้ำกำรสวมเสื อกำวน์ ใส่ผ้ำปิดจมูกและใส่ถุงมือในขณะที่ท้ำงำนในห้องปฏิบัติกำรตลอดเวลำ  
2. ท้ำควำมสะอำดพื นผิวโต๊ะที่จะท้ำกำรสกัดดีเอ็นเอ โดยฉีดด้วยสำรละลำยเอทำนอล (70 เปอร์เซ็นต์) ทิ งไว้เป็นเวลำ 1 

นำทีแล้วใช้กระดำษทิชชูเช็ดให้แห้ง ตำมด้วยสำรละลำย RNase Away ทิ งไว้เป็นเวลำ 1 นำทีแล้วใช้กระดำษทิชชูเช็ดให้
แห้ง 

3. เตรียม Master Mix โดยใช้หลอดไมโครเซ็นตริฟิวจ์ขนำด 1.5 มิลลิลิตรวำงในตะแกรงวำงหลอดที่แช่บนถังน ้ำแข็ง
ตลอดเวลำเพื่อคงควำมเย็น ท้ำกำรผสมสำรต่ำงๆ ลงในหลอดตำมตำรำงดังนี  โดยใช้ ไมโครปิเปตต์ทิป ขนำด 2 และ 20 
ไมโครลิตร จ้ำนวนปฏิกิริยำให้ค้ำนวณจำกจ้ำนวนปฏิกิริยำที่จะทดลองจริงและบวกเพิ่มอีก 1ปฏิกิริยำเพื่อชดเชยปริมำตร
ที่อำจหำยไปจำกกำรปิเปต 
 

สารที่ใช้ในการผสม 1 ปฏิกิริยา ตัวอย่างการเตรียม
ส้าหรับ 20 ปฏิกิริยา 

DreamTaq PCR Master Mix (2X) 5 ไมโครลิตร 100 ไมโครลติร 
Forward primer (10 ไมโครโมลำร์) 0.5 ไมโครลิตร 10 ไมโครลิตร 
Reverse primer (10 ไมโครโมลำร์) 0.5 ไมโครลิตร 10 ไมโครลิตร 
น ้ำท่ีท้ำกำรผ่ำนกำรฆ่ำเชื อแล้ว 3 ไมโครลิตร 60 ไมโครลิตร 
ปริมาตรทั งหมด 9 ไมโครลิตร 180 ไมโครลิตร 
 

4. ท้ำกำรผสมสำรในหลอด Master Mix ให้เข้ำกันด้วยเครื่องเขย่ำสำร 
5. หลังจำกนั นเตรียมหลอดไมโครเซนติฟิวจ์ขนำด 0.5 มิลลิลิตร จ้ำนวนหลอดเท่ำจ้ำนวนปฏิกิริยำที่จะทดลอง วำงบนถังที่มี

น ้ำแข็งบรรจุอยู ่
6. ดูดสำรจำกหลอดไมโครเซ็นตริฟิวก์ขนำด 1.5 มิลลิลิตรที่ท้ำกำรผสมสำรต่ำงเรียบร้อยในปริมำตร 9 ไมโครลิตร ใส่ลงใน

หลอดไมโครเซนติฟิวก์พลำสติกขนำด 0.5 มิลลิลิตรที่เตรียมไว้ 
7. น้ำตัวอย่ำงดีเอ็นเอจำกตู้แช่ที่อุณหภูมิ -80 องศำเซลเซียส มำตั งทิ งไว้ที่อุณหภูมิห้องจนใกล้ละลำย แล้วน้ำแช่น ้ำแข็งเพื่อ

คงอุณหภูมิให้เย็น 
8. ท้ำกำรเจือจำงควำมเข้มข้นของดีเอ็นเอต้นแบบให้เป็น 0.2, 2, และ 20 นำโนกรัม ด้วยน ้ำ deionized ที่ผ่ำนกำรฆ่ำเชื อ 

โดยกำรค้ำนวณจำกควำมเข้มข้นของดีเอ็นเอในหลอดตัวอย่ำงดีเอ็นเอ  
9. หลังจำกนั น ดูดแต่ละตัวอย่ำงดีเอ็นเอ ปริมำตร 1 ไมโครลิตรใส่ลงในหลอดไมโครเซนติฟิวก์พลำสติกขนำด 0.5 

ไมโครลิตรที่มีสำรละลำย Master Mix ผสมอยู่ ท้ำกำรผสมสำรในหลอดด้วยเครื่องเขย่ำสำร 
10. น้ำหลอดไปท้ำกำรปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยงตกตะกอนสำรตัวอย่ำงขนำดเล็ก 
11. หลังจำกนั นน้ำแต่ละหลอดไปใส่ในเครื่องมือพีซีอำร์โดยก้ำหนดกำรท้ำงำนตำมตำรำงดังนี   
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อุณหภูมิ )องศาเซลเซียส(  เวลา จ้านวนรอบ 
95 องศำเซลเซียส 3 นำที 1 
95 องศำเซลเซียส 30 วินำที 

30 60 องศำเซลเซียส 30 วินำที 
72 องศำเซลเซียส 30 วินำที 
72 องศำเซลเซียส 10 นำที 1 
4 องศำเซลเซียส α 1 

 
12. หลังจำกนั นเตรียม 3 เปอร์เซ็นต์ อะกำโรสเจล ส้ำหรับในกำรแยกดีเอ็นเอขนำด 170 เบส ด้วยกระแสไฟฟ้ำ 
13. เจลที่เตรียมไว้จะถูกวำงลงใน1 X TAE บัฟเฟอร์ ในเครื่องแยกดีเอ็นเอด้วยกระแสไฟฟ้ำ 
14. น้ำสำรผสมที่ได้จำกกำรท้ำพีซีอำร์ปริมำตร 10 ไมโครลิตร มำผสมกับสี 2 ไมโครลิตรบนแผ่นพำรำฟิล์ม 
15. ใส่สำรเทียบขนำดของดีเอ็นเอปริมำตร 5 ไมโครลิตรในช่องแรกของเจลที่เรำเตรียมไว้  
16. ใส่สำรละลำยที่ผสมกันเรียบร้อยแล้วในข้อ 14 ลงในช่องเจลถัดมำ  
17. ตั งค่ำเครื่องแยกดีเอ็นเอด้วยกระแสไฟฟ้ำ 100 โวลต์เป็นเวลำ 30 นำที 
18. หลังจำกนั นน้ำเจลไปแช่ในสำรที่ใช้ในกำรย้อมดีเอ็นเอเป็นเวลำ 10 นำที 
19. น้ำเจลออกจำกกำรย้อมดีเอ็นเอ และวำงบนเครื่องถ่ำยและวิเครำะห์ภำพเจล 
20. เจลที่ท้ำกำรถ่ำยถำพและวิเครำะห์เรียบร้อยแล้ว จะถูกในไปก้ำจัดอย่ำงถูกวิธีโดยสถำบันนั นๆ 
21. ถ้ำผลที่ได้ไม่ขึ นแบนที่ดีเอ็นเอต้นแบบ 0.2 นำโนกรัม ให้ท้ำกำรทดลองที่ควำมเข้มข้นของดีเอ็นเอต้นแบบเป็น 2 และ 20 

นำโนกรัม ตำมล้ำดับ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



107 
 

ภาคผนวก ข6. เทคนิคพีซีอาร์ส้าหรับตรวจวัดกลุ่มแบคทีเรียจ้าแนกแหล่งก้าเนิดสิ่งปฏิกลูทั่วไปคู่ท่ี 2 
(GenBactF3/GenBactR4) 

 
อุปกรณ์และวัสด ุ

1. 1X TAE บัฟเฟอร์ (50X TAE buffer: 242 กรัม tris base, 57 กรัม glacial acetic acid, 100 ไมโครลิตร 0.5 M 
EDTA (pH 8.0) ปรับปริมำตรด้วยน ้ำกลั่นจนครบ 1 ลิตร) 

2. DreamTaq PCR Master Mix (2X) (Thermo Scientific) 
3. Forward primer (GenBactF3): 5'-GGG-GTT-CTG-AGA-GGA-AGG-T-3' (10 ไมโครโมลำร์) 
4. Reve Reverse primer (GenBact4R): 5'-CCG-TCA-TCC-TTC-ACG-CTA-CT-3' (10 ไมโครโมลำร์) 
5. กระดำษทิชชู 
6. กล่องใส่น ้ำแข็ง 
7. เครื่องเขย่ำสำร (Vortex-Genie 2; Scientific Industries) 
8. เครื่องถ่ำยและวิเครำะห์ภำพเจล (Gel Doc XR System) 
9. เครื่องปั่นเหวี่ยง (Microcentrifuge; Eppendorf รุ่น minispin plus) 
10. เครื่องปั่นเหวี่ยงตกตะกอนสำรตัวอย่ำงขนำดเล็ก (TT-6000 Mini-Centrifuge) 
11. เครื่องพีซีอำร์ (Thermo cycler; Eppendorf) 
12. เครื่องแยกดีเอ็นเอด้วยกระแสไฟฟ้ำ (Mupid®-exU) 
13. ตะแกรงพลำสติกใส่หลอดไมโครเซ็นตริฟิวจ์ขนำด 1.5 มิลลิลิตร 
14. ตู้เย็นแช่ตัวอย่ำง อุณหภูมิประมำณ 5 องศำเซลเซียส 
15. ถุงพลำสติก 
16. ถุงมือลำเท็กซ์ชนิดใช้แล้วทิ ง 
17. น ้ำ deionized ที่ผ่ำนกำรฆ่ำเชื อ 
18. น ้ำแข็ง  
19. ปำกกำที่ใช้ในกำรระบุตัวอย่ำง 
20. แผ่นพำรำฟิล์ม 
21. ไมโครปิเปตต์ ขนำด 2, 20 และ 200 ไมโครลิตร (Gilson) 
22. ไมโครปิเปตต์ทิป ขนำด 2 และ 20ไมโครลิตร (Gilson) 
23. ยำงรัด 
24. สำรที่ใช้ในกำรย้อมดีเอ็นเอ (Ethidium bromide) 
25. สำรเทียบขนำดของดีเอ็นเอ (100 bp DNA Ladder, Thermo Scientific™) 
26. สำรละลำย RNase AWAY® Surface Decontaminant (Molecular BioProducts) 
27. สำรละลำยเอทำนอล (70 เปอร์เซ็นต์) 
28. สี (DNA Gel Loading Dye (6X), Thermo Scientific™) 
29. เสื อกำวน ์
30. หลอดไมโครเซ็นตริฟิวจ์ขนำด 1.5 มิลลิลิตร (Corning incorporated) 
31. หลอดไมโครเซนติฟิวจ์ ขนำด 0.5 มิลลิลิตร (Corning incorporated) 
32. อะกำโรสเจล (3 เปอร์ เซ็นต์  อะกำโรสเจล: 3 กรัม อะกำโรส ผสมลงใน 1X TAE บัฟเฟอร์  ปริมำตร 100  

ไมโครลิตร) 
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วิธีวิจัย 
1. ท้ำกำรสวมเสื อกำวน์ ใส่ผ้ำปิดจมูกและใส่ถุงมือในขณะที่ท้ำงำนในห้องปฏิบัติกำรตลอดเวลำ  
2. ท้ำควำมสะอำดพื นผิวโต๊ะที่จะท้ำกำรสกัดดีเอ็นเอ โดยฉีดด้วยสำรละลำยเอทำนอล (70 เปอร์เซ็นต์) ทิ งไว้เป็นเวลำ 1 

นำทีแล้วใช้กระดำษทิชชูเช็ดให้แห้ง ตำมด้วยสำรละลำย RNase Away ทิ งไว้เป็นเวลำ 1 นำทีแล้วใช้กระดำษทิชชูเช็ดให้
แห้ง 

3. เตรียม Master Mix โดยใช้หลอดไมโครเซ็นตริฟิวจ์ขนำด 1.5 มิลลิลิตรวำงในตะแกรงวำงหลอดที่แช่บนถังน ้ำแข็ง
ตลอดเวลำเพื่อคงควำมเย็น ท้ำกำรผสมสำรต่ำงๆ ลงในหลอดตำมตำรำงดังนี  โดยใช้ ไมโครปิเปตต์ทิป ขนำด 2 และ 20 
ไมโครลิตร จ้ำนวนปฏิกิริยำให้ค้ำนวณจำกจ้ำนวนปฏิกิริยำที่จะทดลองจริงและบวกเพิ่มอีก 1 ปฏิกิริยำเพื่อชดเชย
ปริมำตรที่อำจหำยไปจำกกำรปิเปต 
 

สารที่ใช้ในการผสม 1 ปฏิกิริยา ตัวอย่างการเตรียม
ส้าหรับ 20 ปฏิกิริยา 

DreamTaq PCR Master Mix (2X) 5 ไมโครลิตร 100 ไมโครลติร 
Forward primer (10 ไมโครโมลำร์) 0.5 ไมโครลิตร 10 ไมโครลิตร 
Reverse primer (10 ไมโครโมลำร์) 0.5 ไมโครลิตร 10 ไมโครลิตร 
น ้ำท่ีท้ำกำรผ่ำนกำรฆ่ำเชื อแล้ว 3 ไมโครลิตร 60 ไมโครลิตร 
ปริมาตรทั งหมด 9 ไมโครลิตร 180 ไมโครลิตร 
 

4. ท้ำกำรผสมสำรในหลอด Master Mix ให้เข้ำกันด้วยเครื่องเขย่ำสำร 
5. หลังจำกนั นเตรียมหลอดไมโครเซนติฟิวจ์ขนำด 0.5 มิลลิลิตร จ้ำนวนหลอดเท่ำจ้ำนวนปฏิกิริยำที่จะทดลอง วำงบนถังที่มี

น ้ำแข็งบรรจุอยู ่
6. ดูดสำรจำกหลอดไมโครเซ็นตริฟิวก์ขนำด 1.5 มิลลิลิตรที่ท้ำกำรผสมสำรต่ำงเรียบร้อยในปริมำตร 9 ไมโครลิตร ใส่ลงใน

หลอดไมโครเซนติฟิวก์พลำสติกขนำด 0.5 มิลลิลิตรที่เตรียมไว้ 
7. น้ำตัวอย่ำงดีเอ็นเอจำกตู้แช่ที่อุณหภูมิ -80 องศำเซลเซียส มำตั งทิ งไว้ที่อุณหภูมิห้องจนใกล้ละลำย แล้วน้ำแช่น ้ำแข็งเพื่อ

คงอุณหภูมิให้เย็น 
8. ท้ำกำรเจือจำงควำมเข้มข้นของดีเอ็นเอต้นแบบให้เป็น 0.2, 2, และ 20 นำโนกรัม ด้วยน ้ำ deionized ที่ผ่ำนกำรฆ่ำเชื อ 

โดยกำรค้ำนวณจำกควำมเข้มข้นของดีเอ็นเอในหลอดตัวอย่ำงดีเอ็นเอ  
9. หลังจำกนั น ดูดแต่ละตัวอย่ำงดีเอ็นเอ ปริมำตร 1 ไมโครลิตรใส่ลงในหลอดไมโครเซนติฟิวก์พลำสติกขนำด 0.5 

ไมโครลิตรที่มีสำรละลำย Master Mix ผสมอยู่ ท้ำกำรผสมสำรในหลอดด้วยเครื่องเขย่ำสำร 
10. น้ำหลอดไปท้ำกำรปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยงตกตะกอนสำรตัวอย่ำงขนำดเล็ก 
11. หลังจำกนั นน้ำแต่ละหลอดไปใส่ในเครื่องมือพีซีอำร์โดยก้ำหนดกำรท้ำงำนตำมตำรำงดังนี   
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อุณหภูมิ )องศาเซลเซียส(  เวลา จ้านวนรอบ 
95 องศำเซลเซียส 3 นำที 1 
95 องศำเซลเซียส 30 วินำที 

30 60 องศำเซลเซียส 30 วินำที 
72 องศำเซลเซียส 30 วินำที 
72 องศำเซลเซียส 10 นำที 1 
4 องศำเซลเซียส α 1 

 
12. หลังจำกนั นเตรียม 3 เปอร์เซ็นต์ อะกำโรสเจล ส้ำหรับในกำรแยกดีเอ็นเอขนำด 129 เบส ด้วยกระแสไฟฟ้ำ 
13. เจลที่เตรียมไว้จะถูกวำงลงใน1 X TAE บัฟเฟอร์ ในเครื่องแยกดีเอ็นเอด้วยกระแสไฟฟ้ำ 
14. น้ำสำรผสมที่ได้จำกกำรท้ำพีซีอำร์ปริมำตร 10 ไมโครลิตร มำผสมกับสี 2 ไมโครลิตรบนแผ่นพำรำฟิล์ม 
15. ใส่สำรเทียบขนำดของดีเอ็นเอปริมำตร 5 ไมโครลิตรในช่องแรกของเจลที่เรำเตรียมไว้  
16. ใส่สำรละลำยที่ผสมกันเรียบร้อยแล้วในข้อ 14 ลงในช่องเจลถัดมำ  
17. ตั งค่ำเครื่องแยกดีเอ็นเอด้วยกระแสไฟฟ้ำ 100 โวลต์เป็นเวลำ 30 นำที 
18. หลังจำกนั นน้ำเจลไปแช่ในสำรที่ใช้ในกำรย้อมดีเอ็นเอเป็นเวลำ 10 นำที 
19. น้ำเจลออกจำกกำรย้อมดีเอ็นเอ และวำงบนเครื่องถ่ำยและวิเครำะห์ภำพเจล 
20. เจลที่ท้ำกำรถ่ำยถำพและวิเครำะห์เรียบร้อยแล้ว จะถูกในไปก้ำจัดอย่ำงถูกวิธีโดยสถำบันนั นๆ 
21. ถ้ำผลที่ได้ไม่ขึ นแบนที่ดีเอ็นเอต้นแบบ 0.2 นำโนกรัม ให้ท้ำกำรทดลองที่ควำมเข้มข้นของดีเอ็นเอต้นแบบเป็น 2 และ 20 

นำโนกรัม ตำมล้ำดับ  
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ภาคผนวก ข7. เทคนิคพีซีอาร์ส้าหรับตรวจวัดกลุ่มแบคทีเรียจ้าแนกแหล่งก้าเนิดสิ่งปฏิกลูทั่วไปคู่ท่ี 3 
(Bac32F/Bac708R) 

 
อุปกรณ์และวัสด ุ

1. EDTA (pH 8.0) ปรับปริมำตรด้วยน ้ำกลั่นจนครบ 1 ลิตร) 
2. DreamTaq PCR Master Mix (2X) (Thermo Scientific) 
3. Forward primer (Bac32F): 5'-AAC-GCT-AGC-TAC-AGG-CTT-3' (10 ไมโครโมลำร์) 
4. Reverse primer (Bac708R): 5'-CAA-TCG-GAG-TTC-TTC-GTG-3' (10 ไมโครโมลำร์)  
5. กระดำษทิชชู 
6. กล่องใส่น ้ำแข็ง 
7. เครื่องเขย่ำสำร (Vortex-Genie 2; Scientific Industries) 
8. เครื่องถ่ำยและวิเครำะห์ภำพเจล (Gel Doc XR System) 
9. เครื่องปั่นเหวี่ยง (Microcentrifuge; Eppendorf รุ่น minispin plus) 
10. เครื่องปั่นเหวี่ยงตกตะกอนสำรตัวอย่ำงขนำดเล็ก (TT-6000 Mini-Centrifuge) 
11. เครื่องพีซีอำร์ (Thermo cycler; Eppendorf) 
12. เครื่องแยกดีเอ็นเอด้วยกระแสไฟฟ้ำ (Mupid®-exU) 
13. ตะแกรงพลำสติกใส่หลอดไมโครเซ็นตริฟิวจ์ขนำด 1.5 มิลลิลิตร 
14. ตู้เย็นแช่ตัวอย่ำง อุณหภูมิประมำณ 5 องศำเซลเซียส 
15. ถุงพลำสติก 
16. ถุงมือลำเท็กซ์ชนิดใช้แล้วทิ ง 
17. น ้ำ deionized ที่ผ่ำนกำรฆ่ำเชื อ 
18. น ้ำแข็ง  
19. ปำกกำที่ใช้ในกำรระบุตัวอย่ำง 
20. แผ่นพำรำฟิล์ม 
21. ไมโครปิเปตต์ ขนำด 2, 20 และ 200 ไมโครลิตร (Gilson) 
22. ไมโครปิเปตต์ทิป ขนำด 2 และ 20ไมโครลิตร (Gilson) 
23. ยำงรัด 
24. สำรที่ใช้ในกำรย้อมดีเอ็นเอ (Ethidium bromide) 
25. สำรเทียบขนำดของดีเอ็นเอ (100 bp DNA Ladder, Thermo Scientific™) 
26. สำรละลำย RNase AWAY® Surface Decontaminant (Molecular BioProducts) 
27. สำรละลำยเอทำนอล (70 เปอร์เซ็นต์) 
28. สี (DNA Gel Loading Dye (6X), Thermo Scientific™) 
29. เสื อกำวน์ 
30. หลอดไมโครเซ็นตริฟิวจ์ขนำด 1.5 มิลลิลิตร (Corning incorporated) 
31. หลอดไมโครเซนติฟิวจ์ ขนำด 0.5 มิลลิลิตร (Corning incorporated) 
32. อะกำโรสเจล (3 เปอร์เซ็นต์ อะกำโรสเจล: 3 กรัม อะกำโรส ผสมลงใน 1X TAE บัฟเฟอร์ ปริมำตร 100  

ไมโครลิตร) 
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วิธีวิจัย 
1. ท้ำกำรสวมเสื อกำวน์ ใส่ผ้ำปิดจมูกและใส่ถุงมือในขณะที่ท้ำงำนในห้องปฏิบัติกำรตลอดเวลำ  
2. ท้ำควำมสะอำดพื นผิวโต๊ะที่จะท้ำกำรสกัดดีเอ็นเอ โดยฉีดด้วยสำรละลำยเอทำนอล (70 เปอร์เซ็นต์) ทิ งไว้เป็นเวลำ 1 

นำทีแล้วใช้กระดำษทิชชูเช็ดให้แห้ง ตำมด้วยสำรละลำย RNase Away ทิ งไวเ้ป็นเวลำ 1 นำทีแล้วใช้กระดำษทิชชูเช็ดให้
แห้ง 

3. เตรียม Master Mix โดยใช้หลอดไมโครเซ็นตริฟิวจ์ขนำด 1.5 มิลลิลิตรวำงในตะแกรงวำงหลอดที่แช่บนถังน ้ำแข็ง
ตลอดเวลำเพื่อคงควำมเย็น ท้ำกำรผสมสำรต่ำงๆ ลงในหลอดตำมตำรำงดังนี  โดยใช้ ไมโครปิเปตต์ทิป ขนำด 2 และ 20 
ไมโครลิตร จ้ำนวนปฏิกิริยำให้ค้ำนวณจำกจ้ำนวนปฏิกิริยำที่จะทดลองจริงและบวกเพิ่มอีก 1 ปฏิกิริยำเพื่อชดเชย
ปริมำตรที่อำจหำยไปจำกกำรปิเปต 
 

สารที่ใช้ในการผสม 1 ปฏิกิริยา ตัวอย่างการเตรียม
ส้าหรับ 20 ปฏิกิริยา 

DreamTaq PCR Master Mix (2X) 5 ไมโครลิตร 100 ไมโครลติร 
Forward primer (10 ไมโครโมลำร์) 0.5 ไมโครลิตร 10 ไมโครลิตร 
Reverse primer (10 ไมโครโมลำร์) 0.5 ไมโครลิตร 10 ไมโครลิตร 
น ้ำท่ีท้ำกำรผ่ำนกำรฆ่ำเชื อแล้ว 3 ไมโครลิตร 60 ไมโครลิตร 
ปริมาตรทั งหมด 9 ไมโครลิตร 180 ไมโครลิตร 
 

4. ท้ำกำรผสมสำรในหลอด Master Mix ให้เข้ำกันด้วยเครื่องเขย่ำสำร 
5. หลังจำกนั นเตรียมหลอดไมโครเซนติฟิวจ์ขนำด 0.5 มิลลิลิตร จ้ำนวนหลอดเท่ำจ้ำนวนปฏิกิริยำที่จะทดลอง วำงบนถังที่มี

น ้ำแข็งบรรจุอยู ่
6. ดูดสำรจำกหลอดไมโครเซ็นตริฟิวก์ขนำด 1.5 มิลลิลิตรที่ท้ำกำรผสมสำรต่ำงเรียบร้อยในปริมำตร 9 ไมโครลิตร ใส่ลงใน

หลอดไมโครเซนติฟิวก์พลำสติกขนำด 0.5 มิลลิลิตรที่เตรียมไว้ 
7. น้ำตัวอย่ำงดีเอ็นเอจำกตู้แช่ที่อุณหภูมิ -80 องศำเซลเซียส มำตั งทิ งไว้ที่อุณหภูมิห้องจนใกล้ละลำย แล้วน้ำแช่น ้ำแข็งเพื่อ

คงอุณหภูมิให้เย็น 
8. ท้ำกำรเจือจำงควำมเข้มข้นของดีเอ็นเอต้นแบบให้เป็น 0.2, 2, และ 20 นำโนกรัม ด้วยน ้ำ deionized ที่ผ่ำนกำรฆ่ำเชื อ 

โดยกำรค้ำนวณจำกควำมเข้มข้นของดีเอ็นเอในหลอดตัวอย่ำงดีเอ็นเอ  
9. หลังจำกนั น ดูดแต่ละตัวอย่ำงดีเอ็นเอ ปริมำตร 1 ไมโครลิตรใส่ลงในหลอดไมโครเซนติฟิวก์พลำสติกขนำด 0.5 

ไมโครลิตรที่มีสำรละลำย Master Mix ผสมอยู่ ท้ำกำรผสมสำรในหลอดด้วยเครื่องเขย่ำสำร 
10. น้ำหลอดไปท้ำกำรปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยงตกตะกอนสำรตัวอย่ำงขนำดเล็ก 
11. หลังจำกนั นน้ำแต่ละหลอดไปใส่ในเครื่องมือพีซีอำร์โดยก้ำหนดกำรท้ำงำนตำมตำรำงดังนี   
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อุณหภูมิ )องศาเซลเซียส(  เวลา จ้านวนรอบ 
95 องศำเซลเซียส 3 นำที 1 
95 องศำเซลเซียส 30 วินำที 

30 53.7 องศำเซลเซียส 60 วินำที 
72 องศำเซลเซียส 30 วินำที 
72 องศำเซลเซียส 10 นำที 1 
4 องศำเซลเซียส α 1 

 
12. หลังจำกนั นเตรียม 1 เปอร์เซ็นต์ อะกำโรสเจล ส้ำหรับในกำรแยกดีเอ็นเอขนำด 670 เบส ด้วยกระแสไฟฟ้ำ 
13. เจลที่เตรียมไว้จะถูกวำงลงใน1 X TAE บัฟเฟอร์ ในเครื่องแยกดีเอ็นเอด้วยกระแสไฟฟ้ำ 
14. น้ำสำรผสมที่ได้จำกกำรท้ำพีซีอำร์ปริมำตร 10 ไมโครลิตร มำผสมกับสี 2 ไมโครลิตรบนแผ่นพำรำฟิล์ม 
15. ใส่สำรเทียบขนำดของดีเอ็นเอปริมำตร 5 ไมโครลิตรในช่องแรกของเจลที่เรำเตรียมไว้  
16. ใส่สำรละลำยที่ผสมกันเรียบร้อยแล้วในข้อ 14 ลงในช่องเจลถัดมำ  
17. ตั งค่ำเครื่องแยกดีเอ็นเอด้วยกระแสไฟฟ้ำ 100 โวลต์เป็นเวลำ 30 นำที 
18. หลังจำกนั นน้ำเจลไปแช่ในสำรที่ใช้ในกำรย้อมดีเอ็นเอเป็นเวลำ 10 นำที 
19. น้ำเจลออกจำกกำรย้อมดีเอ็นเอ และวำงบนเครื่องถ่ำยและวิเครำะห์ภำพเจล 
20. เจลที่ท้ำกำรถ่ำยถำพและวิเครำะห์เรียบร้อยแล้ว จะถูกในไปก้ำจัดอย่ำงถูกวิธีโดยสถำบันนั นๆ 
21. ถ้ำผลที่ได้ไม่ขึ นแบนที่ดีเอ็นเอต้นแบบ 0.2 นำโนกรัม ให้ท้ำกำรทดลองที่ควำมเข้มข้นของดีเอ็นเอต้นแบบเป็น 2 และ 20 

นำโนกรัม ตำมล้ำดับ  
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ภาคผนวก ข8. เทคนิคพีซีอาร์ส้าหรับตรวจวัดกลุ่มแบคทีเรียจ้าแนกแหล่งก้าเนิดน ้าเสียชมุชน 
(HF183/BFDrev) 

 
อุปกรณ์และวัสด ุ

1. EDTA (pH 8.0) ปรับปริมำตรด้วยน ้ำกลั่นจนครบ 1 ลิตร) 
2. DreamTaq PCR Master Mix (2X) (Thermo Scientific) 
3. Forward primer (HF183): 5'- ATC-ATG-AGT-TCA-CAT-GTC-CG -3’ (10 ไมโครโมลำร์) 
4. Reverse primer (BFDrev): 5'- CGT-AGG-AGT-TTG-GAC-CGT-GT -3’ (10 ไมโครโมลำร์) 
5. กระดำษทิชชู 
6. กล่องใส่น ้ำแข็ง 
7. เครื่องเขย่ำสำร (Vortex-Genie 2; Scientific Industries) 
8. เครื่องถ่ำยและวิเครำะห์ภำพเจล (Gel Doc XR System) 
9. เครื่องปั่นเหวี่ยง (Microcentrifuge; Eppendorf รุ่น minispin plus) 
10. เครื่องปั่นเหวี่ยงตกตะกอนสำรตัวอย่ำงขนำดเล็ก (TT-6000 Mini-Centrifuge) 
11. เครื่องพีซีอำร์ (Thermo cycler; Eppendorf) 
12. เครื่องแยกดีเอ็นเอด้วยกระแสไฟฟ้ำ (Mupid®-exU) 
13. ตะแกรงพลำสติกใส่หลอดไมโครเซ็นตริฟิวจ์ขนำด 1.5 มิลลิลิตร 
14. ตู้เย็นแช่ตัวอย่ำง อุณหภูมิประมำณ 5 องศำเซลเซียส 
15. ถุงพลำสติก 
16. ถุงมือลำเท็กซ์ชนิดใช้แล้วทิ ง 
17. น ้ำ deionized ที่ผ่ำนกำรฆ่ำเชื อ 
18. น ้ำแข็ง  
19. ปำกกำที่ใช้ในกำรระบุตัวอย่ำง 
20. แผ่นพำรำฟิล์ม 
21. ไมโครปิเปตต์ ขนำด 2, 20 และ 200 ไมโครลิตร (Gilson) 
22. ไมโครปิเปตต์ทิป ขนำด 2 และ 20ไมโครลิตร (Gilson) 
23. ยำงรัด 
24. สำรที่ใช้ในกำรย้อมดีเอ็นเอ (Ethidium bromide) 
25. สำรเทียบขนำดของดีเอ็นเอ (100 bp DNA Ladder, Thermo Scientific™) 
26. สำรละลำย RNase AWAY® Surface Decontaminant (Molecular BioProducts) 
27. สำรละลำยเอทำนอล (70 เปอร์เซ็นต์) 
28. สี (DNA Gel Loading Dye (6X), Thermo Scientific™) 
29. เสื อกำวน์ 
30. หลอดไมโครเซ็นตริฟิวจ์ขนำด 1.5 มิลลิลิตร (Corning incorporated) 
31. หลอดไมโครเซนติฟิวจ์ ขนำด 0.5 มิลลิลิตร (Corning incorporated) 
32. อะกำโรสเจล (3 เปอร์เซ็นต์ อะกำโรสเจล: 3 กรัม อะกำโรส ผสมลงใน 1X TAE บัฟเฟอร์ ปริมำตร 100  

ไมโครลิตร) 
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วิธีวิจัย 
1. ท้ำกำรสวมเสื อกำวน์ ใส่ผ้ำปิดจมูกและใส่ถุงมือในขณะที่ท้ำงำนในห้องปฏิบัติกำรตลอดเวลำ  
2. ท้ำควำมสะอำดพื นผิวโต๊ะที่จะท้ำกำรสกัดดีเอ็นเอ โดยฉีดด้วยสำรละลำยเอทำนอล (70 เปอร์เซ็นต์) ทิ งไว้เป็นเวลำ 1 

นำทีแล้วใช้กระดำษทิชชูเช็ดให้แห้ง ตำมด้วยสำรละลำย RNase Away ทิ งไว้เป็นเวลำ 1 นำทีแล้วใช้กระดำษทิชชูเช็ดให้
แห้ง 

3. เตรียม Master Mix โดยใช้หลอดไมโครเซ็นตริฟิวจ์ขนำด 1.5 มิลลิลิตรวำงในตะแกรงวำงหลอดที่แช่บนถังน ้ำแข็ง
ตลอดเวลำเพื่อคงควำมเย็น ท้ำกำรผสมสำรต่ำงๆ ลงในหลอดตำมตำรำงดังนี  โดยใช้ ไมโครปิเปตต์ทิป ขนำด 2 และ 20 
ไมโครลิตร จ้ำนวนปฏิกิริยำให้ค้ำนวณจำกจ้ำนวนปฏิกิริยำที่จะทดลองจริงและบวกเพิ่มอีก 1 ปฏิกิริยำเพื่อชดเชย
ปริมำตรที่อำจหำยไปจำกกำรปิเปต 

 
สารที่ใช้ในการผสม 1 ปฏิกิริยา ตัวอย่างการเตรียม

ส้าหรับ 20 ปฏิกิริยา 
DreamTaq PCR Master Mix (2X) 5 ไมโครลิตร 100 ไมโครลติร 
Forward primer (10 ไมโครโมลำร์) 0.5 ไมโครลิตร 10 ไมโครลิตร 
Reverse primer (10 ไมโครโมลำร์) 0.5 ไมโครลิตร 10 ไมโครลิตร 
น ้ำท่ีท้ำกำรผ่ำนกำรฆ่ำเชื อแล้ว 3 ไมโครลิตร 60 ไมโครลิตร 
ปริมาตรทั งหมด 9 ไมโครลิตร 180 ไมโครลิตร 
 

4. ท้ำกำรผสมสำรในหลอด Master Mix ให้เข้ำกันด้วยเครื่องเขย่ำสำร 
5. หลังจำกนั นเตรียมหลอดไมโครเซนติฟิวจ์ขนำด 0.5 มิลลิลิตร จ้ำนวนหลอดเท่ำจ้ำนวนปฏิกิริยำที่จะทดลอง วำงบนถังที่มี

น ้ำแข็งบรรจุอยู ่
6. ดูดสำรจำกหลอดไมโครเซ็นตริฟิวก์ขนำด 1.5 มิลลิลิตรที่ท้ำกำรผสมสำรต่ำงเรียบร้อยในปริมำตร 9 ไมโครลิตร ใส่ลงใน

หลอดไมโครเซนติฟิวก์พลำสติกขนำด 0.5 มิลลิลิตรที่เตรียมไว้ 
7. น้ำตัวอย่ำงดีเอ็นเอจำกตู้แช่ที่อุณหภูมิ -80 องศำเซลเซียส มำตั งทิ งไว้ท่ีอุณหภูมิห้องจนใกล้ละลำย แล้วน้ำแช่น ้ำแข็งเพื่อ

คงอุณหภูมิให้เย็น 
8. ท้ำกำรเจือจำงควำมเข้มข้นของดีเอ็นเอต้นแบบให้เป็น 0.2, 2, และ 20 นำโนกรัม ด้วยน ้ำ deionized ที่ผ่ำนกำรฆ่ำเชื อ 

โดยกำรค้ำนวณจำกควำมเข้มข้นของดีเอ็นเอในหลอดตัวอย่ำงดีเอ็นเอ  
9. หลังจำกนั น ดูดแต่ละตัวอย่ำงดีเอ็นเอ ปริมำตร 1 ไมโครลิตรใส่ลงในหลอดไมโครเซนติฟิวก์พลำสติกขนำด 0.5 

ไมโครลิตรที่มีสำรละลำย Master Mix ผสมอยู่ ท้ำกำรผสมสำรในหลอดด้วยเครื่องเขย่ำสำร 
10. น้ำหลอดไปท้ำกำรปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยงตกตะกอนสำรตัวอย่ำงขนำดเล็ก 
11. หลังจำกนั นน้ำแต่ละหลอดไปใส่ในเครื่องมือพีซีอำร์โดยก้ำหนดกำรท้ำงำนตำมตำรำงดังนี   
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อุณหภูมิ )องศาเซลเซียส(  เวลา จ้านวนรอบ 
95 องศำเซลเซียส 3 นำที 1 
95 องศำเซลเซียส 30 วินำที 

30 60 องศำเซลเซียส 30 วินำที 
72 องศำเซลเซียส 30 วินำที 
72 องศำเซลเซียส 10 นำที 1 
4 องศำเซลเซียส α 1 

 
12. หลังจำกนั นเตรียม 3 เปอร์เซ็นต์ อะกำโรสเจล ส้ำหรับในกำรแยกดีเอ็นเอขนำด 167 เบส ด้วยกระแสไฟฟ้ำ 
13. เจลที่เตรียมไว้จะถูกวำงลงใน1 X TAE บัฟเฟอร์ ในเครื่องแยกดีเอ็นเอด้วยกระแสไฟฟ้ำ 
14. น้ำสำรผสมที่ได้จำกกำรท้ำพีซีอำร์ปริมำตร 10 ไมโครลิตร มำผสมกับสี 2 ไมโครลิตรบนแผ่นพำรำฟิล์ม 
15. ใส่สำรเทียบขนำดของดีเอ็นเอปริมำตร 5 ไมโครลิตรในช่องแรกของเจลที่เรำเตรียมไว้  
16. ใส่สำรละลำยที่ผสมกันเรียบร้อยแล้วในข้อ 14 ลงในช่องเจลถัดมำ  
17. ตั งค่ำเครื่องแยกดีเอ็นเอด้วยกระแสไฟฟ้ำ 100 โวลต์เป็นเวลำ 30 นำที 
18. หลังจำกนั นน้ำเจลไปแช่ในสำรที่ใช้ในกำรย้อมดีเอ็นเอเป็นเวลำ 10 นำที 
19. น้ำเจลออกจำกกำรย้อมดีเอ็นเอ และวำงบนเครื่องถ่ำยและวิเครำะห์ภำพเจล 
20. เจลที่ท้ำกำรถ่ำยถำพและวิเครำะห์เรียบร้อยแล้ว จะถูกในไปก้ำจัดอย่ำงถูกวิธีโดยสถำบันนั นๆ 
21. ถ้ำผลที่ได้ไม่ขึ นแบนท่ีดีเอ็นเอต้นแบบ 0.2 นำโนกรัม ให้ท้ำกำรทดลองที่ควำมเข้มข้นของดีเอ็นเอต้นแบบเป็น 2 และ 20 

นำโนกรัม ตำมล้ำดับ  
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ภาคผนวก ข9. เทคนิคพีซีอาร์ส้าหรับตรวจวัดกลุ่มแบคทีเรียจ้าแนกแหล่งก้าเนิดจากสกุร 
(Pig-2-Bac41F/Pig-2-Bac163Rm) 

 
อุปกรณ์และวัสด ุ

1. EDTA (pH 8.0) ปรับปริมำตรด้วยน ้ำกลั่นจนครบ 1 ลิตร) 
2. DreamTaq PCR Master Mix (2X) (Thermo Scientific) 
3. Forward primer (Pig-2-Bac41F): 5'-GCA-TGA-ATT-TAG-CTT-GCT-AAA-TTT-GAT-3’ (10 ไมโครโมลำร์) 
4. Reverse primer (Pig-2-Bac163Rm): 5'-ACC-TCA-TAC-GGT-ATT-AAT-CCG-C-3’ (10 ไมโครโมลำร์) 
5. กระดำษทิชชู 
6. กล่องใส่น ้ำแข็ง 
7. เครื่องเขย่ำสำร (Vortex-Genie 2; Scientific Industries) 
8. เครื่องถ่ำยและวิเครำะห์ภำพเจล (Gel Doc XR System) 
9. เครื่องปั่นเหวี่ยง (Microcentrifuge; Eppendorf รุ่น minispin plus) 
10. เครื่องปั่นเหวี่ยงตกตะกอนสำรตัวอย่ำงขนำดเล็ก (TT-6000 Mini-Centrifuge) 
11. เครื่องพีซีอำร์ (Thermo cycler; Eppendorf) 
12. เครื่องแยกดีเอ็นเอด้วยกระแสไฟฟ้ำ (Mupid®-exU) 
13. ตะแกรงพลำสติกใส่หลอดไมโครเซ็นตริฟิวจ์ขนำด 1.5 มิลลิลิตร 
14. ตู้เย็นแช่ตัวอย่ำง อุณหภูมิประมำณ 5 องศำเซลเซียส 
15. ถุงพลำสติก 
16. ถุงมือลำเท็กซ์ชนิดใช้แล้วทิ ง 
17. น ้ำ deionized ที่ผ่ำนกำรฆ่ำเชื อ 
18. น ้ำแข็ง  
19. ปำกกำที่ใช้ในกำรระบุตัวอย่ำง 
20. แผ่นพำรำฟิล์ม 
21. ไมโครปิเปตต์ ขนำด 2, 20 และ 200 ไมโครลิตร (Gilson) 
22. ไมโครปิเปตต์ทิป ขนำด 2 และ 20ไมโครลิตร (Gilson) 
23. ยำงรัด 
24. สำรที่ใช้ในกำรย้อมดีเอ็นเอ (Ethidium bromide) 
25. สำรเทียบขนำดของดีเอ็นเอ (100 bp DNA Ladder, Thermo Scientific™) 
26. สำรละลำย RNase AWAY® Surface Decontaminant (Molecular BioProducts) 
27. สำรละลำยเอทำนอล (70 เปอร์เซ็นต์) 
28. สี (DNA Gel Loading Dye (6X), Thermo Scientific™) 
29. เสื อกำวน์ 
30. หลอดไมโครเซ็นตริฟิวจ์ขนำด 1.5 มิลลิลิตร (Corning incorporated) 
31. หลอดไมโครเซนติฟิวจ์ ขนำด 0.5 มิลลิลิตร (Corning incorporated) 
32. อะกำโรสเจล (3 เปอร์เซ็นต์ อะกำโรสเจล: 3 กรัม อะกำโรส ผสมลงใน 1X TAE บัฟเฟอร์ ปริมำตร 100  

ไมโครลิตร) 
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วิธีวิจัย 
1. ท้ำกำรสวมเสื อกำวน์ ใส่ผ้ำปิดจมูกและใส่ถุงมือในขณะที่ท้ำงำนในห้องปฏิบัติกำรตลอดเวลำ  
2. ท้ำควำมสะอำดพื นผิวโต๊ะที่จะท้ำกำรสกัดดีเอ็นเอ โดยฉีดด้วยสำรละลำยเอทำนอล (70 เปอร์เซ็นต์) ทิ งไว้เป็นเวลำ 1 

นำทีแล้วใช้กระดำษทิชชูเช็ดให้แห้ง ตำมด้วยสำรละลำย RNase Away ทิ งไว้เป็นเวลำ 1 นำทีแล้วใช้กระดำษทิชชูเช็ดให้
แห้ง 

3. เตรียม Master Mix โดยใช้หลอดไมโครเซ็นตริฟิวจ์ขนำด 1.5 มิลลิลิตรวำงในตะแกรงวำงหลอดที่แช่บนถังน ้ำแข็ง
ตลอดเวลำเพื่อคงควำมเย็น ท้ำกำรผสมสำรต่ำงๆ ลงในหลอดตำมตำรำงดังนี  โดยใช้ ไมโครปิเปตต์ทิป ขนำด 2 และ 20 
ไมโครลิตร จ้ำนวนปฏิกิริยำให้ค้ำนวณจำกจ้ำนวนปฏิกิริยำที่จะทดลองจริงและบวกเพิ่มอีก 1 ปฏิกิริยำเพื่อชดเชย
ปริมำตรที่อำจหำยไปจำกกำรปิเปต 
 

สารที่ใช้ในการผสม 1 ปฏิกิริยา ตัวอย่างการเตรียม
ส้าหรับ 20 ปฏิกิริยา 

DreamTaq PCR Master Mix (2X) 5 ไมโครลิตร 100 ไมโครลติร 
Forward primer (10 ไมโครโมลำร์) 0.5 ไมโครลิตร 10 ไมโครลิตร 
Reverse primer (10 ไมโครโมลำร์) 0.5 ไมโครลิตร 10 ไมโครลิตร 
น ้ำท่ีท้ำกำรผ่ำนกำรฆ่ำเชื อแล้ว 3 ไมโครลิตร 60 ไมโครลิตร 
ปริมาตรทั งหมด 9 ไมโครลิตร 180 ไมโครลิตร 
 

4. ท้ำกำรผสมสำรในหลอด Master Mix ให้เข้ำกันด้วยเครื่องเขย่ำสำร 
5. หลังจำกนั นเตรียมหลอดไมโครเซนติฟิวจ์ขนำด 0.5 มิลลิลิตร จ้ำนวนหลอดเท่ำจ้ำนวนปฏิกิริยำที่จะทดลอง วำงบนถังที่มี

น ้ำแข็งบรรจุอยู ่
6. ดูดสำรจำกหลอดไมโครเซ็นตริฟิวก์ขนำด 1.5 มิลลิลิตรที่ท้ำกำรผสมสำรต่ำงเรียบร้อยในปริมำตร 9 ไมโครลิตร ใส่ลงใน

หลอดไมโครเซนติฟิวก์พลำสติกขนำด 0.5 มิลลิลิตรที่เตรียมไว้ 
7. น้ำตัวอย่ำงดีเอ็นเอจำกตู้แช่ที่อุณหภูมิ -80 องศำเซลเซียส มำตั งทิ งไว้ท่ีอุณหภูมิห้องจนใกล้ละลำย แล้วน้ำแช่น ้ำแข็งเพื่อ

คงอุณหภูมิให้เย็น 
8. ท้ำกำรเจือจำงควำมเข้มข้นของดีเอ็นเอต้นแบบให้เป็น 0.2, 2, และ 20 นำโนกรัม ด้วยน ้ำ deionized ที่ผ่ำนกำรฆ่ำเชื อ 

โดยกำรค้ำนวณจำกควำมเข้มข้นของดีเอ็นเอในหลอดตัวอย่ำงดีเอ็นเอ  
9. หลังจำกนั น ดูดแต่ละตัวอย่ำงดีเอ็นเอ ปริมำตร 1 ไมโครลิตรใส่ลงในหลอดไมโครเซนติฟิวก์พลำสติกขนำด 0.5 

ไมโครลิตรที่มีสำรละลำย Master Mix ผสมอยู่ ท้ำกำรผสมสำรในหลอดด้วยเครื่องเขย่ำสำร 
10. น้ำหลอดไปท้ำกำรปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยงตกตะกอนสำรตัวอย่ำงขนำดเล็ก 
11. หลังจำกนั นน้ำแต่ละหลอดไปใส่ในเครื่องมือพีซีอำร์โดยก้ำหนดกำรท้ำงำนตำมตำรำงดังนี   
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อุณหภูมิ )องศาเซลเซียส(  เวลา จ้านวนรอบ 
95 องศำเซลเซียส 3 นำที 1 
95 องศำเซลเซียส 30 วินำที 

30 60 องศำเซลเซียส 30 วินำที 
72 องศำเซลเซียส 30 วินำที 
72 องศำเซลเซียส 10 นำที 1 
4 องศำเซลเซียส α 1 

 
12. หลังจำกนั นเตรียม 3 เปอร์เซ็นต์ อะกำโรสเจล ส้ำหรับในกำรแยกดีเอ็นเอขนำด 116 เบส ด้วยกระแสไฟฟ้ำ 
13. เจลที่เตรียมไว้จะถูกวำงลงใน1 X TAE บัฟเฟอร์ ในเครื่องแยกดีเอ็นเอด้วยกระแสไฟฟ้ำ 
14. น้ำสำรผสมที่ได้จำกกำรท้ำพีซีอำร์ปริมำตร 10 ไมโครลิตร มำผสมกับสี 2 ไมโครลิตรบนแผ่นพำรำฟิล์ม 
15. ใส่สำรเทียบขนำดของดีเอ็นเอปริมำตร 5 ไมโครลิตรในช่องแรกของเจลที่เรำเตรียมไว้  
16. ใส่สำรละลำยที่ผสมกันเรียบร้อยแล้วในข้อ 14 ลงในช่องเจลถัดมำ  
17. ตั งค่ำเครื่องแยกดีเอ็นเอด้วยกระแสไฟฟ้ำ 100 โวลต์เป็นเวลำ 30 นำที 
18. หลังจำกนั นน้ำเจลไปแช่ในสำรที่ใช้ในกำรย้อมดีเอ็นเอเป็นเวลำ 10 นำที 
19. น้ำเจลออกจำกกำรย้อมดีเอ็นเอ และวำงบนเครื่องถ่ำยและวิเครำะห์ภำพเจล 
20. เจลที่ท้ำกำรถ่ำยถำพและวิเครำะห์เรียบร้อยแล้ว จะถูกในไปก้ำจัดอย่ำงถูกวิธีโดยสถำบันนั นๆ 
21. ถ้ำผลที่ได้ไม่ขึ นแบนท่ีดีเอ็นเอต้นแบบ 0.2 นำโนกรัม ให้ท้ำกำรทดลองที่ควำมเข้มข้นของดีเอ็นเอต้นแบบเป็น 2 และ 20 

นำโนกรัม ตำมล้ำดับ  
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ภาคผนวก ข10. เทคนิคพีซีอาร์ส้าหรับตรวจวัดกลุ่มแบคทีเรียจ้าแนกแหล่งก้าเนิดจากโค 
(Bac3F/Bac3R) 

 
อุปกรณ์และวัสด ุ

1. EDTA (pH 8.0) ปรับปริมำตรด้วยน ้ำกลั่นจนครบ 1 ลิตร) 
2. DreamTaq PCR Master Mix (2X) (Thermo Scientific) 
3. Forward primer (Bac3F): 5'- CTA-ATG-GAA-AAT-GGA-TGG-TAT-CT-3’ (10 ไมโครโมลำร์) 
4. Reverse primer (Bac3R): 5'- GCC-GCC-CAG-CTC-AAA-TAG-3’ (10 ไมโครโมลำร์) 
5. กระดำษทิชชู 
6. กล่องใส่น ้ำแข็ง 
7. เครื่องเขย่ำสำร (Vortex-Genie 2; Scientific Industries) 
8. เครื่องถ่ำยและวิเครำะห์ภำพเจล (Gel Doc XR System) 
9. เครื่องปั่นเหวี่ยง (Microcentrifuge; Eppendorf รุ่น minispin plus) 
10. เครื่องปั่นเหวี่ยงตกตะกอนสำรตัวอย่ำงขนำดเล็ก (TT-6000 Mini-Centrifuge) 
11. เครื่องพีซีอำร์ (Thermo cycler; Eppendorf) 
12. เครื่องแยกดีเอ็นเอด้วยกระแสไฟฟ้ำ (Mupid®-exU) 
13. ตะแกรงพลำสติกใส่หลอดไมโครเซ็นตริฟิวจ์ขนำด 1.5 มิลลิลิตร 
14. ตู้เย็นแช่ตัวอย่ำง อุณหภูมิประมำณ 5 องศำเซลเซียส 
15. ถุงพลำสติก 
16. ถุงมือลำเท็กซ์ชนิดใช้แล้วทิ ง 
17. น ้ำ deionized ที่ผ่ำนกำรฆ่ำเชื อ 
18. น ้ำแข็ง  
19. ปำกกำที่ใช้ในกำรระบุตัวอย่ำง 
20. แผ่นพำรำฟิล์ม 
21. ไมโครปิเปตต์ ขนำด 2, 20 และ 200 ไมโครลิตร (Gilson) 
22. ไมโครปิเปตต์ทิป ขนำด 2 และ 20ไมโครลิตร (Gilson) 
23. ยำงรัด 
24. สำรที่ใช้ในกำรย้อมดีเอ็นเอ (Ethidium bromide) 
25. สำรเทียบขนำดของดีเอ็นเอ (100 bp DNA Ladder, Thermo Scientific™) 
26. สำรละลำย RNase AWAY® Surface Decontaminant (Molecular BioProducts) 
27. สำรละลำยเอทำนอล (70 เปอร์เซ็นต์) 
28. สี (DNA Gel Loading Dye (6X), Thermo Scientific™) 
29. เสื อกำวน์ 
30. หลอดไมโครเซ็นตริฟิวจ์ขนำด 1.5 มิลลิลิตร (Corning incorporated) 
31. หลอดไมโครเซนติฟิวจ์ ขนำด 0.5 มิลลิลิตร (Corning incorporated) 
32. อะกำโรสเจล (3 เปอร์เซ็นต์ อะกำโรสเจล: 3 กรัม อะกำโรส ผสมลงใน 1X TAE บัฟเฟอร์ ปริมำตร 100  

ไมโครลิตร) 
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วิธีวิจัย 
1. ท้ำกำรสวมเสื อกำวน์ ใส่ผ้ำปิดจมูกและใส่ถุงมือในขณะที่ท้ำงำนในห้องปฏิบัติกำรตลอดเวลำ  
2. ท้ำควำมสะอำดพื นผิวโต๊ะที่จะท้ำกำรสกัดดีเอ็นเอ โดยฉีดด้วยสำรละลำยเอทำนอล (70 เปอร์เซ็นต์) ทิ งไว้เป็นเวลำ 1 

นำทีแล้วใช้กระดำษทิชชูเช็ดให้แห้ง ตำมด้วยสำรละลำย RNase Away ทิ งไว้เป็นเวลำ 1 นำทีแล้วใช้กระดำษทิชชูเช็ดให้
แห้ง 

3. เตรียม Master Mix โดยใช้หลอดไมโครเซ็นตริฟิวจ์ขนำด 1.5 มิลลิลิตรวำงในตะแกรงวำงหลอดที่แช่บนถังน ้ำแข็ง
ตลอดเวลำเพื่อคงควำมเย็น ท้ำกำรผสมสำรต่ำงๆ ลงในหลอดตำมตำรำงดังนี  โดยใช้ ไมโครปิเปตต์ทิป ขนำด 2 และ 20 
ไมโครลิตร จ้ำนวนปฏิกิริยำให้ค้ำนวณจำกจ้ำนวนปฏิกิริยำที่จะทดลองจริงและบวกเพิ่มอีก 1 ปฏิกิริยำเพื่อชดเชย
ปริมำตรที่อำจหำยไปจำกกำรปิเปต 
 

สารที่ใช้ในการผสม 1 ปฏิกิริยา ตัวอย่างการเตรียม
ส้าหรับ 20 ปฏิกิริยา 

DreamTaq PCR Master Mix (2X) 5 ไมโครลิตร 100 ไมโครลติร 
Forward primer (10 ไมโครโมลำร์) 0.5 ไมโครลิตร 10 ไมโครลิตร 
Reverse primer (10 ไมโครโมลำร์) 0.5 ไมโครลิตร 10 ไมโครลิตร 
น ้ำท่ีท้ำกำรผ่ำนกำรฆ่ำเชื อแล้ว 3 ไมโครลิตร 60 ไมโครลิตร 
ปริมาตรทั งหมด 9 ไมโครลิตร 180 ไมโครลิตร 
 

4. ท้ำกำรผสมสำรในหลอด Master Mix ให้เข้ำกันด้วยเครื่องเขย่ำสำร 
5. หลังจำกนั นเตรียมหลอดไมโครเซนติฟิวจ์ขนำด 0.5 มิลลิลิตร จ้ำนวนหลอดเท่ำจ้ำนวนปฏิกิริยำที่จะทดลอง วำงบนถังที่มี

น ้ำแข็งบรรจุอยู ่
6. ดูดสำรจำกหลอดไมโครเซ็นตริฟิวก์ขนำด 1.5 มิลลิลิตรที่ท้ำกำรผสมสำรต่ำงเรียบร้อยในปริมำตร 9 ไมโครลิตร ใส่ลงใน

หลอดไมโครเซนติฟิวก์พลำสติกขนำด 0.5 มิลลิลิตรที่เตรียมไว้ 
7. น้ำตัวอย่ำงดีเอ็นเอจำกตู้แช่ที่อุณหภูมิ -80 องศำเซลเซียส มำตั งทิ งไว้ท่ีอุณหภูมิห้องจนใกล้ละลำย แล้วน้ำแช่น ้ำแข็งเพื่อ

คงอุณหภูมิให้เย็น 
8. ท้ำกำรเจือจำงควำมเข้มข้นของดีเอ็นเอต้นแบบให้เป็น 0.2, 2, และ 20 นำโนกรัม ด้วยน ้ำ deionized ที่ผ่ำนกำรฆ่ำเชื อ 

โดยกำรค้ำนวณจำกควำมเข้มข้นของดีเอ็นเอในหลอดตัวอย่ำงดีเอ็นเอ  
9. หลังจำกนั น ดูดแต่ละตัวอย่ำงดีเอ็นเอ ปริมำตร 1 ไมโครลิตรใส่ลงในหลอดไมโครเซนติฟิวก์พลำสติกขนำด 0.5 

ไมโครลิตรที่มีสำรละลำย Master Mix ผสมอยู่ ท้ำกำรผสมสำรในหลอดด้วยเครื่องเขย่ำสำร 
10. น้ำหลอดไปท้ำกำรปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยงตกตะกอนสำรตัวอย่ำงขนำดเล็ก 
11. หลังจำกนั นน้ำแต่ละหลอดไปใส่ในเครื่องมือพีซีอำร์โดยก้ำหนดกำรท้ำงำนตำมตำรำงดังนี   
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อุณหภูมิ )องศาเซลเซียส(  เวลา จ้านวนรอบ 
95 องศำเซลเซียส 3 นำที 1 
95 องศำเซลเซียส 30 วินำที 

30 60 องศำเซลเซียส 30 วินำที 
72 องศำเซลเซียส 30 วินำที 
72 องศำเซลเซียส 10 นำที 1 
4 องศำเซลเซียส α 1 

 
12. หลังจำกนั นเตรียม 3 เปอร์เซ็นต์ อะกำโรสเจล ส้ำหรับในกำรแยกดีเอ็นเอขนำด 166 เบส ด้วยกระแสไฟฟ้ำ 
13. เจลที่เตรียมไว้จะถูกวำงลงใน1 X TAE บัฟเฟอร์ ในเครื่องแยกดีเอ็นเอด้วยกระแสไฟฟ้ำ 
14. น้ำสำรผสมที่ได้จำกกำรท้ำพีซีอำร์ปริมำตร 10 ไมโครลิตร มำผสมกับสี 2 ไมโครลิตรบนแผ่นพำรำฟิล์ม 
15. ใส่สำรเทียบขนำดของดีเอ็นเอปริมำตร 5 ไมโครลิตรในช่องแรกของเจลที่เรำเตรียมไว้  
16. ใส่สำรละลำยที่ผสมกันเรียบร้อยแล้วในข้อ 14 ลงในช่องเจลถัดมำ  
17. ตั งค่ำเครื่องแยกดีเอ็นเอด้วยกระแสไฟฟ้ำ 100 โวลต์เป็นเวลำ 30 นำที 
18. หลังจำกนั นน้ำเจลไปแช่ในสำรที่ใช้ในกำรย้อมดีเอ็นเอเป็นเวลำ 10 นำที 
19. น้ำเจลออกจำกกำรย้อมดีเอ็นเอ และวำงบนเครื่องถ่ำยและวิเครำะห์ภำพเจล 
20. เจลที่ท้ำกำรถ่ำยถำพและวิเครำะห์เรียบร้อยแล้ว จะถูกในไปก้ำจัดอย่ำงถูกวิธีโดยสถำบันนั นๆ 
21. ถ้ำผลที่ได้ไม่ขึ นแบนท่ีดีเอ็นเอต้นแบบ 0.2 นำโนกรัม ให้ท้ำกำรทดลองที่ควำมเข้มข้นของดีเอ็นเอต้นแบบเป็น 2 และ 20 

นำโนกรัม ตำมล้ำดับ  
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ภาคผนวก ข11. การสร้างกราฟมาตรฐานส้าหรับวัดปริมาณความเข้มข้นของแบคทีเรียเป้าหมายในแหล่งก้าเนิดต่างๆ ด้วยวิธี
พีซีอาร์เชิงปริมาณ 

อุปกรณ์และวัสด ุ

1. iTaq Universal Probes Supermix (2X) (Bio-Rad) 
2. กระดำษทิชชู 
3. กล่องใส่น ้ำแข็ง 
4. เครื่องเขย่ำสำร (Vortex-Genie 2; Scientific Industries) 
5. เครื่องปั่นเหวี่ยง (Microcentrifuge; Eppendorf รุ่น minispin plus) 
6. เครื่องปั่นเหวี่ยงตกตะกอนสำรตัวอย่ำงขนำดเล็ก (TT-6000 Mini-Centrifuge) 
7. เครื่องพีซีอำร์เชิงปริมำณ (StepOnePlus™ Real-Time PCR; Applied Biosystems™) 
8. ตะแกรงพลำสติกใส่หลอดไมโครเซ็นตริฟิวจ์ขนำด 1.5 มิลลิลิตร 
9. ตู้ปลอดเชื อ Biological Safety Cabinet Class II  
10. ตู้เย็นแช่ตัวอย่ำง อุณหภูมิประมำณ 4 องศำเซลเซียส 
11. ถำดรักษำควำมเย็นส้ำหรับหลอดพีซีอำร์ อุณภูมิ -20 ◦C  
12. ถำดใส่หลอดพีซีอำร์ส้ำหรับลงเครื่อง (Applied Biosystems™) 
13. ถุงพลำสติก 
14. ถุงมือลำเท็กซ์ชนิดใช้แล้วทิ ง 
15. น ้ำ deionized ที่ผ่ำนกำรฆ่ำเชื อ 2 รอบ 
16. น ้ำแข็ง  
17. ปำกกำที่ใช้ในกำรระบุตัวอย่ำง 
18. ฝำพีซีอำร์ (MicroAmp™ Optical 8-Cap Strips; Applied Biosystems™) 
19. ฟิลเตอร์ทิป ขนำด 100 ไมโครลิตร (Mettler-Toledo Rainin) 
20. ฟิลเตอร์ทิป ขนำด 20 และ 200 ไมโครลิตร (Axygen) 
21. ไมโครปิเปตต์ ขนำด 2, 20, 200 และ 1000 ไมโครลิตร (Eppendorf) 
22. ไมโครปิเปตต์ทิป ขนำด 1000 ไมโครลิตร (Axygen) 
23. ยำงรัด 
24. สำรละลำย RNase AWAY® Surface Decontaminant (Molecular BioProducts) 
25. สำรละลำยเอทำนอล (70 เปอร์เซ็นต์) 
26. เสื อกำวน ์
27. หลอดพีซีอำร์ (MicroAmp™ Fast 8-Tube Strip, 0.1 mL; Applied Biosystems™) 
28. หลอดไมโครเซ็นตริฟิวจ์ขนำด 1.5 มิลลิลิตร (Corning incorporated) 
29. ออร์โตปิเปตต์ ขนำด 100 ไมโครลิตร (Mettler-Toledo Rainin) 
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วิธีวิจัย 

1. ท้ำกำรสังเครำห์ดีเอ็นเอต้นแบบที่ขนำด 521 คู่เบส  ซึ่งในดีเอ็นเอต้นแบบ 1 สำยประกอบด้วยยีน 16s rRNA 
ของ Bacteroidales ที่จ้ำเพำะต่อ สุกร โค น ้ำเสียชุมชน และ รวมทุกแหล่งก้ำเนิด (universal) รำยละเอียดดังรูป
ที่ 1 ในบทที่ 2 วิธีวิจัย หัวข้อที่ 2.3 ซึ่งในกำรวิจัยครั งนี ท้ำกำรสั่งสังเครำะห์ผ่ำน  GeneArt Gene Synthesis 
บริษัท Invitrogen สหรัฐอเมริกำ ซึ่งใช้ระยะเวลำประมำณ 1 เดือน 

2. ท้ำกำรสวมเสื อกำวน์ ใส่ผ้ำปิดจมูกและใส่ถุงมือในขณะที่ท้ำงำนในห้องปฏิบัติกำรตลอดเวลำ  
3. ท้ำควำมสะอำดตู้ปลอดเชื อ Biological Safety Cabinet โดยฉีดด้วยสำรละลำยเอทำนอล (70 เปอร์เซ็นต์) ทิ งไว้

เป็นเวลำ 1 นำทีแล้วใช้กระดำษทิชชูเช็ดให้แห้ง ตำมด้วยสำรละลำย RNase Away ทิ งไว้เป็นเวลำ 1 นำทีแล้วใช้
กระดำษทิชชูเช็ดให้แห้ง 

4. ท้ำกำรเจือจำงดีเอ็นเอต้นแบบที่ได้จำกกำรสังเครำะห์ด้วย PCR grade water ในหลอดไมโครเซ็นตริฟิวจ์ขนำด 1.5 
มิลลิลิตรที่ควำมเข้มข้นต่ำงๆ รวม 6 ควำมเข้มข้น ซึ่งประกอบด้วยจ้ำนวนยีน 1 x 106, 1 x 105, 1 x 104, 1 x 103, 
1 x 102, และ 10 gene copy numbers ต่อไมโครลิตร ตำมล้ำดับ โดยค้ำนวณจำกมวลโมเลกุลของเส้นดีเอ็นเอ
ต้นแบบ ด้วยสูตร N x 1.096E-21g/bp, เมือ N=521 คู่เบส จะได้มวลโมเลกุลของดีเอ็นเอ 1 copy และท้ำกำรคูณ
ด้วยปริมำณ copies ของดีเอ็นเอที่ต้องกำร (6 ควำมเข้มข้น) ดังที่กล่ำวในข้ำงต้น 

5. กำรสร้ำงกรำฟมำตรฐำนในแต่ละคู่ไพรเมอร์จะท้ำกำรทดสอบด้วยปฏิกิริยำพีซีอำร์เชิงปริมำณกับดีเอ็นเอต้นแบบ
ทั ง 6 ควำมเข้มข้น แต่ละควำมเข้มข้นท้ำซ ้ำ 3 ครั ง รวมเป็น 18 ปฏิกิริยำต่อคู่ไพรเมอร์ อีกทั งยังทดสอบกับ
ตัวอย่ำงควบคุมเชิงลบ (negative control) ซึ่งเตรียมจำกปฏิกิริยำที่ไม่มีดีเอ็นเอต้นแบบ โดยท้ำซ ้ำ 3 ครั งต่อคู่
ไพรเมอร ์รวมเป็น 21 ปฏิกิริยำต่อคู่ไพรเมอร์ 

6. เตรียม Master Mix โดยใช้หลอดไมโครเซ็นตริฟิวจ์ขนำด 1.5 มิลลิลิตร ในกำรผสมสำรต่ำงๆ ลงในหลอดตำม
ตำรำงด้ำนล่ำง โดยใช้ไมโครปิเปตต์ทิปขนำดต่ำงๆ ให้เหมำะสมกับปริมำตรจ้ำนวนปฏิกิริยำให้ค้ำนวณจำก
จ้ำนวนปฏิกิริยำที่จะทดลองจริงและบวกเพิ่มอีก 1 ปฏิกิริยำเพื่อชดเชยปริมำตรที่อำจหำยไปจำกกำรปิเปต 
 

สารที่ใช้ในการผสม 1 ปฏิกิริยา 
iTaq Universal Probes Supermix (2X) 10 ไมโครลิตร 
Forward primer (10 ไมโครโมลำร์) 0.8 ไมโครลิตร 
Reverse primer (10 ไมโครโมลำร์) 0.8 ไมโครลิตร 
Fluorescent probe (10 ไมโครโมลำร์) 0.4 ไมโครลิตร 
น ้ำท่ีท้ำกำรผ่ำนกำรฆ่ำเชื อแล้ว 3 ไมโครลิตร 
ปริมาตรทั งหมด 15 ไมโครลิตร 

 

7. ท้ำกำรผสมสำรในหลอด Master Mix ให้เข้ำกันด้วยเครื่องเขย่ำสำร 
8. หลังจำกนั นเตรียมหลอดพีซีอำร์ (8-Tube Strip) ขนำด 0.1 มิลลิลิตร จ้ำนวนหลอดเท่ำจ้ำนวนปฏิกิริยำที่จะ

ทดลอง วำงบนถำดรักษำควำมเย็นที่มีอุณหภูมิไม่มำกกว่ำ 4  ◦C ตลอดกำรทดลอง และดูดสำรจำกหลอดไมโคร
เซ็นตริฟิวก์ขนำด 1.5 มิลลิลิตรที่ท้ำกำรผสมสำรต่ำงๆเรียบร้อยในปริมำตร 15 ไมโครลิตร ใส่ลงในหลอดหลอด
พีซีอำร์ที่เตรียมไว้ 



124 
 

9. น้ำตัวอย่ำงดีเอ็นเอต้นแบบในแต่ละควำมเข้มข้น (ทั ง 6 ควำมเข้มข้น ) เขย่ำให้เข้ำกันด้วยเครื่องเขย่ำสำร 
หลังจำกนั นดูดแต่ละตัวอย่ำงดีเอ็นเอ ปริมำตร 5 ไมโครลิตรใส่ลงในหลอดพีซีอำร์ขนำด 0.1 มิลลิลิตร ที่มี
สำรละลำย Master Mix ผสมอยู่ เมื่อใส่ตัวอย่ำงดีเอ็นเอครบแล้วท้ำกำรปิดฝำและผสมสำรในหลอดด้วยเครื่อง
เขย่ำสำร โดยใช้แรงเขย่ำต่้ำ 

10. น้ำหลอดไปท้ำกำรปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยงตกตะกอนสำรตัวอย่ำงขนำดเล็ก หลังจำกนั นน้ำหลอดพีซีอำร์
ไปใส่ในเคร่ืองมือพีซีอำร์เชิงปริมำณโดยก้ำหนดกำรท้ำงำนตำมตำรำงดังนี   
 

อุณหภูมิ )องศาเซลเซียส(  เวลา จ้านวนรอบ 
95 องศำเซลเซียส 3 นำที 1 
95 องศำเซลเซียส 15 วินำที 

40 
60 องศำเซลเซียส 60 วินำที 

11. ในหนึ่งคู่ไพรเมอร์จะท้ำกำรสรำ้งกรำฟมำตรฐำนจ้ำนวน 4 เส้น จำกกำรป้อนตัวอย่ำงเข้ำเครื่องพีซีอำร์เชิง
ปริมำณ4 รอบๆละ 21 ปฏิกิริยำดังรำยละเอียดในข้อ 3.  

12. ผลกำรทดสอบด้วยปฏิกิริยำพีซอีำร์เชิงปริมำณได้ค่ำ cycle threshold หรือ Ct โดยค่ำ Ct ที่ไดจ้ำกกำรท้ำซ ำ้ 3 
ครั งในแต่ละควำมเข้มข้นนำ้มำหำค่ำเฉลี่ย (Ct mean) หลังจำกนั นนำ้มำสร้ำงกรำฟมำตรฐำน โดยใช้ค่ำ Ct mean 
(แกน Y) และปริมำณควำมเข้มข้นของดีเอ็นเอต้นแบบ (แกน X)  ท้ำกำรวิเครำะห์เส้นกรำฟมำตรฐำนทั ง 4 เสน้
ต่อหนึ่งคู่ไพรเมอร์เพื่อหำค่ำควำมแตกต่ำงทำงสถิติและหำค่ำควำมชันเฉลี่ย (pooled slope) โดยใช้ multiple 
linear regression 

13. ท้ำกำรค้ำนวณค่ำ PCR amplification efficiency (E) ของแต่ละไพรเมอร์จำกควำมชันเฉลี่ยของกรำฟมำตรฐำน 
โดยค้ำนวนจำกสมกำร  PCR amplification efficiency (E) = (10-1/slope – 1) x 100 ซึ่งค่ำที่ยอมรับได้จะอยู่
ในช่วง 90 – 110 % 
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ภาคผนวก ข12. เทคนิคพีซีอาร์เชิงปริมาณส้าหรับการตรวจวัดกลุ่มแบคทีเรียจ้าแนกแหล่งก้าเนิดต่างๆ ส้าหรับตัวอย่างมูล
สัตว์และน ้าเสีย 

 

อุปกรณ์และวัสด ุ

61 iTaq Universal Probes Supermix (2X) (Bio-Rad) 
62 กระดำษทิชชู 
63 กล่องใส่น ้ำแข็ง 
64 เครื่องเขย่ำสำร (Vortex-Genie 2; Scientific Industries) 
65 เครื่องปั่นเหวี่ยง (Microcentrifuge; Eppendorf รุ่น minispin plus) 
66 เครื่องปั่นเหวี่ยงตกตะกอนสำรตัวอย่ำงขนำดเล็ก (TT-6000 Mini-Centrifuge) 
67 เครื่องพีซีอำร์เชิงปริมำณ (StepOnePlus™ Real-Time PCR; Applied Biosystems™) 
68 ตะแกรงพลำสติกใส่หลอดไมโครเซ็นตริฟิวจ์ขนำด 1.5 มิลลิลิตร 
69 ตู้ปลอดเชื อ Biological Safety Cabinet Class II  
70 ตู้เย็นแช่ตัวอย่ำง อุณหภูมิประมำณ 4 องศำเซลเซียส 
71 ถำดรักษำควำมเย็นส้ำหรับหลอดพีซีอำร์ อุณภูมิ -20 ◦C  
72 ถำดใส่หลอดพีซีอำร์ส้ำหรับลงเครื่อง (Applied Biosystems™) 
73 ถุงพลำสติก 
74 ถุงมือลำเท็กซ์ชนิดใช้แล้วทิ ง 
75 น ้ำ deionized ที่ผ่ำนกำรฆ่ำเชื อ 2 รอบ 
76 น ้ำแข็ง  
77 ปำกกำที่ใช้ในกำรระบุตัวอย่ำง 
78 ฝำพีซีอำร์ (MicroAmp™ Optical 8-Cap Strips; Applied Biosystems™) 
79 ฟิลเตอร์ทิป ขนำด 100 ไมโครลิตร (Mettler-Toledo Rainin) 
80 ฟิลเตอร์ทิป ขนำด 20 และ 200 ไมโครลิตร (Axygen) 
81 ไมโครปิเปตต์ ขนำด 2, 20, 200 และ 1000 ไมโครลิตร (Eppendorf) 
82 ไมโครปิเปตต์ทิป ขนำด 1000 ไมโครลิตร (Axygen) 
83 ยำงรัด 
84 สำรละลำย RNase AWAY® Surface Decontaminant (Molecular BioProducts) 
85 สำรละลำยเอทำนอล (70 เปอร์เซ็นต์) 
86 เสื อกำวน ์
87 หลอดพีซีอำร์ (MicroAmp™ Fast 8-Tube Strip, 0.1 mL; Applied Biosystems™) 
88 หลอดไมโครเซ็นตริฟิวจ์ขนำด 1.5 มิลลิลิตร (Corning incorporated) 
89 ออร์โตปิเปตต์ ขนำด 100 ไมโครลิตร (Mettler-Toledo Rainin) 
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วิธีวิจัย 

1. ท้ำกำรสวมเสื อกำวน์ ใส่ผ้ำปิดจมูกและใส่ถุงมือในขณะที่ท้ำงำนในห้องปฏิบัติกำรตลอดเวลำ  
2. ท้ำควำมสะอำดตู้ปลอดเชื อ Biological Safety Cabinet โดยฉีดด้วยสำรละลำยเอทำนอล (70 เปอร์เซ็นต์) ทิ งไว้

เป็นเวลำ 1 นำทีแล้วใช้กระดำษทิชชูเช็ดให้แห้ง ตำมด้วยสำรละลำย RNase Away ทิ งไว้เป็นเวลำ 1 นำทีแล้วใช้
กระดำษทิชชูเช็ดให้แห้ง 

3. เตรียม Master Mix ก่อนน้ำตัวอย่ำงเข้ำมำเปิดในตู้ โดยใช้หลอดไมโครเซ็นตริฟิวจ์ขนำด 1.5 มิลลิลิตร ในกำร
ผสมสำรต่ำงๆ ลงในหลอดตำมตำรำงด้ำนล่ำง โดยใช้ไมโครปิเปตต์ทิปขนำดต่ำงๆ ให้เหมำะสมกับปริมำตร
จ้ำนวนปฏิกิริยำให้ค้ำนวณจำกจ้ำนวนปฏิกิริยำที่จะทดลองจริงและบวกเพิ่มอีก 1 ปฏิกิริยำเพื่อชดเชยปริมำตรที่
อำจหำยไปจำกกำรปิเปต 
 

สารที่ใช้ในการผสม 1 ปฏิกิริยา 
iTaq Universal Probes Supermix (2X) 10 ไมโครลิตร 
Forward primer (10 ไมโครโมลำร์) 0.8 ไมโครลิตร 
Reverse primer (10 ไมโครโมลำร์) 0.8 ไมโครลิตร 
Fluorescent probe (10 ไมโครโมลำร์) 0.4 ไมโครลิตร 
น ้ำท่ีท้ำกำรผ่ำนกำรฆ่ำเชื อแล้ว 3 ไมโครลิตร 
ปริมาตรทั งหมด 15 ไมโครลิตร 

 
4. ท้ำกำรผสมสำรในหลอด Master Mix ให้เข้ำกันด้วยเครื่องเขย่ำสำร 
5. หลังจำกนั นเตรียมหลอดพีซีอำร์ (8-Tube Strip) ขนำด 0.1 มิลลิลิตร จ้ำนวนหลอดเท่ำจ้ำนวนปฏิกิริยำที่จะ

ทดลอง วำงบนถำดรักษำควำมเย็นที่มีอุณหภูมิไม่มำกกว่ำ 4  ◦C ตลอดกำรทดลอง 
6. ดูดสำรจำกหลอดไมโครเซ็นตริฟิวก์ขนำด 1.5 มิลลิลิตรที่ท้ำกำรผสมสำรต่ำงๆเรียบร้อยในปริมำตร 15 ไมโครลิตร 

ใส่ลงในหลอดหลอดพีซีอำร์ที่เตรียมไว้ 
7. น้ำตัวอย่ำงดีเอ็นเอจำกตู้แช่ที่อุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส เขย่ำให้เข้ำกันด้วยเครื่องเขย่ำสำร 
8. หลังจำกนั น ดูดแต่ละตัวอย่ำงดีเอ็นเอ ปริมำตร 5 ไมโครลิตรใส่ลงในหลอดพีซีอำร์ขนำด 0.1 มิลลิลิตร ที่มี

สำรละลำย Master Mix ผสมอยู่ เมื่อใส่ตัวอย่ำงดีเอ็นเอครบแล้วท้ำกำรปิดฝำและผสมสำรในหลอดด้วยเครื่อง
เขย่ำสำร โดยใช้แรงเขย่ำต่้ำ 

9. น้ำหลอดไปท้ำกำรปั่นเหวี่ยงด้วยเคร่ืองปั่นเหวี่ยงตกตะกอนสำรตัวอย่ำงขนำดเล็ก 
10. หลังจำกนั นน้ำหลอดพีซีอำร์ไปใส่ในเคร่ืองมือพีซีอำร์เชิงปริมำณโดยก้ำหนดกำรท้ำงำนตำมตำรำงดังนี   

 
อุณหภูมิ )องศาเซลเซียส(  เวลา จ้านวนรอบ 
95 องศำเซลเซียส 3 นำที 1 
95 องศำเซลเซียส 15 วินำที 

40 
60 องศำเซลเซียส 60 วินำที 

11. เมื่อได้ค่ำเฉลี่ย Ct แล้วจะค้ำนวนปริมำณยีนจำกสมกำร Log10 concentration = (Ct - b) / m   เมื่อ b เป็นค่ำตัดแกน 
Y ที่ค้ำนวณจำกค่ำ Ct ของตัวอย่ำงควบคุมเชิงบวก และ m คือ ค่ำควำมชันเฉลี่ยที่ได้จำกกรำฟมำตรฐำน 
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ภาคผนวก ข13. การเก็บตัวอย่างน ้าผิวดิน 

 
อุปกรณ์และวัสด ุ

1. กระดำษทิชชู 
2. กระบอกฉีดน ้ำบรรจุสำรละลำยเอทำนอล (70 เปอร์เซ็นต์) 
3. ขวดพลำสติกโพลีโพรพิลีนที่ผ่ำนกำรฆ่ำเชื อส้ำหรับบรรจุน ้ำเสีย ขนำด 1 ลิตร 
4. ตู้เย็นแช่ตัวอย่ำง อุณหภูมิประมำณ 5 องศำเซลเซียส 
5. ถังใส่น ้ำแข็ง 
6. ถุงมือลำเท็กซ์แบบใช้แล้วทิ ง 
7. เทปกำวหนังไก ่
8. น ้ำแข็ง 
9. ปำกกำที่ใช้ในกำรระบุตัวอย่ำง 
10. ผ้ำปิดจมูกแบบใช้แล้วทิ ง 
11. ยำงรัด 
12. อุปกรณ์เก็บตัวอย่ำงน ้ำ 

 
วิธีวิจัย 
 

1. สวมถุงมือทุกครั ง ในขณะที่ท้ำกำรเก็บตัวอย่ำงน ้ำผิวดิน 
2. ใช้เทปกำวหนังไก่แปะบริเวณข้ำงขวดเก็บตัวอย่ำง แล้วท้ำกำรเขียนสถำนท่ีเก็บตัวอย่ำงและวันท่ีเก็บตัวอย่ำง 
3. ใช้อุปกรณ์เก็บตัวอย่ำงน ้ำผิวดินหย่อนลงไปใต้น ้ำ ท้ำกำรล้ำงอุปกรณ์เก็บด้วยกำรแกว่งในน ้ำประมำณ 15 วินำที  
4. จำกนั นหย่อนอุปกรณ์เก็บตัวอย่ำงลงใต้น ้ำประมำณ 30 เซนติเมตรส้ำหรับกำรวิเครำะห์กลุ่มแบคทีเรีย และที่ระดับ

กึ่งกลำงควำมลึกของแม่น ้ำส้ำหรับกำรวิเครำะห์ค่ำพำรำมิเตอร์ทำงเคมีฟิสิกส์อื่นๆ ดึงขึ นมำและเทน ้ำใส่ลงในขวดบรรจุที่
ผ่ำนกำรฆ่ำเชื อเรียบร้อยแล้ว 

5. ส้ำหรับขวดตัวอย่ำงที่ใช้ส้ำหรับวัดปริมำณออกซิเจนที่ละลำยในน ้ำ (Dissolved oxygen; DO) ต้องท้ำกำรเติมสำร
สำรละลำยแมงกำนีสซัลเฟต (manganous sulfate) และน ้ำยำอัลคำไลไอโอไดด์อะไซด์  (alkali-iodide-azide 
reagent) อย่ำงละปริมำณ 1 มิลลิลิตร ลงในขวดน ้ำตัวอย่ำงผิวดิน จำกนั นท้ำกำรเขย่ำขวดผสมสำรให้เข้ำกันกับตัวอย่ำง
น ้ำผิวดิน 

6. ขวดตัวอย่ำงที่ใช้วัดค่ำทำงเคมีตัวอย่ำงจะต้องท้ำกำรรักษำคุณภำพน ้ำโดยกำรเติมกรดซัลฟูริก (Sulfuric acid) ลงใน
ตัวอย่ำงน ้ำผิวดินโดยให้ค่ำ pH ต่้ำกว่ำ 2 

7. น้ำขวดตัวอย่ำงน ้ำที่เก็บได้แช่ลงในถังน ้ำแข็งบรรจุน ้ำแข็งที่ท้ำกำรเตรียมไว้ 
8. ท้ำกำรล้ำงอุปกรณ์เก็บตัวอย่ำงด้วยน ้ำประปำ ตำมด้วยกำรเช็ดด้วยเอทำนอล (70 เปอร์เซ็นต์) ด้วยกระดำษทิชชู 
9. ควรเปลี่ยนถุงมือทุกครั ง เมื่อจะเก็บตัวอย่ำงถัดไป โดยน้ำถุงมือใช้แล้วใส่ลงในถุงพลำสติกเพื่อรวบรวมน้ำทิ ง มัดปำกถุงให้

เรียบร้อย จำกนั นท้ำกำรเก็บตัวอย่ำงถัดไป โดยด้ำเนินกำรตำมข้อ 1 ถึง 6 
10. ถังน ้ำแข็งที่บรรจุตัวอย่ำงน ้ำ จะถูกขนส่งมำที่ห้องปฏิบัติกำร ภำยในเวลำไม่เกิน 8 ช่ัวโมงหลังจำกกำรเก็บตัวอย่ำง 
11. เมื่อมำถึงห้องปฏิบัติกำร ท้ำกำรย้ำยขวดบรรจุตัวอย่ำงไปเก็บในตู้เย็นแช่ตัวอย่ำงที่อุณหภูมิประมำณ 5 องศำเซลเซียส 

เพื่อท้ำกำรวิเครำะห์ทำงเคมีและสกัดตัวอย่ำงดีเอ็นเอภำยใน 6 วัน 
12. ถุงมือใช้แล้วและทิชชูใช้แล้วที่รวบรวมมำจะถูกก้ำจัดอย่ำงถูกวิธีตำมสถำนท่ีนั นก้ำหนด 
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ภาคผนวก ข14. การสกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างน ้าผิวดิน 

 
อุปกรณ์และวัสด ุ

1. 2N กรดไฮโดรคลอริก (HCL) 
2. 2N โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) 
3. กรรไกร 
4. กระดำษกรอง MFTM Memberane Filters, 0.45 µm HA (Merck Millipore Ltd) 
5. กระดำษทิชชู่ 
6. กล่องใส่ในกำรบรรจุดีเอ็นเอ 
7. ขวดแก้ว Duran ขนำด 1000 มิลลิลิตร 
8. ขวดแก้ว Duran ขนำด 500 มิลลิลิตร 
9. เครื่องกวนสำรให้ควำมร้อน (Isotemp Digital Hot Plate/Stirrer, Thermo Fisher Scientific) 
10. เครื่องเขย่ำสำร (Vortex-Genie 2; Scientific Industries) 
11. เครื่องนึ่งฆ่ำเชื อด้วยแรงดันไอน ้ำ อุณหภูมิ 121 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 15 นำที (Tomy รุ่น ES-315) 
12. เครื่องปั่นเหวี่ยง (Microcentrifuge; Eppendorf รุ่น minispin plus) 
13. เครื่องวัดค่ำควำมเป็นกรดด่ำง (YSI Model 60 Operations, USA) 
14. เครื่องวัดปริมำณสำรพันธุกรรม (NanoDrop™ 2000 Thermo Fisher Scientific) 
15. จำนอำหำรเลี ยงเชื อมีฝำปิดที่ผ่ำนกำรฆ่ำเชื อ  
16. ชุดกรองสุญญำกำศ (Nalgene® DS0320-5045 Reusable Bottle Top Filter Holder, Polysulfone with 45 mm 

Neck Vacuum Adapter, 500mL; Thermo Scientific)  
17. ชุดสกัดสำรดีเอ็นเอ (Quick-DNATM Fecal/Soil Microbe Miniprep, Zymo Research) 
18. ตะเกียงแอลกอฮอล์ 
19. ตะแกรงพลำสติกใส่หลอดไมโครเซ็นตริฟิวจ์ขนำด 1.5 มิลลิลิตร  
20. ตู้แช่แข็งที่ใช้ในกำรเก็บตัวอย่ำง -80 องศำเซลเซียส (Thermo Scientific รุ่น Forma 900) 
21. ถุงพลำสติก 
22. ถุงมือลำเท็กซ์ชนิดใช้แล้วทิ ง 
23. แท่งแม่เหล็กกวนสำร 
24. น ้ำ deionized ที่ผ่ำนกำรฆ่ำเชื อ 
25. น ้ำยำ pH4 บัฟเฟอร ์ 
26. น ้ำยำ pH7 บัฟเฟอร ์
27. ปั๊มสุญญำกำศ (Vacuubrand รุ่น ME1) 
28. ปำกกำที่ใช้ในกำรระบุตัวอย่ำง 
29. ปำกคีบ 
30. ผ้ำปิดจมูกแบบใช้แล้วทิ ง 
31. ไฟแช็ค 
32. ไมโครปิเปตต์ ขนำด 2, 20, 200 และ 1000 ไมโครลิตร (Gilson) 
33. ไมโครปิเปตต์ทิป ขนำด 2, 20, 200 และ 1000 ไมโครลิตร (Gilson) 
34. สำรละลำย RNase AWAY® Surface Decontaminant (Molecular BioProducts) 
35. สำรละลำยเอทำนอล (70 เปอร์เซ็นต์) 
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36. สำรละลำยเอทำนอล (90 เปอร์เซ็นต์) 
37. เสื อกำวน ์
38. หลอดไมโครเซ็นตริฟิวจ์ขนำด 1.5 มิลลิลิตร (Corning incorporated) 

 
วิธีวิจัย 

1. ท้ำกำรสวมเสื อกำวน์ ใส่ผ้ำปิดจมูกและใส่ถุงมือในขณะที่ท้ำงำนในห้องปฏิบัติกำรตลอดเวลำ  
2. ท้ำควำมสะอำดพื นผิวโต๊ะทีจ่ะทำ้กำรปรับ pH กับตัวอยำ่งน ำ้ผิวดิน โดยฉีดด้วยสำรละลำยเอทำนอล (70 

เปอร์เซ็นต์) ทิ งไว้เปน็เวลำ 1 นำทีแล้วใช้กระดำษทชิชูเชด็ให้แห้ง ตำมด้วยสำรละลำย RNase Away ทิ งไว้เป็น
เวลำ 1 นำทีแล้วใช้กระดำษทชิชูเช็ดให้แห้ง 

3. น้ำตัวอย่ำงน ้ำผิวดินที่เก็บไว้ในตู้เย็นที่อุณหภูมิประมำณ 5 องศำเซลเซียส ออกมำวำงบนโต๊ะประมำณ 30 นำทีเพื่อให้
ตวัอย่ำงมีอุณหภูมิใกล้เคียงอุณหภูมิห้อง 

4. น้ำตัวอย่ำงน ำ้ผิวดนิมำท้ำกำรเขย่ำให้เข้ำกัน เป็นจ้ำนวน 20 ครั ง 
5. เทตัวอย่ำงน ำ้ผิวดนิที่ทำ้กำรเขย่ำให้เข้ำกัน 1 ลิตร ลงใน ขวดแก้ว Duran ขนำด 1000 มิลลิลิตร 

6. ใส่แท่งแม่เหล็กกวนสำรลงใน ขวดแก้ว Duran ขนำด 1000 มิลลิลิตรที่มีน ำ้ผิวดนิและนำ้วำงลงบนเครื่องกวนสำร
ให้ควำมร้อน (Isotemp Digital Hot Plate/Stirrer, Thermo Fisher Scientific) หลังจำกนั นหมนุปุ่มกวนสำร 

7. จุ่มเครื่องวัดค่ำควำมเป็นกรดด่ำง (YSI Model 60 Operations, USA) ลงใน น ำ้ยำ pH4 บัฟเฟอร์ และ น ้ำยำ pH7 

บัฟเฟอร ์เพื่อท้ำกำร calibrate เครื่องก่อนน้ำไปจุ่มในตวัอย่ำงน ำ้ผิวดนิ 

8. จุ่มเครื่องวัดค่ำควำมเป็นกรดด่ำง (YSI Model 60 Operations, USA) ลงในน ้ำผิวดิน และทำ้กำรปรับ pH ของน ำ้
ผิวดินให้เป็น pH 3.5 ถ้ำจุ่มเครื่องวัดค่ำควำมเปน็กรดด่ำงลงในน ้ำผิวดินแล้วได้ค่ำ pH เปน็ 7 ให้ใส่ 2N กรดไฮโดร
คลอริก (HCL) 1 หยดจนกระทั่ง pH เป็น 3.5 แต่ถ้ำจุ่มเครื่องวัดค่ำควำมเป็นกรดดำ่งลงในน ำ้ผิวดินแล้วได้ค่ำ pH 

เป็น 4 ให้ใส่ 2N โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) 1 หยดจนกระทั่ง pH เป็น 3.5 
เมื่อท้ำกำร ปรับ pH ของตัวอย่ำงได้เป็น 3.5 เรียบร้อยแล้ว ให้น้ำ probe ในกำรวัด pH จุ่มลงใน สำรละลำยเอทำนอล 
(70 เปอร์เซ็นต์) เป็นเวลำ 5 นำที หลังจำกนั นจุ่มลงในน ้ำยำ pH4 บัฟเฟอร์ เป็นเวลำ 5 นำที 

9. ท้ำควำมสะอำดพื นผิวโต๊ะที่จะท้ำกำรสกัดดีเอ็นเอ โดยฉีดด้วยสำรละลำยเอทำนอล (70 เปอร์เซ็นต์) ทิ งไว้เป็นเวลำ 1 
นำทีแล้วใช้กระดำษทิชชูเช็ดให้แห้ง ตำมด้วยสำรละลำย RNase Away ทิ งไว้เป็นเวลำ 1 นำทีแล้วใช้กระดำษทิชชูเช็ดให้
แห้ง 

10. ท้ำกำรประกอบชุดกรองสุญญำกำศ เพื่อเตรียมวำงกระดำษกรอง  
11. น้ำไฟแช็คมำจุดตะเกียงแอลกอฮอล์ และใช้ปำกคีบจุ่มสำรละลำยเอทำนอล (90 เปอร์เซ็นต์) ท้ำกำรลนไฟ ทิ งปำกคีบไว้

สักพักให้เย็นตัว 
12. หลังจำกนั นใช้ปำกคีบ คีบกระดำษกรอง MFTM Memberane Filters, 0.45 µm HA (Merck Millipore Ltd) ที่ฆ่ำเชื อ

แล้ว วำงบนท่ีวำงกระดำษกรองในชุดกรอง ประกอบชุดกรองกับขวดแก้ว Duran และปั๊มสุญญำกำศ   
13. น้ำตัวอย่ำงน ้ำผิวดินที่ท้ำกำรปรับ pH เป็นที่เรียบร้อยแล้ว มำเขย่ำอย่ำงแรงจ้ำนวน 20 ครั งเพื่อให้เข้ำกัน และเทน ้ำผิว

ดินปริมำตร 250 มิลลิลิตรลงในถ้วยรับน ้ำของชุดกรอง เปิดปั๊มสุญญำกำศ รอจนน ้ำถูกกรองจนหมด ปิดปั๊มสุญญำกำศ  
14. ใช้ปำกคีบจุ่มสำรละลำยเอทำนอล (90 เปอร์เซ็นต์) ท้ำกำรลนไฟ ทิ งปำกคีบไว้สักพักให้เย็นตัว 
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15. ถอดส่วนประกอบของชุดกรอง ใช้เครื่องมือคีบ คีบกระดำษกรองบนชุดกรอง ออกมำวำงบนจำนอำหำรเลี ยงเชื อมีฝำปดิที่
ผ่ำนกำรฆ่ำเชื อ 

16. น้ำกรรไกรจุ่มสำรละลำยเอทำนอล (90 เปอร์เซ็นต์) ท้ำกำรลนไฟ ทิ งกรรไกรไว้สักพักให้เย็นตัว 
17. หลังจำกนั นท้ำกำรกรองตัวอย่ำงผิวดินครั งละ 250 มิลลิลิตรลงบนกระดำษกรอง จนกระทั่งน ้ำผิวดินหมด 1 ลิตร 
18. น้ำกรรไกรมำตัดกระดำษกรองที่วำงไว้ให้มีขนำดเล็กชิ นละประมำณ 5 x 5 มิลลิเมตร น้ำชิ นกระดำษกรองที่ถูกตัดมำใส่

ลงในชุดสกัดสำรดีเอ็นเอ ในหลอด ZR BashingBead™ Lysis  
19. น้ำถุงมือ ใส่ลงในถุงพลำสติกที่เตรียมไว้เพื่อรวบรวมน้ำทิ ง ควรเปลี่ยนถุงมือทุกครั งท่ีเริ่มท้ำตัวอย่ำงใหม่  
20. เติมสำรละลำย BashingBeadTM  buffer ลงในหลอด ZR BashingBead™ Lysis ที่ปริมำตร 750 ไมโครลิตร  
21. หลังจำกนั นน้ำหลอด ZR BashingBead™ Lysis ไปผสมเข้ำด้วยกันโดยใช้เครื่องเขย่ำสำรเป็นเวลำ 20 นำที 
22. น้ำหลอด ZR BashingBead™ Lysis ใส่ในเครื่องปั่นเหวี่ยง โดยใช้ควำมเร็ว 10,000 x g เป็นเวลำ 1 นำที 
23. ท้ำกำรดูดสำรละลำยส่วนใส เป็นปริมำตร 350 ไมโครลิตรลงในหลอด Zymo-Spin™ III-F Filter ที่สวมด้วยหลอด 

Collection Tube แล้วปั่นเหวี่ยงที่ 8,000 x g เป็นเวลำ 1 นำที 
24. เติมสำรละลำย Genomic lysis buffer ปริมำตร 1,200 ไมโครลิตรลงในสำรละลำยที่ตกลงมำในหลอด Collection 

Tube 
25. ท้ำกำรดูดสำรละลำยในหลอด Collection Tube เป็นปริมำตร 800 ไมโครลิตร ใส่ในหลอด Zymo-Spin™ IIC ที่สวม

ด้วยหลอด Collection Tube  
26. น้ำหลอด Zymo-Spin™ IIC ใส่ในเครื่องปั่นเหวี่ยง โดยใช้ควำมเร็ว 10,000 x g เป็นเวลำ 1 นำที 
27. เทสำรละลำยที่ตกลงมำในหลอด Collection Tube ทิ ง แล้วน้ำหลอด Collection Tube สวมใต้หลอด Zymo-Spin™ 

IIC อย่ำงเดิม  
28. ท้ำซ ้ำข้อ 25-27 
29. เติม DNA Pre-Wash Buffer ปริมำตร 200 ไมโครลิตรลงในหลอด Zymo-Spin™ IIC ที่สวมด้วยหลอด Collection 

Tube หลอดใหม่ 
30. น้ำหลอด Zymo-Spin™ IIC ใส่ในเครื่องปั่นเหวี่ยง โดยใช้ควำมเร็ว 10,000 x g เป็นเวลำ 1 นำท ี
31. เติม g-DNA Wash Buffer ปริมำตร 500 ไมโครลิตรลงในหลอด Zymo-Spin™ IIC  
32. น้ำหลอด Zymo-Spin™ IIC ใส่ในเครื่องปั่นเหวี่ยง โดยใช้ควำมเร็ว 10,000 x g เป็นเวลำ 1 นำท ี
33. หลังจำกนั น ย้ำยหลอด Zymo-Spin™ IIC ออกจำก Collection Tube เดิม และน้ำไปสวมกับหลอดไมโครเซ็นตริฟิวจ์

ขนำด 1.5 มิลลิลิตร 
34. หลังจำกนั น ใส่ DNA Elution Buffer ปริมำตร 50 ไมโครลิตรลงในหลอด Zymo-Spin™ IIC ท้ำกำรปั่นเหวี่ยง โดยใช้

ควำมเร็ว 10,000 x g เป็นเวลำ 30 วินำที จะได้สำรละลำยดีเอ็นเอตกลงมำที่หลอดไมโครเซ็นตริฟิวจ์ทำงด้ำนล่ำง 
35. ท้ำซ ้ำข้อ 28 เพื่อให้ได้ปริมำตรของสำรละลำยดีเอ็นเอเพิ่มขึ น 
36. น้ำสำรละลำยดีเอ็นเอในหลอดไมโครเซ็นตริฟิวจ์มำใส่ใน Zymo-SpinTM III-HRC Spin Filter ที่เตรียมแล้ว ท้ำกำรสวม

หลอดไมโครเซ็นตริฟิวจ์หลอดใหม่ ปั่นเหวี่ยงที่ควำมเร็ว 16,000 x g เป็นเวลำ 3 นำที จะได้สำรละลำยดีเอ็นเอสุดท้ำย
ตกลงมำในหลอดไมโครเซ็นตริฟิวจ์ส้ำหรับกำรทดลองต่อไป 

37. ท้ำกำรวัดดีเอ็นเอโดยใช้เครื่องวัดปริมำณสำรพันธุกรรม โดยใช้ปริมำตร 2 ไมโครลิตร  
38. ใช้ปำกกำที่ใช้ในกำรระบุตัวอย่ำง เขียนจดบันทึก ช่ือตัวอย่ำงที่ใช้ในกำรสกัดข้ำงหลอดไมโครเซ็นตริฟิวก์ขนำด 1.5 

มิลลิลิตร 
39. เก็บหลอดบรรจุดีเอ็นเอที่สกัดเรียบร้อยแล้วลงในกล่องบรรจุดีเอ็นเอ และเก็บในตู้แช่ที่อุณหภูมิ -80 องศำเซลเซียส 
40. ถุงมือ และวัสดุต่ำงๆที่สัมผัสตัวอย่ำงมูลสัตว์จะถูกก้ำจัดอย่ำงถูกวิธีตำมสถำนท่ีนั นๆก้ำหนด 
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ภาคผนวก ข15. เทคนิคพีซีอาร์เชิงปริมาณส้าหรับการตรวจวัดกลุ่มแบคทีเรียจ้าแนกแหล่งก้าเนิดต่างๆ  

ส้าหรับตัวอย่างน ้าผิวดิน 

 
อุปกรณ์และวัสด ุ

1. iTaq Universal Probes Supermix (2X) (Bio-Rad) 
2. กระดำษทิชชู 
3. กล่องใส่น ้ำแข็ง 
4. เครื่องเขย่ำสำร (Vortex-Genie 2; Scientific Industries) 
5. เครื่องปั่นเหวี่ยง (Microcentrifuge; Eppendorf รุ่น minispin plus) 
6. เครื่องปั่นเหวี่ยงตกตะกอนสำรตัวอย่ำงขนำดเล็ก (TT-6000 Mini-Centrifuge) 
7. เครื่องพีซีอำร์เชิงปริมำณ (StepOnePlus™ Real-Time PCR; Applied Biosystems™) 
8. ตะแกรงพลำสติกใส่หลอดไมโครเซ็นตริฟิวจ์ขนำด 1.5 มิลลิลิตร 
9. ตู้ปลอดเชื อ Biological Safety Cabinet Class II  
10. ตู้เย็นแช่ตัวอย่ำง อุณหภูมิประมำณ 4 องศำเซลเซียส 
11. ถำดรักษำควำมเย็นส้ำหรับหลอดพีซีอำร์ อุณภูมิ -20 ◦C  
12. ถำดใส่หลอดพีซีอำร์ส้ำหรับลงเครื่อง (Applied Biosystems™) 
13. ถุงพลำสติก 
14. ถุงมือลำเท็กซ์ชนิดใช้แล้วทิ ง 
15. น ้ำ deionized ที่ผ่ำนกำรฆ่ำเชื อ 2 รอบ 
16. น ้ำแข็ง  
17. ปำกกำที่ใช้ในกำรระบุตัวอย่ำง 
18. ฝำพีซีอำร์ (MicroAmp™ Optical 8-Cap Strips; Applied Biosystems™) 
19. ฟิลเตอร์ทิป ขนำด 100 ไมโครลิตร (Mettler-Toledo Rainin) 
20. ฟิลเตอร์ทิป ขนำด 20 และ 200 ไมโครลิตร (Axygen) 
21. ไมโครปิเปตต์ ขนำด 2, 20, 200 และ 1000 ไมโครลิตร (Eppendorf) 
22. ไมโครปิเปตต์ทิป ขนำด 1000 ไมโครลิตร (Axygen) 
23. ยำงรัด 
24. สำรละลำย RNase AWAY® Surface Decontaminant (Molecular BioProducts) 
25. สำรละลำยเอทำนอล (70 เปอร์เซ็นต์) 
26. เสื อกำวน ์
27. หลอดพีซีอำร์ (MicroAmp™ Fast 8-Tube Strip, 0.1 mL; Applied Biosystems™) 
28. หลอดไมโครเซ็นตริฟิวจ์ขนำด 1.5 มิลลิลิตร (Corning incorporated) 
29. ออร์โตปิเปตต์ ขนำด 100 ไมโครลิตร (Mettler-Toledo Rainin) 
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วิธีวิจัย 
 

1. ท้ำกำรสวมเสื อกำวน์ ใส่ผ้ำปิดจมูกและใส่ถุงมือในขณะที่ท้ำงำนในห้องปฏิบัติกำรตลอดเวลำ  
2. ท้ำควำมสะอำดตู้ปลอดเชื อ Biological Safety Cabinet โดยฉีดด้วยสำรละลำยเอทำนอล (70 เปอร์เซ็นต์) ทิ งไว้เป็น

เวลำ 1 นำทีแล้วใช้กระดำษทิชชูเช็ดให้แห้ง ตำมด้วยสำรละลำย RNase Away ทิ งไว้เป็นเวลำ 1 นำทีแล้วใช้กระดำษทิช
ชูเช็ดให้แห้ง 

3. เตรียม Master Mix ก่อนน้ำตัวอย่ำงเข้ำมำเปิดในตู้ โดยใช้หลอดไมโครเซ็นตริฟิวจ์ขนำด 1.5 มิลลิลิตร ในกำรผสมสำร
ต่ำงๆ ลงในหลอดตำมตำรำงด้ำนล่ำง โดยใช้ไมโครปิเปตต์ทิปขนำดต่ำงๆ ให้เหมำะสมกับปริมำตรจ้ำนวนปฏิกิริยำให้
ค้ำนวณจำกจ้ำนวนปฏิกิริยำที่จะทดลองจริงและบวกเพิ่มอีก 1 ปฏิกิริยำเพื่อชดเชยปริมำตรที่อำจหำยไปจำกกำรปิเปต 
 

สารที่ใช้ในการผสม 1 ปฏิกิริยา 
iTaq Universal Probes Supermix (2X) 10 ไมโครลิตร 
Forward primer (10 ไมโครโมลำร์) 0.8 ไมโครลิตร 
Reverse primer (10 ไมโครโมลำร์) 0.8 ไมโครลิตร 
Fluorescent probe (10 ไมโครโมลำร์) 0.4 ไมโครลิตร 

Bovine serum albumin (1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 4 ไมโครลิตร 
ปริมาตรทั งหมด 16 ไมโครลิตร 

 
4. ท้ำกำรผสมสำรในหลอด Master Mix ให้เข้ำกันด้วยเครื่องเขย่ำสำร 
5. หลังจำกนั นเตรียมหลอดพีซีอำร์ (8-Tube Strip) ขนำด 0.1 มิลลิลิตร จ้ำนวนหลอดเท่ำจ้ำนวนปฏิกิริยำที่จะทดลอง วำง

บนถำดรักษำควำมเย็นท่ีมีอุณหภูมิไม่มำกกว่ำ 4  ◦C ตลอดกำรทดลอง 
6. ดูดสำรจำกหลอดไมโครเซ็นตริฟิวก์ขนำด 1.5 มิลลิลิตรที่ท้ำกำรผสมสำรต่ำงๆเรียบร้อยในปริมำตร 15 ไมโครลิตร ใส่ลง

ในหลอดหลอดพีซีอำร์ที่เตรียมไว้ 
7. น้ำตัวอย่ำงดีเอ็นเอจำกตู้แช่ที่อุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส เขย่ำให้เข้ำกันด้วยเครื่องเขย่ำสำร 
8. หลังจำกนั น ดูดแต่ละตัวอย่ำงดีเอ็นเอ ปริมำตร 4 ไมโครลิตรใส่ลงในหลอดพีซีอำร์ขนำด 0.1 มิลลิลิตร ที่มีสำรละลำย 

Master Mix ผสมอยู่ เมื่อใส่ตัวอย่ำงดีเอ็นเอครบแล้วท้ำกำรปิดฝำและผสมสำรในหลอดด้วยเครื่องเขย่ำสำร โดยใช้แรง
เขย่ำต่้ำ 

9. น้ำหลอดไปท้ำกำรปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยงตกตะกอนสำรตัวอย่ำงขนำดเล็ก 
10. หลังจำกนั นน้ำหลอดพีซีอำร์ไปใส่ในเครื่องมือพีซีอำร์เชิงปริมำณโดยก้ำหนดกำรท้ำงำนตำมตำรำงดังนี   

 
อุณหภูมิ )องศาเซลเซียส(  เวลา จ้านวนรอบ 
95 องศำเซลเซียส 3 นำที 1 
95 องศำเซลเซียส 15 วินำที 

40 
60 องศำเซลเซียส 60 วินำที 

11. เมื่อได้ค่ำเฉลี่ย Ct แล้วจะค้ำนวนปริมำณยีนจำกสมกำร Log10 concentration = (Ct - b) / m   เมื่อ b เป็นค่ำตัดแกน 
Y ที่ค้ำนวณจำกค่ำ Ct ของตัวอย่ำงควบคุมเชิงบวก และ m คือ ค่ำควำมชันเฉลี่ย (pooled slope) ที่ได้จำกกรำฟมำตรฐำน  
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ภาคผนวก ข16. เทคนิคพีซีอาร์ส้าหรับการตรวจวัดกลุ่มแบคทีเรียจ้าแนกแหล่งก้าเนิดต่างๆ ส้าหรับตัวอย่างน ้าผิวดิน 
 

อุปกรณ์และวัสด ุ

1. 0.5 M EDTA (pH 8.0) ปรับปริมำตรด้วยน ำ้กลั่นจนครบ 1 ลิตร) 
2. 1X TAE บัฟเฟอร์ (50X TAE buffer: 242 กรัม tris base, 57 กรัม glacial acetic acid, 100 ไมโครลิตร  
3. DreamTaq PCR Master Mix (2X) (Thermo Scientific) 
4. Forward primer (ตำมแหล่งก้ำเนิดที่ต้องกำรตรวจวัด)    
5. Reverse primer (ตำมแหล่งก้ำเนิดที่ต้องกำรตรวจวัด)    
6. กระดำษทิชชู 
7. กล่องใส่น ้ำแข็ง   
8. เครื่องเขย่ำสำร (Vortex-Genie 2; Scientific Industries) 
9. เครื่องถ่ำยและวิเครำะหภ์ำพเจล (Gel Doc XR System) 
10. เครื่องปั่นเหวี่ยง (Microcentrifuge; Eppendorf รุ่น minispin plus) 
11. เครื่องปั่นเหวี่ยงตกตะกอนสำรตัวอย่ำงขนำดเล็ก (TT-6000 Mini-Centrifuge) 
12. เครื่องพีซีอำร์ (Thermo cycler; Eppendorf) 
13. เครื่องแยกดีเอ็นเอด้วยกระแสไฟฟ้ำ (Mupid®-exU) 
14. ตะแกรงพลำสติกใส่หลอดไมโครเซ็นตริฟิวจ์ขนำด 1.5 มิลลลิิตร 
15. ถุงพลำสติก   
16. ถุงมือลำเท็กซ์ชนิดใช้แล้วทิ ง   
17. น ้ำ deionized ทีผ่่ำนกำรฆ่ำเชื อ    
18. น ้ำแข็ง   
19. ปำกกำที่ใช้ในกำรระบุตัวอย่ำง 
20. แผ่นพำรำฟิลม์ 
21. ไมโครปิเปตต์ ขนำด 2, 20 และ 200 ไมโครลิตร (Gilson) 
22. ไมโครปิเปตต์ทิป ขนำด 2 และ 20 ไมโครลิตร (Gilson) 
23. ยำงรัด 
24. สำรที่ใช้ในกำรย้อมดเีอ็นเอ (Ethidium bromide) 
25. สำรเทยีบขนำดของดีเอ็นเอ (100 bp DNA Ladder, Thermo Scientific™) 
26. สำรละลำย RNase AWAY® Surface Decontaminant (Molecular BioProducts) 
27. สำรละลำยเอทำนอล (70 เปอร์เซน็ต์) 
28. สี (DNA Gel Loading Dye (6X), Thermo Scientific™) 
29. เสื อกำวน์    
30. หลอดไมโครเซ็นตริฟิวจ์ขนำด 1.5 มิลลลิิตร (Corning incorporated) 
31. หลอดไมโครเซนติฟิวจ์ ขนำด 0.5 มิลลลิิตร (Corning incorporated) 
32. อะกำโรสเจล (3 เปอร์เซ็นต์ อะกำโรสเจล: 3 กรมั อะกำโรส ผสมลงใน 1X TAE บัฟเฟอร์ ปริมำตร 100 ไมโครลิตร) 

 
 
 
 
 



134 
 

วิธีวิจัย 
 

1. ท้ำกำรสวมเสื อกำวน์ ใสผ่้ำปิดจมกูและใส่ถุงมือในขณะที่ท้ำงำนในห้องปฏิบัติกำรตลอดเวลำ  
2. ท้ำควำมสะอำดพื นผิวโต๊ะที่จะท้ำกำรสกัดดีเอ็นเอ โดยฉีดด้วยสำรละลำยเอทำนอล (70 เปอร์เซ็นต์) ทิ งไว้เป็นเวลำ 1 

นำทีแล้วใช้กระดำษทิชชูเช็ดให้แหง้ ตำมด้วยสำรละลำย RNase Away ทิ งไว้เป็นเวลำ 1 นำทีแล้วใช้กระดำษทิชชูเช็ดให้
แห้ง 

3. เตรียม Master Mix โดยใช้หลอดไมโครเซ็นตริฟิวจ์ขนำด 1.5 มลิลลิิตรวำงในตะแกรงวำงหลอดที่แช่บนถังน ้ำแข็ง
ตลอดเวลำเพื่อคงควำมเย็น ท้ำกำรผสมสำรต่ำงๆ ลงในหลอดตำมตำรำงดังนี  โดยใช้ ไมโครปเิปตต์ทิป ขนำด 2 และ 20 
ไมโครลติร จ้ำนวนปฏิกิริยำใหค้้ำนวณจำกจ้ำนวนปฏิกิริยำที่จะทดลองจริงและบวกเพิ่มอีก 1 ปฏิกิรยิำเพื่อชดเชย
ปริมำตรที่อำจหำยไปจำกกำรปิเปต 
 

สารที่ใช้ในการผสม 1 ปฏิกิริยา ตัวอย่างการเตรียมส้าหรับ 20 ปฏิกิริยา 
DreamTaq PCR Master Mix (2X) 5 ไมโครลิตร 100 ไมโครลติร 
Forward primer (10 ไมโครโมลำร์) 0.5 ไมโครลิตร 10 ไมโครลิตร 
Reverse primer (10 ไมโครโมลำร์) 0.5 ไมโครลิตร 10 ไมโครลิตร 
น ้ำท่ีท้ำกำรผ่ำนกำรฆ่ำเชื อแล้ว 2 ไมโครลิตร 40 ไมโครลิตร 
ปริมาตรทั งหมด 8 ไมโครลิตร 160 ไมโครลิตร 

 
4. ท้ำกำรผสมสำรในหลอด Master Mix ให้เข้ำกันด้วยเครื่องเขย่ำสำร 
5. หลังจำกนั นเตรียมหลอดไมโครเซนติฟิวจ์ขนำด 0.5 มิลลลิิตร จ้ำนวนหลอดเท่ำจำ้นวนปฏิกิรยิำที่จะทดลอง วำงบนถังที่มี

น ้ำแข็งบรรจุอยู ่
6. ดูดสำรจำกหลอดไมโครเซ็นตริฟิวก์ขนำด 1.5 มิลลลิิตรที่ท้ำกำรผสมสำรต่ำงเรยีบร้อยในปรมิำตร 8 ไมโครลิตร ใส่ลงใน

หลอดไมโครเซนติฟิวก์พลำสติกขนำด 0.5 มิลลลิิตรที่เตรยีมไว ้
7. น้ำตัวอย่ำงดีเอ็นเอจำกตู้แช่ที่อุณหภูมิ -80 องศำเซลเซียส มำตั งทิ งไว้ท่ีอุณหภมูิห้องจนใกล้ละลำย แล้วน้ำแช่น ้ำแข็งเพื่อ

คงอุณหภูมิใหเ้ย็น 
8. ท้ำกำรเจือจำงควำมเข้มข้นของดีเอ็นเอต้นแบบให้เป็น 10 นำโนกรมั ด้วยน ้ำ deionized ที่ผ่ำนกำรฆ่ำเชื อ โดยกำร

ค้ำนวณจำกควำมเข้มข้นของดีเอ็นเอในหลอดตัวอย่ำงดเีอ็นเอ  
9. หลังจำกนั น ดูดแต่ละตัวอย่ำงดีเอน็เอ ปริมำตร 2 ไมโครลติรใส่ลงในหลอดไมโครเซนติฟิวก์พลำสติกขนำด 0.5 

ไมโครลติรที่มสีำรละลำย Master Mix ผสมอยู่ ท้ำกำรผสมสำรในหลอดด้วยเครื่องเขย่ำสำร 
10. น้ำหลอดไปท้ำกำรปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่องป่ันเหวี่ยงตกตะกอนสำรตัวอย่ำงขนำดเล็ก 
11. หลังจำกนั นน้ำแตล่ะหลอดไปใส่ในเครื่องมือพีซีอำร์โดยก้ำหนดกำรท้ำงำนตำมตำรำงดังนี   
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อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) เวลา จ้านวนรอบ 
95 องศำเซลเซียส 3 นำที 1 
95 องศำเซลเซียส 30 วินำที 

30 ขึ นอยู่กับไพรเมอร์ที่เอำมำตรวจสอบ 30-60 วินำที 
72 องศำเซลเซียส 30 วินำที 
72 องศำเซลเซียส 10 นำที 1 
4 องศำเซลเซียส α 1 

 
12. หลังจำกนั นเตรียม 3 เปอรเ์ซ็นต์ อะกำโรสเจล ส้ำหรับในกำรแยกดเีอ็นเอขนำด 166 เบส ด้วยกระแสไฟฟ้ำ 
13. เจลที่เตรียมไว้จะถูกวำงลงใน1 X TAE บัฟเฟอร์ ในเครื่องแยกดีเอ็นเอด้วยกระแสไฟฟ้ำ 
14. น้ำสำรผสมที่ไดจ้ำกกำรท้ำพีซีอำรป์ริมำตร 10 ไมโครลติร มำผสมกบัสี 2 ไมโครลติรบนแผ่นพำรำฟลิม์ 
15. ใส่สำรเทียบขนำดของดีเอ็นเอปรมิำตร 5 ไมโครลิตรในช่องแรกของเจลที่เรำเตรียมไว้  
16. ใส่สำรละลำยทีผ่สมกันเรียบร้อยแล้วในข้อ 14 ลงในช่องเจลถัดมำ  
17. ตั งค่ำเครื่องแยกดเีอ็นเอด้วยกระแสไฟฟ้ำ 100 โวลต์เป็นเวลำ 30 นำที 
18. หลังจำกนั นน้ำเจลไปแช่ในสำรที่ใช้ในกำรย้อมดีเอ็นเอเป็นเวลำ 10 นำที 
19. น้ำเจลออกจำกกำรย้อมดเีอ็นเอ และวำงบนเครื่องถ่ำยและวเิครำะหภ์ำพเจล 
20. เจลที่ท้ำกำรถ่ำยภำพและวิเครำะห์เรียบร้อยแล้ว จะถูกน้ำไปก้ำจดัอย่ำงถูกวิธีโดยสถำบันนั นๆ 
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ภาคผนวก ข17. ตัวอย่างควบคุมเชิงบวกและควบคุมเชิงลบในวธิีพีซีอาร์และพีซีอาร์เชิงปริมาณ 

 วิธีพีซีอำร์ 
วิธีวิจัย 

1. ตัวอย่ำงควบคุมเชิงบวกเตรียมจำกกำร clone ผลิตภัณฑ์พีซีอำร์ที่ใช้ไพรเมอร์ที่จ้ำเพำะกับมลูสตัว์ต่ำงๆ โดยใช้  
ดีเอ็นเอที่สกัดจำกมูลสัตว์ชนิดนั นๆ เป็นดีเอ็นเอต้นแบบในปฏิกิริยำพีซีอำร์  

2. ท้ำกำรยืนยนัลำ้ดับเบสของดีเอ็นเอต้นแบบด้วยกำร sequencing และทำ้กำร blast ในฐำนขอ้มูล NCBI เพือ่ดู
ว่ำเป็นดีเอ็นเอของแบคทีเรียที่เรำต้องกำรหรือไม่ 

3. ในกำรท้ำพีซีอำร์แต่ละครั งจะทดสอบตัวอย่ำงควบคุมเชิงบวกดว้ยดีเอ็นเอต้นแบบทีไ่ด้จำกกำรเตรียมในข้ำงต้น
อย่ำงน้อย 1 ปฏิกิริยำ เพื่อยืนยนัว่ำกำรเตรียมปฏิกิริยำพีซีอำรม์ีควำมถูกต้อง 

4. ตัวอย่ำงควบคุมเชิงลบคือปฏิกิรยิำพีซีอำร์ที่ไม่มีดีเอ็นเอต้นแบบ โดยจะใสน่ ้ำทีผ่่ำนกำรฆ่ำเชื อแทนที่ปริมำตรของ
ดีเอ็นเอต้นแบบ เพื่อยืนยันวำ่ไมม่ีดีเอ็นเอต้นแบบปนเปื้อนในระหว่ำงขั นตอนกำรเตรียมปฏิกิริยำ โดยจะท้ำ
ตัวอย่ำงควบคุมเชิงลบอยำ่งน้อย 1 ปฏิกิริยำต่อกำรท้ำพีซีอำร์ 

 

 วิธีพีซีอำร์เชิงปริมำณ 
วิธีวิจัย 

1. ตัวอย่ำงควบคุมเชิงบวกจะใช้ดีเอ็นเอต้นแบบที่สงัเครำะห์ขึ นใน ภำคผนวก ข11. เป็นดีเอ็นเอต้นแบบในปฏิกิริยำ
พีซีอำร์เชิงปริมำณ 

2. กำรท้ำพีซีอำร์เชิงปริมำณแต่ละครั งจะทดสอบตัวอยำ่งควบคุมเชิงบวกด้วยดีเอ็นเอต้นแบบทีไ่ดจ้ำกกำร
สังเครำะห์อย่ำงน้อย 3 ปฏิกิริยำ เพื่อยืนยันวำ่กำรเตรียมปฏิกิริยำพีซีอำร์มีควำมถูกต้อง 

3. ตัวอย่ำงควบคุมเชิงลบคือปฏิกิรยิำพีซีอำร์ที่ไม่มีดีเอ็นเอต้นแบบ โดยจะใสน่ ้ำทีผ่่ำนกำรฆ่ำเชื อแทนที่ปริมำตรของ
ดีเอ็นเอต้นแบบ เพื่อยืนยันวำ่ไมม่ีดีเอ็นเอต้นแบบปนเปื้อนในระหว่ำงขั นตอนกำรเตรียมปฏิกิริยำ โดยจะท้ำ
ตัวอย่ำงควบคุมเชิงลบอยำ่งน้อย 3 ปฏิกิริยำต่อกำรท้ำพีซีอำร์เชิงปริมำณ 
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ภาคผนวก ค. รายละเอียดตัวอย่างน ้าเสียอาคารและมูลสัตว์ 

 

 

 

ล ำดบั รหสัตวัอย่ำง
แหล่งเกบ็

ตวัอย่ำง
ช่ือฟำรม์

ปริมำตรน ้ำ

ท่ีสกดั (มล.) 

หรือน ้ำหนัก

สกดั (กรมั)

ปริมำตรน ้ำยำ

ชะดีเอน็เอ

ออกจำกชดุ

สกดั 

(ไมโครลิตร)

ควำมเข้มข้นดี

เอน็เอ(นำโนกรมั

ต่อไมโครลิตร)*

1 Sewage 1 จ. กรงุเทพฯ อาคาร CRI 100 มล. 50+50 36.1, 23.6

2 Sewage 2 จ. กรงุเทพฯ โรงพยาบาล จุฬาภรณ์ 100 มล. 50+50 30.1, 28.2

3 Sewage 19 จ. กรงุเทพฯ น ้าเขา้โรงพยาบาลใต้-เก่า 106-1 100 มล. 50+50 175.3, 75.8

4 Sewage 20 จ. กรงุเทพฯ น ้าเขา้โรงพยาบาลนครธน 106-2 100 มล. 50+50 93.6, 49.5

5 Sewage 21 จ. กรงุเทพฯ น ้าเขา้โรงพยาบาลบางแคใหม ่106-3 100 มล. 50+50 50.6, 38.8

6 Sewage 22 จ. กรงุเทพฯ น ้าเขา้โรงพยาบาลบางแค 14 ชัน้ 106-4 100 มล. 50+50 282,135.70

7 Sewage 23 จ. ชยันาท น ้าโรงเรยีนเทศบาลท่าพระ 50 มล. 50+50 222.9, 109.3

8 Sewage 24 จ. ชยันาท น ้าโรงเรยีนเทศบาลบา้นกลว้ย 50 มล. 50+50 157. 1,81.3

9 Sewage 25 จ. ชยันาท ศนูยก์ารศกึษาพเิศษ 150 มล. 50+50 64.3, 49.3

10 Sewage 26 จ. ชยันาท โรงเรยีนเทศบาลวดัหว้ยยาง 50 มล. 50+50 176.4, 79.9

11 Sewage 27 จ. ชยันาท ส าน างานเทศบาล อ าเภอเมอืง 50 มล. 50+50 173.9, 98.6

12 Sewage 28 จ. สมทุรสาคร ส านักงานเทศบาล ต าบลบางปลา 50 มล. 50+50 84.7, 30

13 Sewage 29 จ. สมทุรสาคร โรงเรยีนอนุบาลเทศบาลต าบลบางปลา 50 มล. 50+50 40.3

14 Sewage 30 จ. สมทุรสาคร ศนูยพ์ฒันาเดก็เลก็ 50 มล. 50+50 52.7
15 Sewage 31 จ. สมทุรสาคร อพารท์เมน้ตเ์พิม่บุญ 50 มล. 50+50 150. 1,48.5
16 Sewage 32 จ. สมทุรสาคร โรงเรยีนมธัยมสมทุรสาครวฒุชิยั 50 มล. 50+50 41.7, 33.9

17 Sewage 33 จ. สพุรรณบุรี กติตอิร อพารท์เมน้ต์ 50 มล. 50+50 51.3, 37.1

18 Sewage 34 จ. สพุรรณบุรี บา้นป้าแป๊ด 50 มล. 50+50 96, 34.7

19 Sewage 35 จ. สพุรรณบุรี ศริมิงคลเพชร อพารท์เมน้ต์ 50 มล. 50+50 35.8, 34.4

20 Sewage 36 จ. สพุรรณบุรี พศิารชัต ์อพารท์เมน้ต์ 50 มล. 50+50 32.3, 30.0

21 Sewage 37 จ. สพุรรณบุรี ส านักงานเทศบาล อ าเภอเมอืง 50 มล. 50+50 28.4, 27
22 Sewage 38 จ. นครปฐม โรงเรยีนเทศบาล 2 50 มล. 50+50 161, 93
23 Sewage 39 จ. นครปฐม โรงเรยีนเทศบาล 1 50 มล. 50+50 36, 25.1

24 Sewage 40 จ. นครปฐม กศน. 50 มล. 50+50 95, 39.1

25 Sewage 41 จ. นครปฐม โรงเรยีนเทศบาล 3 50 มล. 50+50 33.8, 26.2

26 Sewage 42 จ. นครปฐม ศนูยเ์ดก็เลก็ 50 มล. 50+50 60.2, 32.1
27 Sewage 43 จ. กรงุเทพฯ โรงพยาบาลวภิาราม 100 มล. 50+50 151.9, 67.3
28 Sewage 44 จ. กรงุเทพฯ โรงพยาบาลเปาโล 100 มล. 50+50 343.4, 128.5

29 Sewage 45 จ. กรงุเทพฯ โรงพยาบาลประชาชืน่ 100 มล. 50+50 310.4, 156.3

น ้ำเสียอำคำร
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ล ำดบั รหสัตวัอย่ำง
แหล่งเกบ็

ตวัอย่ำง
ช่ือฟำรม์

ปริมำตรน ้ำ

ท่ีสกดั (มล.) 

หรือน ้ำหนัก

สกดั (กรมั)

ปริมำตรน ้ำยำ

ชะดีเอน็เอ

ออกจำกชดุ

สกดั 

(ไมโครลิตร)

ควำมเข้มข้นดี

เอน็เอ(นำโนกรมั

ต่อไมโครลิตร)*

1 P9 จ.นครปฐม ภาควชิาสตัวบาล คณะเกษตร ก าแพงแสน 0.19 50+50 28.7, 15.7

2 P14 จ.นครปฐม ศนูยฝึ์กนิสติคณะสตัวแพทยศาสตรจุ์ฬาฯ 0.14 50+50 27.0, 20.1
3 P17 จ.นครปฐม ศนูยฝึ์กนิสติคณะสตัวแพทยศาสตรจุ์ฬาฯ 0.18 50+50 47.0, 32.5

4 PP19 จ.นครปฐม ภาควชิาสตัวบาล คณะเกษตร ก าแพงแสน 0.15 50+50 38.2, 21.7

5 PP18 จ.นครปฐม ภาควชิาสตัวบาล คณะเกษตร ก าแพงแสน 0.19 50+50 63.0, 36.8

6 PP21 จ. อยธุยา บุญสง่ฟารม์ 0.15 50+50+50 51.6

7 PP22 จ. อยธุยา บุญสง่ฟารม์ 0.15 50+50+50 49.3

8 PP23 จ. อยธุยา บุญสง่ฟารม์ 0.15 50+50+50 48.7

9 PP24 จ. อยธุยา จรสัฟารม์ 0.15 50+50+50 76.8

10 PP27 จ. อยธุยา พรทพิยฟ์ารม์ 0.15 50+50+50 27.8

11 PP30 จ. ปทุมธานี พรชยัฟารม์ 0.15 50+50+50 78.4

12 PP31 จ. ปทุมธานี พรชยัฟารม์ 0.15 50+50+50 61

13 PP32 จ. ปทุมธานี พรชยัฟารม์ 0.15 50+50+50 33
14 PP33 จ.ชยันาท บ ารงุฟารม์ 0.15 50+50 283.1, 102.3
15  PP34 จ. สพุรรณบุรี สวกิฟารม์ 0.15 50+50 133.4, 60.1

16  PP35 จ. สพุรรณบุรี พอฟารม์ 0.15 50+50 170.9, 82.1

17 PP36 จ. สพุรรณบุรี พอฟารม์ 0.15 50+50 139.4, 60.1

18 PP37 จ. สพุรรณบุรี พอฟารม์ 0.15 50+50 153.7, 65.1

19 PP38 จ. สพุรรณบุรี พอฟารม์ 0.15 50+50 155.3, 81.1

20 PP39 จ. สพุรรณบุรี ประวทิยฟ์ารม์ 0.15 50+50 172.5, 55.2

21 PP40 จ.ชยันาท พฒันาฟารม์ 0.15 50+50 241.9, 162.9

22 PP41 จ. สพุรรณบุรี พรเทพฟารม์ 0.15 50+50 501.1, 273.3

23 PP42 จ. สพุรรณบุรี ประยงคฟ์ารม์ 0.15 50+50 444.5, 232.9

24 PP43 จ. สพุรรณบุรี สรุตัน์ฟารม์ 0.15 50+50 341.2, 162.0

25 PP44 จ. สพุรรณบุรี สชุาตฟิารม์ 0.15 50+50 224.6, 107.8

26 PP45 จ. สพุรรณบุรี มลัลกิาฟารม์ 0.15 50+50 323.1, 120.5

27 PP46 จ. นครปฐม รตัน์ฟารม์ 0.15 50+50 144.5, 83.4

28 PP47 จ. นครปฐม อมรฟารม์ 0.15 50+50 348.2, 121.7

29 PP48 จ. นครปฐม สายรุง้ฟารม์ 0.15 50+50 241.6, 90.0

30 PP49 จ. นครปฐม เนียนฟารม์ 0.15 50+50 161.3, 70.8

31 PP50 จ. นครปฐม ค ารณฟารม์ 0.15 50+50 303.4, 154.3

32 PP51 จ. นครปฐม สดุยอดฟารม์ 0.15 50+50 186.0, 93.5

33 PP52 จ. นครปฐม สมใจฟารม์ 0.15 50+50 271.4, 109.6

สกุร
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ล ำดบั รหสัตวัอย่ำง
แหล่งเกบ็

ตวัอย่ำง
ช่ือฟำรม์

ปริมำตรน ้ำ

ท่ีสกดั (มล.) 

หรือน ้ำหนัก

สกดั (กรมั)

ปริมำตรน ้ำยำ

ชะดีเอน็เอ

ออกจำกชดุ

สกดั 

(ไมโครลิตร)

ควำมเข้มข้นดี

เอน็เอ(นำโนกรมั

ต่อไมโครลิตร)*

1 PCOW11 จ. นครปฐม ศนูยฝึ์กนิสติคณะสตัวแพทยศาสตรจุ์ฬาฯ 0.16 50+50 32.0, 15.9

2 PCOW12 จ. นครปฐม ภาควชิาสตัวบาล คณะเกษตร ก าแพงแสน 0.17 50 40.4, 20.9

3 PCOW13 จ. นครปฐม ภาควชิาสตัวบาล คณะเกษตร ก าแพงแสน 0.15 50 38.8, 20.7

4 PCOW14 จ. ปทุมธานี มหาวทิยาลยัเทคโนโลยรีาชมงคลธญับุรี 0.15 50+50+50 67.2

5 PCOW15 จ. กรงุเทพ โรงโคนมสวนจติลดา 0.15 30+30 37.7

6 PCOW16 จ. นครปฐม บนัเจดิฟารม์ 0.15 50+50+50 57.4

7 PCOW17 จ. นครปฐม สมบตัฟิารม์ 0.15 50+50+50 55.9
8 PCOW19 จ. นครปฐม ธนชยัฟารม์ 0.15 50+50+50 58.1

9 PCOW20 จ. นครปฐม นิคมฟารม์ 0.15 50+50+50 67.1

10 PCOW21 จ. อยธุยา รุ่งโรจน์ฟารม์ 0.15 50+50+50 126.6

11 PCOW22 จ. ปทุมธานี สรุพลฟารม์ 0.15 50+50+50 50.4

12 PCOW23 จ. ปทุมธานี อสิซอสฟารม์ 0.15 50+50+50 39.4

13 PCOW24 จ. ชยันาท อนัชนัฟารม์ 0.15 50+50 160.5, 79.1

14 PCOW25 จ. ชยันาท ลาภฟารม์ 0.15 50+50 103, 43.3

15 PCOW26 จ. สพุรรณบุรี ส าเรงิฟารม์ 0.15 50+50 148.4, 73.2

16 PCOW27 จ. สพุรรณบุรี สวาดฟารม์ 0.15 50+50 184.7, 89.3

17 PCOW28 จ. สพุรรณบุรี เขยีวฟารม์ 0.15 50+50 154.3, 63.6

18 PCOW29 จ. สพุรรณบุรี ธเนศฟารม์ 0.15 50+50 133.5, 83.4
19 PCOW30 จ. สพุรรณบุรี ปัญญาฟารม์ 0.15 50+50 125.1, 52.1

20 PCOW31 จ. สพุรรณบุรี ส าเนียงฟารม์ 0.15 50+50 120.9, 96.4

21 PCOW32 จ. สพุรรณบุรี กลิง้ฟารม์ 0.15 50+50 305.2, 141.9

22 PCOW33 จ. สพุรรณบุรี กลิง้ฟารม์ 0.15 50+50 67.9, 31.6

23 PCOW34 จ. สพุรรณบุรี สมใจฟารม์ 0.15 50+50 262.3, 110.3

24 PCOW35 จ. สพุรรณบุรี สงา่ฟารม์ 0.15 50+50 217.2, 77.4

25 PCOW36 จ. สพุรรณบุรี เตมิชยัฟารม์ 0.15 50+50 234.1, 129.2

26 PCOW37 จ. สพุรรณบุรี วชิยัฟารม์ 0.15 50+50 202.4, 123.4

27 PCOW38 จ. สพุรรณบุรี เพลนิฟารม์ 0.15 50+50 78.7, 39.4

28 PCOW39 จ. สพุรรณบุรี พนิิจฟารม์ 0.15 50+50 265.0, 128.5

29 PCOW40 จ. สพุรรณบุรี เฉลมิฟารม์ 0.15 50+50 223.1, 121.2

30 PCOW41 จ. ชยันาท เฉลาฟารม์ 0.15 50+50 126.8, 55.4

จ. ชยันาท ประนัยฟารม์
จ. ชยันาท สมเกยีรตฟิารม์

32 PCOW43 จ. ชยันาท มณเฑยีรฟารม์ 0.15 50+50 151.0, 78.8
33 PCOW44 จ. นครปฐม สเน่หฟ์ารม์ 0.15 50+50 175.0, 71.5

34 PCOW45 จ. นครปฐม รตัน์ฟารม์ 0.15 50+50 171.1, 55.1

โค

31 PCOW42 

(ผสมสองฟารม์)
0.15 50+50 124.2, 55.8
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ล ำดบั รหสัตวัอย่ำง
แหล่งเกบ็

ตวัอย่ำง
ช่ือฟำรม์

ปริมำตรน ้ำ

ท่ีสกดั (มล.) 

หรือน ้ำหนัก

สกดั (กรมั)

ปริมำตรน ้ำยำ

ชะดีเอน็เอ

ออกจำกชดุ

สกดั 

(ไมโครลิตร)

ควำมเข้มข้นดี

เอน็เอ(นำโนกรมั

ต่อไมโครลิตร)*

1 PCH1 จ. นครปฐม ศนูยฝึ์กนิสติคณะสตัวแพทยศาสตรจุ์ฬาฯ 0.17 50 30.1, 15.8

2 PCH2 จ. ปทุมธานี มหาวทิยาลยัเทคโนโลยรีาชมงคลธญับุรี 0.15 50+50+50 77.2

3 PCH3 จ. ปทุมธานี แสงประไพฟารม์ 0.15 50+50+50 24.5

4 PCH4 จ. สพุรรณบุรี ประเสรฐิฟารม์ 0.15 50+50 30.6, 24.9

5 PCH5 จ. สพุรรณบุรี สรุนิทรฟ์ารม์ 0.15 50+50 151.1, 64.7

6 PCH6 จ. สพุรรณบุรี ทมฟารม์ 0.15 50+50 31.6, 28.7

7 PCH7 จ. สพุรรณบุรี วนิัตฟารม์ 0.15 50+50 136.6, 72.0

8 PCH8 จ. สพุรรณบุรี ลดัดาฟารม์ 0.15 50+50 32.6, 20.9

9 PCH9 จ. สพุรรณบุรี ไฮฟ้ารม์ 0.15 50+50 65.7, 39.4
10 PCH10 จ. สพุรรณบุรี ทดัดาวฟารม์ 0.15 50+50 55.0, 34.4

11 PCH11 จ. สพุรรณบุรี ประไพฟารม์ 0.15 50+50 11.5, 3.7

12 PCH12 จ. สพุรรณบุรี อานันตฟ์ารม์ 0.15 50+50 5.9, 0

13 PCH13 จ. สพุรรณบุรี เจรญิฟารม์ 0.15 50+50 4.6, -0.8

14 PCH14 จ. ชยันาท ซุ้มหนองจกิ 0.15 50+50 140.0, 82.9

15 PCH15 จ. ชยันาท พฒันาฟารม์ 0.15 50+50 30.6, 21.3

16 PCH16 จ. นครปฐม สายรุง้ฟารม์ 0.15 50+50 130.2, 65.9

17 PCH17 จ. นครปฐม เนียนฟารม์ 0.15 50+50 173.5, 77.3

18 PCH18 จ. นครปฐม สดุยอดฟารม์ 0.15 50+50 27.0, 22.6

19 PCH19 จ. นครปฐม สดุยอดฟารม์ 0.15 50+50 31.1, 28.1

20 PCH20 จ. นครปฐม สมใจฟารม์ 0.15 50+50 26.5, 21.5

21 PCH21 จ. นครปฐม ประเสรฐิฟารม์ 0.15 50+50 97.6, 49.4

22 PCH22 จ. นครปฐม วไิลวรรณฟารม์ 0.15 50+50 29.4, 19.6

23 PCH23 จ. นครปฐม นิดฟารม์ 0.15 50+50 148.8, 73.5

1 PG1 จ. นครปฐม ศนูยฝึ์กนิสติคณะสตัวแพทยศาสตรจุ์ฬาฯ 0.17 50 68.9, 22.1

2 PG2 จ. นครปฐม ศนูยฝึ์กนิสติคณะสตัวแพทยศาสตรจุ์ฬาฯ 0.15 50 22.1, 18.1

3 PG3 จ. ปทุมธานี มหาวทิยาลยัเทคโนโลยรีาชมงคลธญับุรี 0.15 50+50+50 99.5

4 PG4 จ. ปทุมธานี สรุพลฟารม์ 0.15 50+50+50 68.6

5 PG5 จ. ปทุมธานี ซากริฟารม์ 0.15 50+50+50 92

6 PG6 จ. สพุรรณบุรี ทรพัยส์มบูรณ์ฟารม์ 0.15 50+50 175.6, 76.1

7 PG7 จ. สพุรรณบุรี M&D ฟารม์ 0.15 50+50 179.2, 66.4

8 PG8 จ. ชยันาท ฟารม์ 0.15 50+50 54.4, 24.4

9 PG9 จ. ชยันาท วรีเทพฟารม์ 0.15 50+50 133.4, 81.0

10 PG10 จ. นครปฐม จงฟารม์ 0.15 50+50 264.0, 134.4

ไก่

แพะ
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หมายเหตุ *ความเข้มข้นดีเอ็นเอในดีเอ็นเอสกดัหลอดที่ 1 และ 2 ตามล าดับ  

ล ำดบั รหสัตวัอย่ำง
แหล่งเกบ็

ตวัอย่ำง
ช่ือฟำรม์

ปริมำตรน ้ำ

ท่ีสกดั (มล.) 

หรือน ้ำหนัก

สกดั (กรมั)

ปริมำตรน ้ำยำ

ชะดีเอน็เอ

ออกจำกชดุ

สกดั 

(ไมโครลิตร)

ควำมเข้มข้นดี

เอน็เอ(นำโนกรมั

ต่อไมโครลิตร)*

1 PS1 จ. สพุรรณบุรี ทรพัยส์มบูรณ์ฟารม์ 0.15 50+50 209.3, 92.2

2 PS2 จ. ชยันาท ฟารม์ 0.15 50+50 124.7, 61.1

3 PS3 จ. สพุรรณบุรี ประกอบกจิฟารม์ 0.15 50+50 98.4, 50

4 PS4 จ. ชยันาท มณเฑยีรฟารม์ 0.15 50+50 172.9, 83.9

5 PS5 จ. ชยันาท จริะฟารม์ 0.15 50+50 115.8, 50.8

1 PBUF1 จ. อยธุยา รุ่งโรจน์ฟารม์ 0.15 50+50+50 86.1

2 PBUF2 จ. ชยันาท ปัญญาฟารม์ 0.15 50+50 153.4, 69.2

3 PBUF3 จ. ชยันาท อุมาภรณ์ฟารม์ 0.15 50+50 115, 49.1

4 PBUF4 จ. ชยันาท อุเทนฟารม์ 0.15 50+50 88.3, 35.6

5 PBUF5 จ. สพุรรณบุรี เกษมฟารม์ 0.15 50+50 93.9, 30.9

6 PBUF6 จ. ชยันาท สรุศกัดิฟ์ารม์ 0.15 50+50 158.0, 68.4

1 PDU1 จ. สพุรรณบุรี ประสทิธิฟ์ารม์ 0.15 50+50 25.2, 24.6

2 PDU2 จ. สพุรรณบุรี ท านองฟารม์ 0.15 50+50 17.8, 15.2

3 PDU3 จ. ชยันาท จอมฟารม์ 0.15 50+50 31.9, 27.7

4 PDU4 จ. นครปฐม รอนฟารม์ 0.15 50+50 70.9, 37.6

5 PDU5 จ. นครปฐม วเิชยีรฟารม์ 0.15 50+50 88.4, 44.5

แกะ

กระบือ

เป็ด
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ภาคผนวก ง. ข้อมูลการใช้ไพรเมอร์ในงานวิจัยอ่ืนๆ  

 

ชนิด

แหล่งก ำเนิด
ช่ือไพรเมอร์ รหสัไพรเมอร์ เอกสำรอ้ำงอิง พื้นท่ีท่ีทดสอบ

ประเภทกำร

ทดสอบ

ควำมไว (จ ำนวน

ตวัอย่ำงท่ีทดสอบ)

ควำมจ ำเพำะ 

(จ ำนวนตวัอย่ำงท่ี

ทดสอบ)

ประเภทแหล่งก ำเนิดท่ีทดสอบ
เทคนิค

วิเครำะห์

Kildare et al., 2007 California , USA พฒันาวธิทีี่พืน้ที่นี้ 100% (ตวัอย่างมลู; 73) ไมม่ี Human, Cow, Horse, Dog, Cat, 

Seagull, Wastewater

PCR

Ahmed et al., 2009 Southeast Queensland, 

Australia

น ามาใชใ้นพืน้ที่นี้ 100% (ตวัอย่างมลู; 50) ไมม่ี Human feces , Cattle, Pigs, 

Sheep, Goat, Horses, 

Chickens, Dogs, Ducks, 

Pelicans, Kangaroos

PCR

Siefring et al., 2008 Mexico น ามาใชใ้นพืน้ที่นี้ ไมม่ี ไมม่ี Surface water qPCR

Lee et al., 2010 Southern Ontario, Canada น ามาใชใ้นพืน้ที่นี้ 100% (ตวัอย่างมลู; 70) ไมม่ี Human, Cow, Pig, Dear, Horse, 

Dog, Cat, Gull, Raccoon, 

Goose

PCR

Bernhard and Field, 2000b Oregon, USA พฒันาวธิทีี่พืน้ที่นี้ 100% (ตวัอย่างมลู; 35) ไมม่ี Human, Sewage, Cow PCR

Carson et al., 2005 Columbia, USA น ามาใชใ้นพืน้ที่นี้ 89% (ตวัอย่างมลู; 286) ไมม่ี Human, Sewage, Dog, Beef 

cattle, Dairy cattle, Chicken, 

Turkey, Horse, Swine, Goose

PCR

Toledo-Hernandez et al., 

2013

Puerto Rico, USA น ามาใชใ้นพืน้ที่นี้ 96% (น ้าระบบบ าบดัน ้า

เสยี; 16)

ไมม่ี Wastewater treatment plant PCR

Kildare et al., 2007 California , USA น ามาใชใ้นพืน้ที่นี้ 67%  (ตวัอย่างมลู; 18); 

100%  (ตวัอย่างน ้าเสยี; 

14)

97%  (ตวัอย่างมลู; 41) Sewage, Human feces, Cow, 

Horse, Dog, Cat, Gull

PCR

Jenkins et al., 2009 Kenya น ามาใชใ้นพืน้ที่นี้ 25%  (ตวัอย่างมลู; 12); 

0%  (ตวัอย่างน ้าเสยี; 5)

100%  (ตวัอย่างมลู; 

25)

Sewage, Human feces, Cow, 

Donkey

qPCR

Lee et al., 2010 Southern Ontario, Canada พฒันาวธิทีี่พืน้ที่นี้ 100%  (ตวัอย่างมลู; 16) 81.5%  (ตวัอย่างมลู; 

54)

Human, Cow, Pig, Dear, Horse, 

Dog, Cat, Gull, Raccoon, 

Goose

PCR

รวมทุก

แหลง่ก าเนดิ 

(Universal)

BacUni-520f/BacUni-690r1 BT5479/BT5480

Bac32F/Bac708R BT5524/BT5492

GenBactF3/GenBactR4 BT5482/BT5483

ชุมชน BacHum-160f/BacHum-241r BT5488/BT5489



143 
 

 

 

 

 

ชนิด

แหล่งก ำเนิด
ช่ือไพรเมอร์ รหสัไพรเมอร์ เอกสำรอ้ำงอิง พื้นท่ีท่ีทดสอบ

ประเภทกำร

ทดสอบ

ควำมไว (จ ำนวน

ตวัอย่ำงท่ีทดสอบ)

ควำมจ ำเพำะ 

(จ ำนวนตวัอย่ำงท่ี

ทดสอบ)

ประเภทแหล่งก ำเนิดท่ีทดสอบ
เทคนิค

วิเครำะห์

Silkie and Nelson, 2009 California , USA น ามาใชใ้นพืน้ที่นี้ 100%  (ตวัอย่างมลู; 12) 70%  (ตวัอย่างมลู; 41) Sewage, Dog, Cow, Horse, 

Canada geese 

qPCR

Jenkins et al., 2009 Kenya น ามาใชใ้นพืน้ที่นี้ 11%  (ตวัอย่างน ้าเสยี; 

18)

ไมม่ี River water qPCR

Sauer et al., 2011 Wisconsin, USA น ามาใชใ้นพืน้ที่นี้ 57%  (ตวัอย่างน ้าเสยี; 

828)

ไมม่ี Storm water qPCR

Bambic et al., 2015 California , USA น ามาใชใ้นพืน้ที่นี้ 88%  (ตวัอย่างน ้าเสยี; 

73)

ไมม่ี Surface water and storm water qPCR

HF183/BFDrev BT5493/BT5494 Haugland et al. 2010 _ พฒันาวธิทีี่พืน้ที่นี้ ไมม่ี ไมม่ี Cow,pig, chicken, dog and cat qPCR

Bernhard and Field, 2000a Oregon, USA พฒันาวธิทีี่พืน้ที่นี้ 87.5%  (ตวัอย่างมลู; 16) 100%  (ตวัอย่างมลู; 

27)

Cat, Deer, Dog, Duck, Elk, 

Goat, Llama, Pig, Seagull, 

Sheep, Human feces

PCR

Ahmed et al., 2008 Southeast Queensland, 

Australia

น ามาใชใ้นพืน้ที่นี้ 100%  (ตวัอย่างมลู; 52) 100%  (ตวัอย่างมลู; 

207)

Sewage, Ducks, Kangaroos, 

Cattle, Horses, Dogs, 

Chickens, Pigs, Pelican, Goat, 

Deer, Wild birds, Sheep

PCR

Ahmed et al., 2009 Southeast Queensland, 

Australia

น ามาใชใ้นพืน้ที่นี้ 100%  (ตวัอย่างมลู; 50) 99%  (ตวัอย่างมลู; 

136)

Human Feces , Cattle, Pigs, 

Sheep, Goat, Horses, 

Chickens, Dogs, Ducks, 

Pelicans, Kangaroos

qPCR

Ahmed et al., 2009 Southeast Queensland, 

Australia

น ามาใชใ้นพืน้ที่นี้ 97% (น ้าระบบบ าบดัน ้า

เสยี; 32)

99.9% (น ้าระบบ

บ าบดัน ้าเสยี; 50)

Human sewage, Cattle, Pigs, 

Sheep, Dogs, Ducks

qPCR

BT5492/BT5493

ชุมชน (ต่อ)

HF183F/Bac708R

BacHum-160f/BacHum-241r 

(ต่อ)

BT5488/BT5489
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ชนิด

แหล่งก ำเนิด
ช่ือไพรเมอร์ รหสัไพรเมอร์ เอกสำรอ้ำงอิง พื้นท่ีท่ีทดสอบ

ประเภทกำร

ทดสอบ

ควำมไว (จ ำนวน

ตวัอย่ำงท่ีทดสอบ)

ควำมจ ำเพำะ 

(จ ำนวนตวัอย่ำงท่ี

ทดสอบ)

ประเภทแหล่งก ำเนิดท่ีทดสอบ
เทคนิค

วิเครำะห์

Layton et al., 2013 California , USA น ามาใชใ้นพืน้ที่นี้ 75%  (ตวัอย่างมลู; 84) 96%  (ตวัอย่างมลู; 

182)

Chicken, Cow, Dog, Deer, 

Goose, Gull, Horse, Human, 

Pig

qPCR

Ballesté et al., 2010 France; United Kingdom; 

Cyprus; Sweden

น ามาใชใ้นพืน้ที่นี้ 50%  (ตวัอย่างมลู; 40) 71%  (ตวัอย่างมลู; 73) Human, Cow, Poultry, Swine PCR

Gómez-Doñate et al., 2016 Catalonia , Spain น ามาใชใ้นพืน้ที่นี้ 100%  (ตวัอย่างมลู; 11) 20%  (ตวัอย่างมลู; 33) Human fecal, Poultry, Pig, 

Cattle

qPCR

Nshimyimana et al., 2014 Singapore น ามาใชใ้นพืน้ที่นี้ 93% (น ้าระบบบ าบดัน ้า

เสยี; 54)

ไมม่ี Reservoir and Catchment water qPCR

Chase et al., 2012 Pasco, Washington, USA น ามาใชใ้นพืน้ที่นี้ 34% (น ้าระบบบ าบดัน ้า

เสยี; 35)

ไมม่ี River water qPCR

Gourmelon et al., 2007 France น ามาใชใ้นพืน้ที่นี้ 98% (น ้าระบบบ าบดัน ้า

เสยี; 44)

94% (น ้าระบบบ าบดั

น ้าเสยี; 86)

Cow, Sheep, Pig, Duck, 

Seabird, Human

PCR

Gourmelon et al., 2007 France น ามาใชใ้นพืน้ที่นี้ 100% (น ้าระบบบ าบดัน ้า

เสยี; 11)

100% (น ้าระบบบ าบดั

น ้าเสยี; 10)

Waste effluents PCR

Mieszkin et al., 2009 Brittany, France พฒันาวธิทีี่พืน้ที่นี้ 100%  (ตวัอย่างมลู; 25) 100%  (ตวัอย่างมลู; 

54)

Human, Bovine, Horse, Sheep, 

Pig

qPCR

Pourcher et al., 2010 Brittany, France น ามาใชใ้นพืน้ที่นี้ 100%  (ตวัอย่างมลู; 2); 

100% (น ้าระบบบ าบดัน ้า

เสยี; 6)

100% (ตวัอย่างมลู; 2);

 100% (น ้าระบบ

บ าบดัน ้าเสยี; 6)

Pig, Bovine, Wastewater qPCR

Gómez-Doñate et al., 2016 Spain น ามาใชใ้นพืน้ที่นี้ 100% (ตวัอย่างมลู; 12) 50% (ตวัอย่างมลู; 32) Human fecal, Poultry, Pig, 

Cattle

qPCR

Dick et al., 2005 Cincinnati, Ohio พฒันาวธิทีี่พืน้ที่นี้ 95% (ตวัอย่างมลู; 20) ไมม่ี Horse, Cow, Elk, Sheep, Deer, 

Dog, Cat, Human, Gull, 

Chicken, Pig

PCR

Fremaux et al., 2009 Canada น ามาใชใ้นพืน้ที่นี้ 100% (ตวัอย่างมลู; 50) 100% (ตวัอย่างมลู; 

161)

Cow, Pig, Chicken, Goat, 

Moose, Deer, Caribou, Bison, 

Goat, 

PCR

Hussein et al., 2014 United Kingdom น ามาใชใ้นพืน้ที่นี้ 100% (น ้าเสยี; 2) 100% (น ้าเสยี; 2) Beach water PCR

PF163F/Bac708R BT5491/BT5492

หมู

HF183F/Bac708R BT5492/BT5493ชุมชน

Pig-2-Bac41F/Pig-2-

Bac163Rm

BT5931/BT5932
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ชนิด

แหล่งก ำเนิด
ช่ือไพรเมอร์ รหสัไพรเมอร์ วรรณกรรมอ้ำงอิง พื้นท่ีท่ีทดสอบ

ประเภทกำร

ทดสอบ

ควำมไว (จ ำนวน

ตวัอย่ำงท่ีทดสอบ)

ควำมจ ำเพำะ 

(จ ำนวนตวัอย่ำงท่ี

ทดสอบ)

ประเภทแหล่งก ำเนิดท่ีทดสอบ
เทคนิค

วิเครำะห์

Shanks et al., 2006 Kentucky, USA พฒันาวธิทีี่พืน้ที่นี้ ไมม่ี 100%  (ตวัอย่างมลู; 

279)

Birds, Human, Domestic, 

Wildlife, Pets

PCR

Shanks et al., 2010 Ohio, USA น ามาใชใ้นพืน้ที่นี้ 100% (ตวัอย่างมลู; 247) 100% (ตวัอย่างมลู; 

431)

Alpaca, Pronghorn, Elk, 

Gazelle, Giraffe, Goat, Mule 

deer, Okapi, Sheep, Takin, 

Tufted deer, Moose, White-

tailed deer, Canadian goose, 

Cat, Chicken, Dog, Duck, 

Horse, Human, Pelican, Pig, 

Raccoons, Sea gull, Turkey

PCR

Shanks et al., 2006 Kentucky, USA พฒันาวธิทีี่พืน้ที่นี้ ไมม่ี 99% (ตวัอย่างมลู; 279) Birds, Human, Domestic, 

Wildlife, Pets

PCR

Shanks et al., 2010 Ohio, USA น ามาใชใ้นพืน้ที่นี้ 91% (ตวัอย่างมลู; 247) 98.9% (ตวัอย่างมลู;

431)

Alpaca, Pronghorn, Elk, 

Gazelle, Giraffe, Goat, Mule 

deer, Okapi, Sheep, Takin, 

Tufted deer, Moose, White-

tailed deer, Canadian goose, 

Cat, Chicken, Dog, Duck, 

Horse, Human, Pelican, Pig, 

Raccoon, Sea gull, Turkey

PCR

Bernhard and Field, 2000a Oregon, USA พฒันาวธิทีี่พืน้ที่นี้ 100% (ตวัอย่างมลู; 19) 89% (ตวัอย่างมลู; 40) Cat, Deer, Dog, Duck, Elk, 

Goat, Llama, Pig, Seagull, 

Sheep, Human feces, Cow

PCR

Kildare et al., 2007 Ventura, California, USA น ามาใชใ้นพืน้ที่นี้ 100% (ตวัอย่างมลู; 8) 95% (ตวัอย่างมลู; 65) Human fecal, Horse, Dog, Cat, 

Seagull, Wastewater treatment 

plant

PCR

Raith et al., 2013 Northern, Central and 

Southern California 

น ามาใชใ้นพืน้ที่นี้ 100% (8) 62% (51) Horse, Dog, Cat, Gull, 

Wastewater, Human, Cow

qPCR

BT5486/BT5487

Bac2F/Bac2R BT5868/BT5869

Bac3F/Bac3R BT5870/BT5871

โค

CF128F/BacCow 305r
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ชนิด

แหล่งก ำเนิด
ช่ือไพรเมอร์ รหสัไพรเมอร์ วรรณกรรมอ้ำงอิง พื้นท่ีท่ีทดสอบ

ประเภทกำร

ทดสอบ

ควำมไว (จ ำนวน

ตวัอย่ำงท่ีทดสอบ)

ควำมจ ำเพำะ 

(จ ำนวนตวัอย่ำงท่ี

ทดสอบ)

ประเภทแหล่งก ำเนิดท่ีทดสอบ
เทคนิค

วิเครำะห์

Bernhard and Field, 2000a Ohio, USA พฒันาวธิทีี่พืน้ที่นี้ ไมม่ี ไมม่ี Cow, Deer, Elk, Cat, Dog, 

Duck, Pig, Gull

PCR

Shanks et al., 2010 Ohio, USA น ามาใชใ้นพืน้ที่นี้ 100% (ตวัอย่างมลู; 247) 76% (ตวัอย่างมลู; 431) Alpaca, Pronghorn, Elk, 

Gazelle, Giraffe, Goat, Mule 

deer, Okapi, Sheep, Takin, 

Tufted deer, Moose, White-

tailed deer, Canadian goose, 

Cat, Chicken, Dog, Duck, 

Horse, Human, Pelican, Pig, 

Raccoon, Sea gull, Turkey

PCR

Toledo-Hernandez et al., 

2013

Puerto Rico, USA น ามาใชใ้นพืน้ที่นี้ 64% (ตวัอย่างมลู; 66) ไมม่ี Cow, Goat, Horse, Swine, 

Monkey, Fish, Pigeon, 

Chicken, Duck, Turkey, Swan, 

Guinea fowl

PCR

Bernhard and Field, 2000a Ohio, USA พฒันาวธิทีี่พืน้ที่นี้ ไมม่ี 100% (ตวัอย่างมลู) Cow, Deer, Elk, Cat, Dog, 

Duck, Pig, Gull

PCR

Shanks et al., 2010 Ohio, USA น ามาใชใ้นพืน้ที่นี้ 100% (ตวัอย่างมลู; 247) 99.9% (ตวัอย่างมลู; 

431)

Alpaca, Pronghorn, Elk, 

Gazelle, Giraffe, Goat, Mule 

deer, Okapi, Sheep, Takin, 

Tufted deer, Moose, White-

tailed deer, Canadian goose, 

Cat, Chicken, Dog, Duck, 

Horse, Human, Pelican, Pig, 

Raccoon, Sea gull, Turkey

PCR

โค CF128F /Bac708R BT5486/BT5492

CF193/Bac708R BT5807/BT5492
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ชนิด

แหล่งก ำเนิด
ช่ือไพรเมอร์ รหสัไพรเมอร์ วรรณกรรมอ้ำงอิง พื้นท่ีท่ีทดสอบ

ประเภทกำร

ทดสอบ

ควำมไว (จ ำนวน

ตวัอย่ำงท่ีทดสอบ)

ควำมจ ำเพำะ 

(จ ำนวนตวัอย่ำงท่ี

ทดสอบ)

ประเภทแหล่งก ำเนิดท่ีทดสอบ
เทคนิค

วิเครำะห์

Shanks et al., 2008 West Virginia; Georgia; 

Wyoming; Delaware; 

Florida; Ohio

พฒันาวธิทีี่พืน้ที่นี้ ไมม่ี 99.9% (144) Alpaca, Canadian Goose, Cat, 

Chicken, Bovine, Deer, Dog, 

Duck, Goat, Horse, Human, 

Pelican, Pig, Seagull, Sheep, 

Turkey, Wastewater

qPCR

Shanks et al., 2010 Ohio, USA น ามาใชใ้นพืน้ที่นี้ ไมม่ี 99.9% (ตวัอย่างมลู; 

431)

Alpaca, Pronghorn, Elk, 

Gazelle, Giraffe, Goat, Mule 

deer, Okapi, Sheep, Takin, 

Tufted deer, Moose, White-

tailed deer, Canadian goose, 

Cat, Chicken, Dog, Duck, 

Horse, Human, Pelican, Pig, 

Raccoon, Sea gull, Turkey

PCR

Raith et al., 2013 California, USA น ามาใชใ้นพืน้ที่นี้ ไมม่ี 100% Alpaca, Canada Goose, Cat, 

Chicken, Deer, Dog, Duck, 

Goat, Horse, Human, Pelican, 

Pig, Gull, Sheep, Turkey, 

Wastewater, Cow

qPCR

Layton et al., 2006 Tennessee, Pennsylvania, 

Texas (USA) 

พฒันาวธิทีี่พืน้ที่นี้ 100% (ตวัอย่างมลู; 4) 100% (ตวัอย่างมลู; 30) Human, Bovine, Swine, 

Canine, and Equine fecal

qPCR

Shanks et al., 2010 Ohio, USA น ามาใชใ้นพืน้ที่นี้ ไมม่ี 47.4% (ตวัอย่างมลู; 

431)

Alpaca, Pronghorn, Elk, 

Gazelle, Giraffe, Goat, Mule 

deer, Okapi, Sheep, Takin, 

Tufted deer, Moose, White-

tailed deer, Canadian goose, 

Cat, Chicken, Dog, Duck, 

Horse, Human, Pelican, Pig, 

Raccoon, Sea gull, Turkey

PCR

โค

BoBac367f/BoBac467r BT6078/BT6079

CowM2F /CowM2R BT5484/BT5485
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ชนิด

แหล่งก ำเนิด
ช่ือไพรเมอร์ รหสัไพรเมอร์ วรรณกรรมอ้ำงอิง พื้นท่ีท่ีทดสอบ

ประเภทกำร

ทดสอบ

ควำมไว (จ ำนวน

ตวัอย่ำงท่ีทดสอบ)

ควำมจ ำเพำะ 

(จ ำนวนตวัอย่ำงท่ี

ทดสอบ)

ประเภทแหล่งก ำเนิดท่ีทดสอบ
เทคนิค

วิเครำะห์

Kildare et al., 2007 Ventura, California, USA น ามาใชใ้นพืน้ที่นี้ 100% (ตวัอย่างมลู; 8) 97% (ตวัอย่างมลู; 65) Human fecal, Horse, Dog, Cat, 

Seagull

PCR

Lee et al., 2010 Southern Ontario, Canada น ามาใชใ้นพืน้ที่นี้ 100% (ตวัอย่างมลู; 18) 90.4% (ตวัอย่างมลู; 

52)

Cat, Deer, Dog, Goose, Gull, 

Horse, Raccoon, Pig, Human, 

Cow

PCR

qCS621F/qBac725R BT5872/BT5873 Okabe et al., 2007 Japan พฒันาวธิทีี่พืน้ที่นี้ ไมม่ี ไมม่ี River water qPCR

qCD362F-HU/qCD464R-HU BT5810/BT5811 Kobayashi et al., 2013 Japan พฒันาวธิทีี่พืน้ที่นี้ 80% (ตวัอย่างมลู; 49) 100% (ตวัอย่างมลู; 78) Duck, Chicken, Cow, Pig, 

Human, Swan, White-fronted 

goose

qPCR

Lu et al., 2007 Florida, New Jersey, West 

Virginia,Delaware, Ohio, 

Texas, Nebraska, and 

Georgia (USA)

น ามาใชใ้นพืน้ที่นี้ 40% (ตวัอย่างมลู; 70) 100% (ตวัอย่างมลู; 36) Cow, pig, human, Canada 

goose, Chicken

PCR

Hernandez et al., 2013 Puerto Rico, USA พฒันาวธิทีี่พืน้ที่นี้ 14-37% (ตวัอย่างมลู; 97 ไมม่ี Cow, Goat, Horse, Swine, 

Monkey, Fish, Pigeon, 

Chicken, Duck, Turkey, Swan, 

Guinea fowl

PCR

 LA35F/ LA35R BT5919/BT5920 Weidhaas et al., 2010 Oklahoma, USA พฒันาวธิทีี่พืน้ที่นี้ 76.1% (ตวัอย่างมลู; 57) 93% (ตวัอย่างมลู; 116) Cow, pig, ducks, goose, 

human, Chicken

PCR

Av4143F/Av4143R BT6080/BT6081 Ohad et al., 2016 Israel พฒันาวธิทีี่พืน้ที่นี้ 95% (ตวัอย่างมลู; 97) 97% (ตวัอย่างมลู; 104) Battery hen, Poultry, Turkey, 

Waterfowl, Human wastewater

Effluent, Bovine, Swine, Horse, 

Gazelle

qPCR

ไก่

โค BoBac367f/BoBac467r BT6078/BT6079
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ชนิด

แหล่งก ำเนิด
ช่ือไพรเมอร์ รหสัไพรเมอร์ วรรณกรรมอ้ำงอิง พื้นท่ีท่ีทดสอบ

ประเภทกำร

ทดสอบ

ควำมไว (จ ำนวน

ตวัอย่ำงท่ีทดสอบ)

ควำมจ ำเพำะ 

(จ ำนวนตวัอย่ำงท่ี

ทดสอบ)

ประเภทแหล่งก ำเนิดท่ีทดสอบ
เทคนิค

วิเครำะห์

Av43F/Av43R BT6082/BT6083 Ohad et al., 2016 Israel พฒันาวธิทีี่พืน้ที่นี้ 91% (ตวัอย่างมลู; 97) 99% (ตวัอย่างมลู; 104) Battery hen, Poultry, Turkey, 

Waterfowl, Human wastewater

Effluent, Bovine, Swine, Horse, 

Gazelle

qPCR

Q-PvA-f/Q-PvA-r BT5925/BT5926 Carratalà et al., 2012 Catalonia (coastal 

Northeast Spain), the 

Basque Country (Northern 

Spain), Patras (Greece), 

and Budapest (Hungary) 

พฒันาวธิทีี่พืน้ที่นี้ ไมม่ี ไมม่ี Chicken,Turkey, Partridge, Hen qPCR

ไก่
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รูปที่ จ2 กิจกรรมน า Dr. James Ebdon ส ารวจพื้นที่ลุ่มน้ าท่าจีน, บน - ปากคลองมะขามเฒ่า ต้นก าเนิดแม่น้ าท่าจีน (ซ้าย) ที่แยก
ออกจากแม่น้ าเจ้าพระยา (ขวา), ล่าง – ลักษณะพื้นท่ีใช้สอยริมแมน่้ าท่าจีน ช่วง จ. สุพรรณบรุี ระหว่างต าบลสนามชัย อ าเภอเมือง 
จนถึง ต าบลบางปลาม้า อ าเภอบางปลาม้า 
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รูปที่ จ2 (ต่อ) กิจกรรมน า Dr. James Ebdon ส ารวจพื้นที่ลุ่มน้ าท่าจีน, บนและล่าง – ลักษณะพื้นที่ใช้สอยริมแม่น้ าท่าจีน ช่วง จ. 
สุพรรณบุรี ระหว่างต าบลสนามชัย อ าเภอเมือง จนถึง ต าบลบางปลาม้า อ าเภอบางปลาม้า 
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a b s t r a c t

Microbial source tracking (MST) DNA-based assays have been used to successfully solve fecal pollution
problems in many countries, particularly in developed nations. However, their application in developing
countries has been limited but continues to increase. In this study, sixteen endpoint and quantitative PCR
(qPCR) assays targeting universal and human-, swine-, and cattle-specific Bacteroidales gene markers
were modified for endpoint PCR, evaluated for their performance with sewage and fecal samples from
the Tha Chin watershed and subsequently validated with samples from the Chao Phraya watershed,
Thailand. Sample sizes of 81 composite samples (from over 1620 individual samples) of farm animals of
each type as well as 19 human sewage samples from the Tha Chin watershed were calculated using a
stratified random sampling design to achieve a 90% confidence interval and an expected prevalence (i.e.,
desired assay's sensitivity) of 0.80. The best universal and human-, swine-, and cattle-specific fecal
markers were BacUni EP, HF183/BFDrev EP, Pig-2-Bac EP, and Bac3 assays, respectively. The detection
limits for these assays ranged from 30 to 3000 plasmid copies per PCR. The positive predictive values
were high in universal and swine- and cattle-specific markers (85e100%), while the positive predictive
value of the human-specific assay was 52.2%. The negative predictive values in all assays were relatively
high (90.8e100%). A suite of PCR assays in Thailand was established for potential MST use in environ-
mental waters, which supports the worldwide applicability of Bacteroidales gene markers. This study also
emphasizes the importance of using a proper sample size in assessing the performance of MST markers
in a new geographic region.

© 2018 Elsevier Ltd. All rights reserved.
1. Introduction

Microbial source tracking (MST) is an approach used to identify
source markers that indicate fecal hosts by taking advantage of
genotypic and phenotypic traits of microorganisms in animal
gastrointestinal tracts that are specific to their particular host
species, for example, pigs, cows, chicken, goat, and sheep (Field and
ance by Dr. Harmon Sarah

Biotechnology, Chulabhorn

ana).

15
Samadpour, 2007; Sargent et al., 2011; Tran et al., 2015). The
presence and distribution of these source markers in water re-
sources can indicate contamination from particular hosts or groups.
Fecal marker microorganisms belong to bacterial orders or higher
(Bernhard and Field, 2000a; Kildare et al., 2007; Ohad et al., 2016;
Shanks et al., 2008; Siefring et al., 2008), bacterial genera and
species (Bernhard and Field, 2000a, 2000b; Haugland et al., 2010;
Ohad et al., 2016; Weidhaas et al., 2010), or bacterial strains (Jofre
et al., 2014; Leknoi et al., 2017; Sirikanchana et al., 2014;
Wangkahad et al., 2017). The bacterial class Bacteroidetes and, in
particular, the bacterial order Bacteroidales have been most
frequently applied in MST (Ahmed et al., 2016; Harwood et al.,
2014; Tran et al., 2015). Molecular techniques, specifically
6

mailto:kwanrawee@cri.or.th
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.envpol.2018.01.052&domain=pdf
www.sciencedirect.com/science/journal/02697491
http://www.elsevier.com/locate/envpol
https://doi.org/10.1016/j.envpol.2018.01.052
https://doi.org/10.1016/j.envpol.2018.01.052
https://doi.org/10.1016/j.envpol.2018.01.052


P. Somnark et al. / Environmental Pollution 236 (2018) 100e110 101
endpoint and quantitative PCR (qPCR) methods, have been
designed to detect the order Bacteroidales to indicate the specific
origins of fecal sources, such as human (Bernhard and Field, 2000a;
Kildare et al., 2007; Siefring et al., 2008), swine (Dick et al., 2005;
Mieszkin et al., 2009), cattle (Bernhard and Field, 2000a; Layton
et al., 2006; Shanks et al., 2006b), chicken (Kobayashi et al., 2013;
Lu et al., 2007), and universal (general) (Bernhard and Field,
2000b; Kildare et al., 2007; Siefring et al., 2008). An advantage of
using molecular methods is that the samples are stable for long
periods with proper storage and thus can be reanalyzedwith assays
that are developed or improved after the samples are stored.

qPCR can quantitatively measure fluorescently labeled amplifi-
cation products using a hydrolysis probe or non-specific inter-
calating dye, which in principle can provide more sensitive
detection than endpoint PCR (Botes et al., 2013; Smith and Osborn,
2009). qPCR can also deliver more accurate measurement because
it avoids amplification bias that may occur in later cycles by
measuring fluorescent signal in real-time during an exponential
amplification phase (Smith and Osborn, 2009). Although a number
of studies have demonstrated good performance of general and
source-specific qPCR assays for MST application (Kildare et al.,
2007; Layton et al., 2006; Mieszkin et al., 2009; Shanks et al.,
2008), challenge of implementing qPCR methods in developing
countries remains an obstacle. Endpoint PCR, in contrast, involves
lower instrumental and yearly maintenance costs, lower costs for
each PCR (i.e., consumables, reagents, etc.), and less technical skill
(Riedel et al., 2014), all of which suit the application for use in
developing countries. In fact, promotion of PCR laboratories in
developing countries has also been increasingly emphasized
(Ragheb and Jimenez, 2014; World Health Organization, 2016).
Consequently, there is a pressing need to investigate endpoint PCR
assays for both general and source-specific fecal markers for use in
developing countries. Nonetheless, for some fecal sources, no
suitable endpoint PCR assays have been established (Ballest�e et al.,
2010; Bernhard and Field, 2000a; Gourmelon et al., 2007; Shanks
et al., 2010; Toledo-Hernandez et al., 2013). Therefore, it is
intriguing to adapt the widely used qPCR assays to endpoint plat-
forms and evaluate the performance of the modified endpoint PCR
counterparts. Apart from challenges in adapting the assay from
qPCR to PCR platforms, including probable loss of detection sensi-
tivity and accuracy (Botes et al., 2013; Smith and Osborn, 2009),
variability in PCR performance could further be impacted by labo-
ratory protocols and reagents used and therefore could vary from
laboratory to laboratory (Al-soud and Radstrom, 1998; Riedel et al.,
2014; Rissanen et al., 2010; Saeidi et al., 2017; Silva and Domingues,
2015). In practice, improved qPCR performance over PCR counter-
parts with similar primers and target amplicons appeared to be
assay-specific, as no improved sensitivity was shown in one study,
while 10 times improvement was shown in another study (Dagher
et al., 2004; Riedel et al., 2014).

Moreover, although fecal markers have been identified and
developed for source tracking applications in many countries, the
microorganism communities in gastrointestinal tracts can be dis-
similar for each host species in different geographical areas, which
may be due to climate, food, antibiotics, and other region-specific
factors (Adami and Cavazzoni, 1999; Looft et al., 2014; Lu et al.,
2013; Mah et al., 2008; Shanks et al., 2011). This potential varia-
tion can lead to variability in the performance of fecal markers
among regions. Sets of performance criteria facilitate the selection
of the best assay when method evaluation is critical. Sensitivity,
specificity, accuracy, positive predictive value, and negative pre-
dictive value have been used as criteria in the evaluation of MST
assays and are determined by measuring the intrinsic properties of
MST markers in regions of interest (Ballest�e et al., 2010; Cao et al.,
2015; Fremaux et al., 2009; G�omez-Do~nate et al., 2015; Green et al.,
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2012; Harwood et al., 2013; Li et al., 2015, 2016; Odagiri et al., 2015;
Schriewer et al., 2013; Wangkahad et al., 2017). Although no strict
guidelines are available, suitable values of sensitivity and specificity
have been recommended to be 0.80 and 0.90, respectively (Ahmed
et al., 2016; Boehm et al., 2013; U.S. Environmental Protection
Agency, 2005). It is also clear that these performance characteris-
tics depend on the number of samples collected for testing
markers; however, a lack of sample size guidelines has been
acknowledged (Ahmed et al., 2016; Harwood et al., 2014; Santo
Domingo et al., 2007). In epidemiology, a minimum sample size
can be computed to ensure that samples represent the prevalence
of markers or diseases in a populationwithin a specified confidence
level and acceptable error (Thompson, 2012).When evaluatingMST
assay performance, such a minimum sample size can be calculated
based on the expected marker prevalence, as defined by the assay's
sensitivity. Calculations of sample size vary with the method of
sampling. Three common statistical sampling designs used in ani-
mal populations are simple random sampling, cluster or two-stage
sampling, and stratified random sampling (Leon et al., 2011). Sim-
ple random sampling, or random sampling without replacement, is
the simplest sampling design and involves randomly selecting
samples with equal probabilities of selection from a population
(Thompson, 2012). Cluster or two-stage sampling is a type of
sampling method in which a whole population is divided into
clusters, and certain clusters are randomly selected for individual
sampling. In contrast, stratified random sampling classifies a pop-
ulation into strata of similar traits; samples are then collected from
each stratum by simple random sampling. The stratified random
selection method is generally used when strata are classified by
geographical region or other factors. Because one goal of this study
was to establish a set of MST markers that could be used
throughout the Tha Chin watershed, stratified random sampling
was most appropriate for calculating the sample size of target hosts
to achieve the expected sensitivity.

The ultimate goal of this study was to establish a set of endpoint
PCR assays for tracking universal and human-, swine-, and cattle-
specific fecal markers in agricultural watersheds in Thailand. The
specific objectives were to 1) perform method modification of the
widely used endpoint and qPCR primers to endpoint PCR assays for
universal (general) and human-, swine-, and cattle-specific fecal
origins; 2) evaluate performance of the modified endpoint PCR
assays on sewage and fecal samples of known origins from Tha Chin
watershed and validate in Chao Phrayawatershed; and 3) select the
best modified endpoint PCR assays and define their corresponding
detection limits.

2. Materials and methods

2.1. Study area

The Tha Chinwatershed is located in the central part of Thailand
(Fig. 1). It covers 13,477.16 km2 comprising 13 provinces. The Tha
Chin River is 325 km long, receives water from the Chao Phraya
River in Chai Nat Province and is connected to the Gulf of Thailand
in Samut Sakhon Province. The four main provinces (Chai Nat,
Suphan Buri, Nakhon Pathom, and Samut Sakhon) through which
the Tha Chin River passes were selected as sample collection re-
gions in this study (Hydro and Agro Informatics Institute, 2012a).
For a decade, the Tha Chin River had one of the poorest water
qualities among the 65 monitored freshwater sources in Thailand
(Pollution Control Department (PCD), 2015). The parameters that
pose water quality problems for the Tha Chin River include dis-
solved oxygen (DO), biochemical oxygen demand (BOD), total
coliform bacteria (TCB), fecal coliform bacteria (FCB), and
ammonia-nitrogen (NH3-N) (Pollution Control Department (PCD),



Fig. 1. Sampling map in the Tha Chin and Chao Phraya watersheds.
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2015). The upper and central regions of the Tha Chin River have
been suspected of both community and agricultural contamination,
while the lower Tha Chin River region is likely to be affected by
industry in addition to community and agriculture activities
(Pollution Control Department (PCD), 2015). Two main animal
husbandry practices in the Tha Chinwatershed include the tending
of swine and that of cattle; these animals, as well as human sources,
were used as target hosts for MST assays. Samples from animals
raised in lower numbers in the Tha Chin watershed, including
chickens, goats, sheep, buffalo, and ducks, served as non-target
hosts and were collected to determine the assay's specificity.
Additional target and non-target samples were collected from the
adjacent Chao Phraya watershed, including Phra Nakhon Si Ayut-
thaya, Pathum Thani, and Bangkok Provinces, to further validate the
PCR assays developed for the Tha Chinwatershed. The Chao Phraya
river is the main river in Thailand, flowing through Bangkok and
into the Gulf of Thailand. Its water quality is poor, ranking second to
the lower Tha Chin River (Pollution Control Department (PCD),
2015). The Chao Phraya watershed covers 20,523.42 km2 in 16
provinces locating community, agricultural and industrial activities
(Hydro and Agro Informatics Institute, 2012b).
2.2. Sample size calculation

The number of each target sample to be collected in the Tha Chin
watershed was calculated using a stratified random sampling
design (Table 1). Target populations were stratified based on
province, and their corresponding population sizes were gathered
from population census and farm animal records (Information and
Communication Technology Center, 2015; National Statistical Office
Thailand, 2016). Sample size was calculated with a 90% confidence
interval and an acceptable relative error of 0.20. The expected
prevalence of the marker in the population was assumed to equal
the threshold PCR assay's sensitivity of 0.80 (Ahmed et al., 2016;
15
Boehm et al., 2013; U.S. Environmental Protection Agency, 2005).
A minimum sample size was then calculated via Eq. (1) using
ProMESA version 2.3.0.2 (Leon et al., 2011). Sample sizes for non-
target hosts in each province of the Tha Chin watershed were
weighted based on population size, similarly to the stratified
sampling method (Table 1).

n ¼

Pe
i¼1

h
n2
i �pi�ð1�piÞ

wi

i

N2 � AE2

z2 þ Pe
i¼1

½ni � pið1� piÞ�
(1)

where e is the number of strata, ni is the number of individuals in
strata i, pi represents the expected prevalence in strata i, N is the
total number of individuals in the population, AE is the acceptable
absolute error, z corresponds to the value obtained from the stan-
dard normal distribution, and wi denotes a weighting factor for
each stratum, which is calculated as follows:

wi ¼
ni �

ffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffi
pi � ð1� piÞ

p
Pe
i¼1

�
ni �

ffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffi
pi � ð1� piÞ

p � (2)
2.3. Sample collection

For samples of human fecal origin, 100mL of raw human sewage
was collected by grab sampling from influent sumps of residential
buildings and office buildings with no fewer than 100 residents and
of hospitals with no fewer than 80 inpatient beds. The samples
were stored in decontaminated plastic bottles with 3.33mL of 0.3%
sodium thiosulfate. Non-human fecal samples were manually
collected from freshly excreted feces (within 2 h after excretion) on
8



Table 1
Number of composite samplesa for each animal host in the Tha Chin and Chao Phraya watersheds.

Location Target host Non-target host Total

Human Swine Cattle Chicken Goat Sheep Buffalo Duck

Tha Chin watershed
Chai Nat 5 2 3 2 2 3 4 1 22
Suphan Buri 4 10 10 8 2 2 1 2 39
Nakhon Pathom 5 8 7 9 3 0 0 2 34
Samut Sakhon 5 0 0 0 0 0 0 0 5
Total 19 20 20 19 7 5 5 5 100
Chao Phraya watershed
Pathum Thani 0 3 3 2 3 0 0 0 11
Bangkok 9 0 1 0 0 0 0 0 10
Phra Nakhon Si Ayutthaya 0 5 1 0 0 0 1 0 7
Total 9 8 5 2 3 0 1 0 28

a One composite sample was prepared from equal amount of at least 20 individual feces samples.
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the ground of agricultural farms. One composite sample was pre-
pared by onsite manual agitation of approximately one gram of
fresh feces from at least 20 different individuals. Feces of the
following animals were collected: pigs (Sus domesticus), cows (Bos
taurus and Bos indicus), chickens (Gallus gallus), ducks (Anas pla-
tyrhynchos), goats (Capra aegagrus hircus), sheep (Ovis aries), and
water buffalo (Bubalus bubalis). Mixed fecal samples were stored in
50-mL sterile polypropylene centrifuge tubes. Notably, fresh feces
samples, instead of a mixed slurry from a farm waste lagoon, were
collected to reduce variations in farm management, such as the use
of disinfectants or water to clean floors in contrast to sweeping
away dry feces, which could affect the number of expected mi-
croorganisms. Both water and feces samples were transported on
ice to the laboratory within 8 h. A total of 100 composite animal
fecal and human sewage samples from the Tha Chin watershed
were collected from January to September 2016, and a total of 28
composite fecal and human sewage samples were collected from
the Chao Phrayawatershed fromMay 2016 toMarch 2017 (Table 1).

2.4. DNA extraction

Water samples were stored at 5 �C, while composite fecal
samples were stored at �20 �C; neither was stored for more than
3 d before they were further processed by DNA extraction. Water
samples with volumes of 50e100mL were filtered through a 0.22-
mm-pore-size mixed cellulose ester membrane (Merck Millipore,
Billerica, MA, USA). The membrane filter was subsequently cut into
small pieces using straight iris stainless steel scissors. The scissors
were decontaminated between samples by wiping with RNAse
AWAY decontaminating agent (Thermo Scientific, Wilmington, DE,
USA) to remove DNA contamination on the surface, followed by
ethanol-dipping and burning. The cut membrane pieces were
subjected to DNA extraction using a ZR Fecal DNA MiniPrep™ kit,
following the manufacturer's instruction (Zymo Research, Irvine,
CA, USA). Approximately 150e200mg of composite fecal samples
was processed for DNA extraction also using the ZR Fecal DNA
MiniPrep™ kit (Zymo Research, Irvine, CA, USA). Approximately
50e150 mL of DNA extract was eluted and stored at �80 �C until use
within six months. DNA extracts were diluted in sterile distilled
water to 0.2, 2.0, and 20 ng mL�1 total DNA and stored at �20 �C
before used in PCR experiments within 10 days. Moreover, a total of
five extraction blanks were performed periodically by filtering
100mL of sterile distilled water and following similar protocols as
for sample DNA extraction.

2.5. Primers and PCR method modification

PCR primers targeting universal and human-, swine-, and cattle-
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specific fecal markers were selected from both endpoint and qPCR
platforms; all markers were originally reported to have high
specificity (Table 2). Primer maps show annealing regions with
partial 16 S rRNA genes of human-, swine-, and cattle-associated
Bacteroidales (see Figs. 1 and 2 in Somnark et al., 2018). A 10-mL
PCR involved 0.5 mL each of 10 mM forward primers and 10 mM
reverse primers, 1 mL of DNA template (corresponding to 0.2, 2.0 or
20 ng total DNA), 5 mL of DreamTaq PCR Master Mix (2�; Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), and sterile water. The reac-
tion was processed in a Mastercycler Pro thermocycler (Eppendorf,
Hamburg, Germany). Regardless of the original cycling conditions,
the PCR program in this study was modified with the following
steps: initial denaturation at 95 �C for 3min; 30 cycles of a dena-
turation step at 95 �C for 30 s, an annealing step at the temperature
and time stated (Table 2), and an elongation step at 72 �C for 30 s;
and a final extension at 72 �C for 10min. PCR products were
analyzed by gel agarose electrophoresis run at 100 V for 30min; the
gels were stained with ethidium bromide, and the DNA bands were
visualized with a Gel Doc XR system (BIO-RAD, Hercules, CA, USA).
2.6. Plasmid DNA constructs

Plasmid DNA standards were constructed with DNA inserts that
were PCR-amplified from specified fecal hosts. First, a DNA tem-
plate from an animal or sewage sample was amplified with PCR
primers, and the PCR product was separated using gel electro-
phoresis and purified with a QIAquick® Gel Extraction Kit (QIAGEN,
Hilden, Germany). Next, the purified gene amplicon was cloned
using competent E. coli DH5a cells and a pGEM-T Easy cloning kit
(Promega, Madison, WI, USA). Transformants were grown by
incubating them at 37 �C overnight on Luria-Bertani (LB) agar plates
supplemented with 100 mgmL�1 ampicillin, 80 mgmL�1 X-gal, and
200 mM isopropyl-b-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG). Trans-
formants were confirmed by colony PCR to have DNA inserts and
were subsequently propagated in LB broth containing 100 mgmL�1

ampicillin shaken overnight at 37 �C. Plasmid DNA standards from
overnight cultures were extracted using a QIAprep Spin Miniprep
Kit (QIAGEN, Hilden, Germany) as recommended by the manufac-
turer. The DNA inserts of purified plasmids were sequenced using
M13 primers at Macrogen, Inc. (Seoul, Republic of Korea). For the
universal marker, cloned plasmids were prepared with individual
DNA inserts from human, swine, cattle, chicken, goat, sheep, buf-
falo, and duck DNA samples. Sequences that were homologous to
the sequencing results were sought in the National Center for
Biotechnology Information (NCBI) database using the Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST) (Altschul et al., 1990). Plasmid
stocks were stored at �20 �C until use.



Table 2
Nucleotide sequences and experimental conditions of primers used in this study.

Host Assay
name

Primer
name

Primer
sequence (5' -
30)

Primer
size
(bp)

DNA
product
size (bp)

Annealing
temperature
(⁰C)

Annealing
time (s)

Target
microorganism

Target gene Original
platform

Reference

Universal BacUni
EP

BacUni-
520f

CGT-TAT-
CCG-GAT-
TTA-TTG-
GGT-TTA

24 170 60.0 30 Bacteroidales 16s rRNA qPCR (Kildare et al.,
2007)

BacUni-
690r1

CAA-TCG-
GAG-TTC-
TTC-GTG-
ATA-TCT-A

25

GenBac
EP

GenBac3F GGG-GTT-
CTG-AGA-
GGA-AGG-T

19 129 60.0 30 Bacteroidetes 16s rRNA qPCR (Siefring et al.,
2008)

GenBac3R CCG-TCA-
TCC-TTC-
ACG-CTA-CT

20

Bac32F/
Bac708R

Bac32F AAC-GCT-
AGC-TAC-
AGG-CTT

18 696a 53.7 60 Bacteroides-
Prevotella

16s rRNA PCR (Bernhard and
Field, 2000b;
Hussein et al.,
2014)Bac708R CAA-TCG-

GAG-TTC-
TTC-GTG

18

Human
sewage

BacHum
EP

BacHum-
160f

TGA-GTT-
CAC-ATG-
TCC-GCA-TGA

21 81 60.0 30 Bacteroidales 16s rRNA qPCR (Kildare et al.,
2007)

BacHum-
241r

CGT-TAC-
CCC-GCC-
TAC-TAT-
CTA-ATG

24

HF183/
BFDrev
EP

HF183 ATC-ATG-
AGT-TCA-
CAT-GTC-CG

20 167a 60.0 30 Bacteroides
dorei/total
Bacteroidales

16s rRNA qPCR (Haugland et al.,
2010)

BFDrev CGT-AGG-
AGT-TTG-
GAC-CGT-GT

20

Modified
HF183F/
Bac708R

HF183F ATC-ATG-
AGT-TCA-
CAT-GTC-CG

20 541a 55.3 60 Bacteroides-
Prevotella

16s rRNA PCR (Bernhard and
Field, 2000a;
Hussein et al.,
2014)Bac708R CAA-TCG-

GAG-TTC-
TTC-GTG

18

Swine PF163F/
Bac708R

PF163F GCG-GAT-
TAA-TAC-
CGT-ATG-A

19 559a 52.4 60 Bacteroides-
Prevotella

16s rRNA PCR (Dick et al., 2005;
Hussein et al.,
2014)

Bac708R CAA-TCG-
GAG-TTC-
TTC-GTG

18

Pig-2-Bac
EP

Pig-2-
Bac41F

GCA-TGA-
ATT-TAG-
CTT-GCT-
AAA-TTT-GAT

27 116 60.0 30 Bacteroidales 16s rRNA qPCR (Mieszkin et al.,
2009)

Pig-2-
Bac163Rm

ACC-TCA-
TAC-GGT-
ATT-AAT-
CCG-C

22

Cattle CowM2
EP

CowM2F CGG-CCA-
AAT-ACT-
CCT-GAT-CGT

21 92 60.0 30 Bacteroidales 16s rRNA qPCR (Shanks et al.,
2008)

CowM2R GCT-TGT-
TGC-GTT-
CCT-TGA-
GAT-AAT

24

BacCow
EP

CF128F CCA-ACY-
TTC-CCG-
WTA-CTC

18 177 60.0 30 Bacteroidales 16s rRNA qPCR (Kildare et al.,
2007)

BacCow
305r

GGA-CCG-
TGT-CTC-
AGT-TCC-
AGT-G

22

CF193F/
Bac708R

CF193 TAT-GAA-
AGC-TCC-
GGC-C

16 519a 55.0 30 Bacteroides-
Prevotella

16s rRNA PCR (Bernhard and
Field, 2000a)

Bac708R CAA-TCG-
GAG-TTC-
TTC-GTG

18

Modified
CF128F/
Bac708R

CF128F CCA-ACY-
TTC-CCG-
WTA-CTC

18 596a 62.0 60 Bacteriodales 16s rRNA PCR (Bernhard and
Field, 2000a;
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Table 2 (continued )

Host Assay
name

Primer
name

Primer
sequence (5' -
30)

Primer
size
(bp)

DNA
product
size (bp)

Annealing
temperature
(⁰C)

Annealing
time (s)

Target
microorganism

Target gene Original
platform

Reference

Lamendella et al.,
2007)

Bac708R CAA-TCG-
GAG-TTC-
TTC-GTG

18

Bac2 Bac2F GCT-TGT-
TGC-GTT-
CCT-TGAGAT-
AAT

24 274 62.0 30 Bacteroidales Gene encoding an HDIG domain
protein involved in energy
metab- olism and electron
transport

PCR (Shanks et al.,
2006b)

Bac2R ACA-AGC-
CAG-GTG-
ATA-CAG-
AAA-G

22

Bac3 Bac3F CTA-ATG-
GAA-AAT-
GGA-TGG-
TAT-CT

23 166 60.0 30 Bacteroidales Gene encoding a sialic acid-
specific 9-O- acetylesterase
secretory protein homolog

PCR (Shanks et al.,
2006b)

Bac3R GCC-GCC-
CAG-CTC-
AAA-TAG

18

Cow-
Bac2 EP

qCS621F AAC-CAC-
AGC-CCG-
CGA-TT

17 104a 62.0 30 Bacteroides-
Prevotella

16s rRNA SYBR
qPCR

(Okabe et al.,
2007)

qBac725R CAA-TCG-
GAG-TTC-
TTC-GTG-
ATA-TCT-A

25

BoBac EP BoBac367f GAA-GAC-
TGA-ACC-
AGC-CAA-
GTA

21 100 57.0 30 Bacteroides 16s rRNA qPCR (Layton et al.,
2006)

BoBac467r GCT-TAT-
TCA-TAC-
GGT-ACA-
TAC-AAG

24

a DNA product size identified by BLAST (Somnark et al., 2018).
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2.7. PCR quality controls

PCRs for each DNA sample were replicated by two different lab
personnel on different days to demonstrate reproducibility (inter-
assay consistency). The replicates for 1.5% (n¼ 1568) of all samples
did not agree; thus, these PCRs were repeated one additional time,
and regardless of the result, positive or negative, the majority was
recorded. Negative PCR results were reported when negative re-
sults were obtained at all three DNA template concentrations (0.2,
2.0, and 20 ng), which corresponded to 18.5e2.51� 103-fold di-
lutions from undiluted samples. Each no-template control (NTC)
and plasmid standard for each primer pair were included in every
PCR run. When performing PCR, target samples with 0.2e20 ng of
total DNA, corresponding to 0.01 ng-10mg of feces, were tested for
the presence of DNA markers. To prevent bias, the amounts of the
non-target samples that were testedwere similar to the amounts of
the target host that yielded positive results.
2.8. Confirmation of absence of PCR inhibition

Absence of PCR inhibition was confirmed by adding 200 ng mL�1

(final concentration) bovine serum albumin (BSA) (Gawler et al.,
2007; Schriewer et al., 2011) to a PCR that had the universal
primer pair GenBac3F/GenBac3R and contained 0.2e20 ng of DNA
extract of two duck composite fecal samples and two sewage
samples. Subsequent tests were performed with the same primer
pair with a qPCR platform. The qPCR contained 20 ng of DNA
extract, 1� KAPA PROBE FAST qPCR Kit Master Mix (Kapa
161
Biosystems, Wilmington, MA, USA), 400 nM each primer, 100 nM
probe (FAM-5ʹCAA-TAT-TCC-TCA-CTG-CTG-CCT-CCC-GTA3ʹ-TAMRA
(Dick and Field, 2004),), 1� ROX high, 50 and 200 ng mL�1

final
concentrations of BSA, and enough PCR-grade water to reach 20 mL
in final volume. The qPCR was performed using a StepOnePlus™
Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
with the following program: 95 �C for 3min, followed by 40 cycles
of 95 �C for 15 s and 60 �C for 1min. No significant differences in Cq
values were observed at 0, 50 and 200 ng mL�1

final concentrations
of BSA in all samples tested (p> .05, repeated measures one-way
ANOVA). In summary, addition of BSA showed no effect in either
endpoint PCR or qPCR assays, which further suggested that nega-
tive PCR results were not due to an inhibition effect. Thus, BSAwas
not used in the PCR, and PCR inhibition was not further suspected.
2.9. Performance evaluation measures

The best PCR markers for universal and host-specific fecal ori-
gins were selected based on their sensitivity, specificity, accuracy,
positive predictive value, and negative predictive value, as calcu-
lated by Eqs. (3)e(7). Sensitivity is a measure of DNA marker dis-
tribution in a target host population. Specificity, on the other hand,
reflects whether the markers are distributed only in target hosts or
also in non-target hosts. Sensitivity can be calculated as the fraction
of known positive samples that yield positive results (i.e., visualized
PCR product band) with the PCR assay of interest, while specificity
refers to the fraction of known negative samples that yield negative
results with the PCR assay of interest. Accuracy is calculated as the
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fraction of samples correctly detected as negative or positive. The
positive predictive value refers to the probability that a positive
result would be derived from a truly positive sample, and the
negative predictive value is the probability that a negative result
would be derived from a truly negative sample. Significant differ-
ences between performance measures in different datasets were
investigatedwith a two-proportion z test using the Yates correction
in SigmaPlot 11.0.

Sensitivity ¼ TP
TP þ FN

(3)

Specificity ¼ TN
TN þ FP

(4)

Accuracy ¼ TP þ TN
TP þ FP þ TN þ FN

(5)

Positive predictive value ¼ TP
TP þ FP

(6)

Negative predictive value ¼ TN
TN þ FN

(7)

where TP (true positive) represents the number of target samples
that showed positive results, FN (false negative) denotes the
number of target samples that showed negative results, TN (true
negative) represents the number of non-target samples that
showed negative results, and FP (false positive) is the number of
non-target samples that showed positive results.
2.10. PCR assay detection limits

Plasmid DNA constructs were linearized by PstI or SalI FastDi-
gest® enzyme (Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA), and the
products were purifiedwith the Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit
(Zymo Research, Irvine, CA, USA). The linearized plasmid copies
were calculated using plasmid molecular weights, and concentra-
tions were measured using a NanoDrop spectrophotometer
(Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA). For each human-, swine-
, and cattle-specific PCR primer pair, two plasmid clones from the
same cloning reaction were chosen to determine the detection
limits, while for the universal PCR assay, two plasmid clones from
each host source (i.e., human, swine, cattle, chicken, goat, sheep,
buffalo, and duck), constituting 16 clones in total, were used. The
PCR detection limits were determined by varying the number of
plasmid copies used as templates in PCRs. The lowest plasmid copy
number that provided positive PCR results when performed in ten
replicates was considered the detection limit for each plasmid
clone. The PCR detection limit for each PCR primer was reported as
a range if different clones exhibited different detection limits.
3. Results

3.1. PCR method modification and quality control

DNA sequences of the product amplicons from the modified
endpoint PCR assays were identified, and homology to the database
was shown (Table 3). All ten assays demonstrated high homology
with amplicons from originally designed endpoint PCR and qPCR
assays. The results revealed the successful endpoint PCR modifi-
cation that could detect the desired genetic markers originally re-
ported. In a total of 253 instrumental runs, 96.8% of NTCs (n¼ 253)
were free of contaminated DNA. Only samples co-runwith negative
16
NTCs were included for further analysis. All five extraction blanks
were negative when amplified with universal primer BacUni EP.
3.2. Evaluation of MST marker performance from the Tha Chin
watershed

Of all 16 MST markers, ten were assayed in all fecal and sewage
samples of known origin from the Tha Chin watershed, and the
performance evaluation measures were determined (Table 4 and
Table 1 in Somnark et al. (2018)). There were MST markers that
were tested with only a subset of samples because of their obvi-
ously poor performance (their sensitivity and specificity were
explicitly lower than 0.70 and 0.80, respectively; see Table 2 in
Somnark et al. (2018)). Consequently, these primer pairs were later
excluded from the performance assessment. Two universal
markers, BacUni EP and GenBac3 EP, demonstrated ideal perfor-
mance, while the Bac32F/Bac708R marker failed to detect only one
human sewage sample. HF183/BFDrev EP demonstrated the highest
specificity, accuracy, and positive predictive value, even though its
sensitivity to human sewage was slightly lower than that of the
other two human-specific assays. The swine-specific Pig-2-Bac EP
marker presented perfect sensitivity and high specificity by cross-
reacting with only two chicken composite samples. For cattle-
specific markers, both Bac2 and Bac3 markers delivered perfect
specificity and positive predictive values, but the latter primer pair
showed higher sensitivity and accuracy and a negative predictive
value. When these characteristics were determined, the best host-
specific MST markers for human, swine, and cattle were selected to
be HF183/BFDrev EP, Pig-2-Bac EP, and Bac3, respectively. Although
both universal markers BacUni EP and GenBac3 EP performed
equally well, the BacUni EP marker was chosen for further
characterization.
3.3. Validation with the Chao Phraya watershed

A set of ten PCR markers that had been assessed with fecal and
sewage samples from the Tha Chin watershed was also used to
examine samples from the Chao Phraya watershed (see Table 1 in
Somnark et al. (2018)). The performance evaluation criteria were
calculated (Table 4). No significant difference in the performance
measures between samples from the twowatersheds was observed
for most MST markers (p> .05, two-proportion z test). Exceptions
were observed in the human-specific marker HF183/BFDrev EP and
the cow-specific marker Cow-Bac2 EP, whose performance criteria
were significantly improved in the Chao Phraya watershed (p< .05,
two-proportion z test). However, the results must be interpreted
with care because thesemarkers were tested with a slightly smaller
variety of non-target animals. In summary, the same set of best
universal and host-specific MST markers from the Tha Chin
watershed, including BacUni EP, HF183/BFDrev EP, Pig-2-Bac EP,
and Bac3 markers, could be used and performed equally well in the
Chao Phraya watershed.
3.4. PCR detection limits

The PCR detection limits, as identified by plasmid clone stan-
dards, ranged from 300 to 3000 copies per 10-mL PCR for host-
specific markers (Table 5). For the universal BacUni EP marker,
the detection limits for a total of 18 cloned plasmids from fecal DNA
of human, swine, cattle, chicken, goat, sheep, buffalo, and duck
samples were separately determined to range from 30 to 3000
copies per reaction.
2



Table 3
Amplified products from modified endpoint PCR assays.

Host Assay name PCR product
(bp)

%
Identity

% Query
cover

Matched nearest reference sequence (s)

Universal BacUni EP 176e177 100 100 Bacteroides spp.
GenBac3 EP 129 100 100 Bacteroides spp.
Bac32F/Bac708R 687e695 99 100 Bacteroides spp.

Human BacHum EP 82 100 100 Bacteroides spp.
HF183F/BFDrev EP 167 100 100 AB242142
Modified HF183F/
Bac708R

541 99 100 Bacteroides spp.

Swine Pig-2-Bac EP 117 91
e100

100 AB237869 (100%); AB237867 (91%); AY695691 (98%); AB695696 (93%)

Cattle Bac2 232 38 93 An HDIG domain protein involved in energy metab- olism and electron transport (with 32% identity
from Shanks et al. (2006b))

Bac3 166 74 97 A sialic acid-specific 9-O- acetylesterase secretory protein homolog (with 75% identity from Shanks
et al. (2006b))

Cow-Bac2 EP 104 89 100 AF233407

Table 5
Detection limit of the best endpoint PCR assays.

Host Assay name PCR detection limit (copy no. per reaction)

Universal BacUni EP 30-3,000
Human HF183F/BFDrev EP 300
Swine Pig-2-Bac EP 3000
Cattle Bac3 300
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4. Discussion

A total of 16 endpoint PCR assays targeting Bacteroidales genes
were successfully modified from 7 endpoint and 9 qPCR platforms
as demonstrated by correct DNA amplicons similar to those of the
original assays. To compare the performance of Bacteroidales fecal
markers across PCR platforms (endpoint or quantitative) and
geographic regions, the sensitivity and specificity of published as-
says, both originally designed studies and publications that adop-
ted the original assay for use in another geographic region, were
compiled (see Table 3 in Somnark et al., 2018). Of all 9 original qPCR
assays, only one qPCR assay (BacHum qPCR) had been previously
adapted to an endpoint PCR platform (Ahmed et al., 2009). The
human-specific BacHum EP marker demonstrated reduced speci-
ficity to 0.53e0.54 in Thailand, while great specificity of 0.96 was
reported in Australia in an endpoint PCR platform, similar to the
0.98 specificity for the BacHum qPCR assay in California, USA
(Ahmed et al., 2009; Kildare et al., 2007; this study). Reduced
specificity of the BacHum EP in this study was due to its strong
reaction with goat and swine samples (66e88%) and moderate
reactionwith buffalo, sheep, duck, and chicken feces (20e47%) (see
Table 1 in Somnark et al. (2018)). However, excellent performance
of the modified endpoint PCR (0.84e1.00 sensitivity and 0.77e1.00
specificity) similar to the original qPCR platforms was observed in
the BacUni, GenBac, HF183/BFDrev, and Pig-2-Bac genetic markers
(Haugland et al., 2010; Kildare et al., 2007; Mieszkin et al., 2009;
Siefring et al., 2008). Although reduction in specificity from 1.00
to 0.50e0.78 of Cow-Bac2 EP, compared to the original Cow-Bac2
Table 4
Performance evaluation measures of PCR assays in the Tha Chin and Chao Phraya waters

Host Assay name Tha Chin watershed

Sensitivity Specificity Accuracy Positive
predictive value

Negat
predic

Universal BacUni EP 1.00 NAa 1.00 1.00 NA
GenBac3 EP 1.00 NA 1.00 1.00 NA
Bac32F/Bac708R 0.96 NA 0.96 1.00 NA

Human BacHum EP 0.95 0.54 0.62 0.33 0.98
HF183F/BFDrev EP 0.84 0.77b 0.78b 0.46b 0.95
Modified HF183F/
Bac708R

0.95 0.70 0.75 0.43 0.98

Swine Pig-2-Bac EP 1.00 0.98 0.98 0.91 1.00
Cattle Bac2 0.70 1.00 0.94 1.00 0.93

Bac3 0.85 1.00 0.97 1.00 0.96
Cow-Bac2 EP 0.90 0.50b 0.58b 0.31 0.95

a Not applicable.
b Significant difference was observed between Tha Chin and Chao Phraya watersheds

163
qPCR assay (Okabe et al., 2007), was noticed, this was because
the endpoint PCR counterpart strongly cross-reacted with fecal
samples from chicken, goat, sheep, buffalo, and duck (80e100% for
each species). Moreover, a set of fecal markers (CowM2 EP, BacCow
EP, and BoBac EP) was tested with only a subset of fecal samples but
with no human-derived samples due to notice of potential reduced
specificity (see Tables 2 and 3 in Somnark et al. (2018)). Nonethe-
less, the specificity and sensitivity of the modified endpoint PCR
assays could have been improved if the methods had been further
optimized for reaction components and cycling conditions. CowM2
EP and BacCow EP could amplify every DNA sample (6 of 6) from
swine, chicken, and goat, while BoBac EP could detect DNAmarkers
from 18 out of 19 swine fecal samples only (no cross-reaction with
chicken, goat, sheep, buffalo, and duck samples). Consequently,
probable loss of specificity of the assay due to lack of qPCR probes
could remain a challenge when adapting the assay from qPCR to
PCR platforms in certain assays (Botes et al., 2013; Smith and
Osborn, 2009). Moreover, endpoint PCR has a higher chance of
false negatives due to undetectable partial inhibition and partial
heds.

Chao Phraya watershed

ive
tive value

Sensitivity Specificity Accuracy Positive
predictive value

Negative
predictive value

0.96 NA 0.96 1.00 NA
1.00 NA 1.00 1.00 NA
1.00 NA 1.00 1.00 NA
1.00 0.53 0.68 0.50 1.00
1.00 1.00b 1.00b 1.00b 1.00
1.00 0.68 0.79 0.60 1.00

1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
1.00 0.78b 0.82b 0.50 1.00

as calculated by the two-proportion z test at p-values of 0.05 or less.
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interference to the DNA isolation steps, which could affect the
calculated sensitivity and specificity (Shanks et al., 2006a; Riedel
et al., 2014; Rossen et al., 1992).

The following seven endpoint PCR fecal markers, including
Bac32F/Bac708R, human-specific HF183F/Bac708R, swine-specific
PF163F/Bac708R, and cow-specific Bac2, Bac3, CF193F/Bac708R,
and CF128F/Bac708R markers were subsequently tested in other
regions with an endpoint PCR platform (see Table 3 in Somnark
et al. (2018)). The Bac32F/Bac708R primers performed well, with
a sensitivity ranging from 0.78 to 1.00 in both tropical and
temperate areas, consistent with our results (Ahmed et al., 2009;
Bernhard and Field, 2000b; Bower et al., 2005; Carson et al.,
2005; Fremaux et al., 2009; Gourmelon et al., 2007; Lamendella
et al., 2009; Toledo-Hernandez et al., 2013). The human-specific
primers HF183F/Bac708R demonstrated great sensitivity in
Thailand (0.95), in agreement with results obtained for regions in
USA, France, Canada, and Australia, while the sensitivity of this
marker in Spain is unexpectedly low (0.50) (Ahmed et al., 2008,
2012; Ballest�e et al., 2010; Bernhard and Field, 2000a; Bower
et al., 2005; Fremaux et al., 2009; Gourmelon et al., 2007; Toledo-
Hernandez et al., 2013). The swine-specific primers PF163F/
Bac708R exhibited great sensitivity in this study in Thailand and
other countries (Dick et al., 2005; Fremaux et al., 2009; Gourmelon
et al., 2007; Lamendella et al., 2009; Toledo-Hernandez et al., 2013),
but its cross-reaction with a limited number of cattle, chicken,
sheep, and buffalo (14 out of 49) prevented us from characterizing
the marker with a full set of fecal samples that would include hu-
man sewage. The simultaneously developed cattle-specific Bac2
and Bac3 markers showed perfect specificity in both this study and
in the original region, although the sensitivity of their assays was
consistently compromised. The cattle- or ruminant-specific
CF193F/Bac708R primers were not fully tested with samples in
Thailand because of its low sensitivity, in agreement with results
obtained in Spain and Canada. The cattle- or ruminant-specific
CF128F/Bac708R primers performed well with cattle feces but
also with swine, chicken, and goat samples; the low specificity has
been observed in other regions. It should be noted that, although
there could be challenges in modifying from qPCR to endpoint PCR
platform, this study showed that three out of four best assays
(BacUni EP, HF183F/BFDrev EP, and Pig-2-Bac EP) were modified
from qPCR platforms that outperformed their endpoint PCR con-
testants. Moreover, the distribution and levels of DNA markers
could be affected by many factors; for example, the presence of
CF128 and CF193 markers in cattle hosts was observed to be
associated with the age and diet of calves (Shanks et al., 2014).
Furthermore, some studies have used individual samples, while
others have tested the markers with mixed or composite samples.
The use of composite samples as opposed to individual fecal sam-
ples could compromise the true measurement of marker distribu-
tions in target and non-target hosts. However, in this study,
composite fecal samples were intentionally created from the same
animal facilities; moreover, human sewage samples were collected
from populated buildings as representatives of human fecal
pollution. Supported by the stratified random sampling method,
each composite sample offered marker prevalence information in
facility levels. The purpose of this approach was to mimic a situa-
tion in which massive fecal contamination from a farm level or
community level is introduced into water bodies from runoff or
direct disposal.

Expanding the application of these PCR assays to other regions
would require additional validation tests with known fecal samples
because of the potentially dissimilar distribution and prevalence of
each genetic marker in human and animal populations. Addition-
ally, calculation of sample sizes for proper sampling design is
necessary to prevent oversized samples, which require more time
16
and money to process. Proper design is also necessary to avoid
undersized samples, which would be inaccurate representations of
the population of interest (Thompson, 2012). The use of the PCR
assays examined in this study, which provided qualitative in-
dications of pollution sources, could serve as a screening step that
would lead to a thorough investigation of fecal source apportion-
ment via other techniques, such as qPCR. Moreover, this study had
evaluated the performance of PCR assays in detecting genetic tar-
gets, which were the intrinsic properties of sensitivity and speci-
ficity (Harwood and Stoeckel, 2011). For future MST application in
environmental water samples, it is important to consider other
factors that could influence the performance of the PCR assays,
including inhibition effect from interfering substances present in
environmental matrices, loss in recovery during sample processing,
and the method's detection limits (Odagiri et al., 2016; Rajal et al.,
2007; U.S. Environmental Protection Agency, 2004).

In conclusion, this work evaluated the performance of modified
endpoint PCR assays in detecting Bacteroidales genetic targets in
tropical agricultural watersheds. The BacUni EP, HF183/BFDrev EP,
Pig-2-Bac EP, and Bac3 assays demonstrated potential for MST of
general (non-host specific) and human-, swine-, and cattle-derived
fecal pollution in the two most significant watersheds in central
Thailand. This research demonstrates the multiregional applica-
bility of the Bacteroidales genes in MST and emphasizes the need to
use significant sample sizes to validate the MST markers in a new
geographic area.
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M
T
H

D
E

E

D

ubject area
 Biology

ore specific subject area
 Applied microbiology

ype of data
 Tables and figures

ow data were acquired
 PCR instrument (Mastercycler Pro thermocycler, Eppendorf), and litera-

ture review

ata format
 Analyzed

xperimental factors
 Composite fecal and sewage samples were collected, and DNA extraction

was performed

xperimental features
 PCR primers originally designed as endpoint and quantitative PCR were

used in the modified endpoint PCR assays.

ata source location
 Samples were collected from Tha Chin (Chai Nat, Suphan Buri, Nakhon

Pathom, and Samut Sakhon provinces) and Chao Phraya (Phra Nakhon Si
Ayutthaya, Pathum Thani, and Bangkok provinces) watersheds, located in
the central part of Thailand.
ata accessibility
 Data are with this article
D

Value of the data

– PCR results of Bacteroidales-modified endpoint PCR markers could be compared with microbial
source tracking (MST) studies in other geographic areas for further development of region-specific
MST methods.

– Bacteroidales PCR primer maps could offer an insight into annealing regions of primers for further
design of new primers or evaluating currently available primers with their performance.

– A summary of PCR assays that are originally designed and adopted to other regions could serve as a
database for comparing the MST method performance in different geographical areas.
1. Data

We performed endpoint PCR assays modified from published methods originally in PCR and qPCR
platforms. PCR results of ten good-performing modified endpoint PCR assays against human sewage
and animal fecal samples from Tha Chin and Chao Phraya watersheds are shown (Table 1). There were
six modified endpoint PCR assays that demonstrated potentially low sensitivity or specificity during
the process of testing against a limited number of samples and therefore were not further tested with
total samples (Table 2). We also compiled sensitivity and specificity data of previously published
Bacteroidales genetic markers from both studies that originally designed the assays and studies that
adopted the designed assays to be used in another geographic location (Table 3). To provide further
insight into PCR performance, we mapped PCR primers to 16 s rRNA gene of human-, swine-, and
cattle-associated Bacteroidales (Figs. 1 and 2). Amplified PCR products with universal and human-,
swine-, and cattle-specific Bacteroidales PCR assays were presented (Fig. 3).
2. Experimental design, materials and methods

2.1. Sample collection and DNA extraction

Raw human sewage and non-human fecal samples were collected from Tha Chin and Chao Phraya
watersheds. One composite fecal sample was prepared by mixing fresh feces of at least 20 individuals.
Samples were transported on ice to the laboratory. DNA extraction of composite fecal samples and
0.22-µm-pore-size mixed cellulose ester membrane (Merck Millipore, Billerica, MA, USA) after 50–
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Table 1
Positive PCR results of modified endpoint PCR markers showing good performance with samples from Tha Chin and Chao Phraya watersheds.

Host Assay name Tha Chin watershed Chao Phraya watershed

Human
(19)

Swine
(20)

Cattle
(20)

Chicken
(19)

Goat
(7)

Sheep
(5)

Buffalo
(5)

Duck
(5)

Human
(9)

Swine
(8)

Cattle
(5)

Chicken
(2)

Goat
(3)

Buffalo
(1)

Universal BacUni EP 19 20 20 20 7 5 5 5 9 8 5 1 3 1
GenBac3 EP 19 20 20 20 7 5 5 5 9 8 5 2 3 1
Bac32F/Bac708R 15 20 20 20 7 5 5 5 9 8 5 2 3 1

Human BacHum EP 18 17 1 9 5 2 1 2 9 7 0 0 2 0
HF183F/BFDrev EP 16 4 1 9 2 1 0 2 9 0 0 0 0 0
Modified HF183F/
Bac708R

18 4 4 12 1 1 0 2 9 5 0 0 1 0

Swine Pig-2-Bac EP 0 20 0 2 0 0 0 0 0 8 0 0 0 0

Cattle Bac2 0 0 14 0 0 0 0 0 0 0 5 0 0 0
Bac3 0 0 17 0 0 0 0 0 0 0 5 0 0 0
Cow-Bac2 EP 0 1 18 18 7 5 5 4 0 0 5 1 3 1
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Table 2
Positive PCR results of modified endpoint PCR markers showing relatively poor performance with limited numbers of samples
from the Tha Chin watershed.

Fecal origin Assay name No. of positive samples/no. of samples testeda Sensitivity Specificity Accuracy

Human Swine Cattle Chicken Goat Sheep Buffalo Duck

Swine PF163F/Bac708R 0/0 20/20 6/20 3/19 0/7 1/5 4/5 0/5 1.00 0.77 0.83

Cattle CowM2 EP 0/0 3/3 6/7 1/1 2/2 0/0 0/0 0/0 0.86 0.00 0.47
BacCow EP 0/0 3/3 7/7 1/1 2/2 0/0 0/0 0/0 1.00 0.00 0.54
CF193F/Bac708R 0/0 0/3 0/7 0/1 0/2 0/0 0/0 0/0 0.00 1.00 0.46

CF128F/Bac708R 0/0 3/3 7/7 1/1 2/2 0/0 0/0 0/0 1.00 0.00 0.54

BoBac EP 0/0 18/19 20/20 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 1.00 0.05 0.54

a Limited number of animal samples tested for certain assays due to potentially low sensitivity or specificity.
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100mL human sewage filtration was performed with a ZR Fecal DNA MiniPrep kit (Zymo Research,
Irvine, CA, USA). DNA concentrations were measured using a NanoDrop spectrophotometer (Thermo
Scientific, Wilmington, DE, USA).
2.2. PCR method modification and performance criteria

PCR primers targeting universal and human-, swine-, and cattle-specific fecal markers were
selected from both endpoint and quantitative PCR platforms (Table 4). A 10-μL PCR is composed of
0.5 μL each of 10μM forward primers and 10 μM reverse primers, 1-μL of DNA template (corre-
sponding to 0.2, 2.0 or 20 ng total DNA), 5 μL of DreamTaq PCR Master Mix (2×; Thermo Fisher Sci-
entific, Waltham, MA, USA), and sterile water. The reaction was processed in a Mastercycler Pro
thermocycler (Eppendorf, Hamburg, Germany). PCR cycling conditions were modified as follows:
initial denaturation at 95 °C for 3min; 30 cycles of a denaturation step at 95 °C for 30 s, an annealing
step at varying temperature and time (Table 4), and an elongation step at 72 °C for 30 s; and a final
extension at 72 °C for 10min. PCR products were visualized with a Gel Doc XR system (BIO-RAD,
Hercules, CA, USA). PCRs were run in duplicate. No-template controls and extraction blanks were
included for quality control. Performance criteria including sensitivity, specificity, and accuracy were
calculated as TP/(TPþFN), TN/(TNþFP), and (TPþTN)/(TPþFPþTNþFN), respectively, where TP, FN,
TN, and FP, are true positive, false negative, true negative, and false positive, respectively.
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Table 3
Sensitivity and specificity of Bacteroidales markers in studied in which the assays were originally designed and adopted to other geographic regions.

Host
source

Assay
name

Platform Geographical region Original/
Adopted

Sensitivity (n)a Specificity (n) Non-target hosts Reference

Universal BacUni qPCR California, USA Original 1.00 (n¼73) NAb Humanc, cow, horse, dog, cat, seagull, WWTPd (pri-
mary influent)

[1]

PCR Tha Chin watershed, Thailand Adopted 1.00 (n¼100,
composite)

NA Swine, cattle, chicken, goat, sheep, buffalo, duck,
sewagee

[2]

PCR Chao Phraya watershed, Thailand Adopted 0.96 (n¼28,
composite)

NA Swine, cattle, chicken, goat, buffalo, sewage [2]

Universal GenBac3 qPCR Louisiana, Michigan, Mississippi,
USA

Original NA NA Surface water sample [3]

PCR Tha Chin watershed, Thailand Adopted 1.00 (n¼100,
composite)

NA Swine, cattle, chicken, goat, sheep, buffalo, duck,
sewage

[2]

Chao Phraya watershed, Thailand Adopted 1.00 (n¼28,
composite)

NA Swine, cattle, chicken, goat, buffalo, sewage [2]

Universal Bac32F/
Bac708R

PCR Oregon, USA Original 1.00 (n¼30) NA Human, cow [4]

PCR Southeast Queensland, Australia Adopted 1.00 (n¼186) NA Cattle, pig, sheep, goat, horse, chicken, dog, duck,
pelican, kangaroo, WWTP

[5] (one
base pair
mismatch
for Bac32F
primer)

PCR Wisconsin, USA Adopted 1.00 (n¼89) NA Cow, WWTP [6]
PCR Missouri, USA Adopted 0.89 (n¼286) NA Human, sewage, dog, beef cattle, dairy cattle,

chicken, turkey, horse, swine, goose
[7]

PCR Britanny and Normandy, France Adopted 0.96 (n¼136) NA Pig, cow, sheep, chicken, wild bird [8]
PCR Saskatchewan, Canada Adopted 1.00 (n¼273) NA Human, WWTP, cow, pig, chicken, goose, moose,

deer, caribou, bison, goat
[9]

PCR Illinois, Nebraska, Ohio, Texas,
Delaware, and West Virginia, USA

Adopted 0.78 (n¼222) NA Cattle, human, chicken, raccoon, horse, pig, pig
manure pit, pig waste lagoon

[10]

PCR Puerto Rico, USA Adopted 0.89 (n¼356) NA Cow, goat, horse, swine, monkey, fish, pigeon,
chicken, guinea fowl, duck, turkey, swan, WWTP

[11]

PCR Tha Chin watershed, Thailand Adopted 0.96 (n¼100,
composite)

NA Swine, cattle, chicken, goat, sheep, buffalo, duck,
sewage

[2]

Chao Phraya watershed, Thailand Adopted 1.00 (n¼28,
composite)

NA Swine, cattle, chicken, goat, buffalo, sewage [2]

P.Som
nark

et
al./

D
ata

in
Brief

19
(2018)

156
–169

160

172



Human BacHum qPCR California, USA Original 0.67 (n¼18); 0.98 (n¼41) Cow, horse, dog, cat, seagull [1]
1.00 (n¼14,
sewage)

PCR Southeast Queensland, Australia Adopted 1.00 (n¼50,
WWTP)

0.96 (n¼136) Cattle, pig, sheep, goat, horse, chicken, dog, duck,
pelican, kangaroo

[5]

PCR Tha Chin watershed, Thailand Adopted 0.95 (n¼19,
sewage)

0.54 (n¼81,
composite)

Swine, cattle, chicken, goat, sheep, buffalo, duck [2]

Chao Phraya watershed, Thailand Adopted 1.00 (n¼9,
sewage)

0.53 (n¼19,
composite)

Swine, cattle, chicken, goat, buffalo [2]

Human HF183/
BFDrev

qPCR Michigan, Minnesota, Colorado,
South Dakota, Wyoming, Hawaii,
Virginia, Ohio, Florida, North Car-
olina, and New York, USA

Original 1.00 (n¼14,
WWTP)

0.60 (n¼5,
composite)

Cow, pig, chicken, dog, cat [12]

PCR Tha Chin watershed, Thailand Adopted 0.84 (n¼19,
sewage)

0.77 (n¼81,
composite)

Swine, cattle, chicken, goat, sheep, buffalo, duck [2]

Chao Phraya watershed, Thailand Adopted 1.00 (n¼9,
sewage)

1.00 (n¼19,
composite)

Swine, cattle, chicken, goat, buffalo [2]

Human HF183/
Bac708R

PCR Oregon, USA original 0.85 (n¼13); 1.00
(n¼3, WWTP)

1.00 (n¼46) Cow, deer, elk, cat, dog, duck, pig, gull, goat, llama,
sheep

[13]

PCR Southeast Queensland, Australia Adopted 1.00 (n¼52,
WWTP)

1.00 (n¼155) Duck, kangaroos, cattle, horse, dog, chicken, pig,
pelican, goat, deer, wild birds, sheep

[14]

PCR Spain Adopted 0.50 (n¼40,
WWTP)

0.71 (n¼73) Poultry, pig, cow [15]

PCR Southeast Queensland, Australia Adopted 1.00 (n¼59,
WWTP); 0.80
(n¼20)

0.95 (n¼214) Bird, camel, cattle, chicken, dog, duck, horse, kan-
garoo, pig, possom

[16]

PCR Britanny and Normandy, France Adopted 0.98 (n¼44) 0.99 (n¼86) Pig, cow, sheep, chicken, wild bird [8]
PCR Puerto Rico, USA Adopted 0.75 (n¼16, sew-

age WWTP)
1.00 (n¼340) Cow, goat, horse, swine, monkey, fish, pigeon,

chicken, guinea fowl, duck, turkey, swan
[11]

PCR Wisconsin, USA Adopted 1.00 (n¼14,
WWTP)

1.00 (n¼75) Cow [6]

PCR Saskatchewan, Canada Adopted 1.00 (n¼8,
WWTP);

1.00 (n¼211) Cow, pig, chicken, goose, moose, deer, caribou, bison,
goat

[9]

0.94 (n¼54)

PCR Tha Chin watershed, Thailand Adopted 0.95 (n¼19,
sewage)

0.70 (n¼81,
composite)

Swine, cattle, chicken, goat, sheep, buffalo, duck [2]
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Table 3 (continued )

Host
source

Assay
name

Platform Geographical region Original/
Adopted

Sensitivity (n)a Specificity (n) Non-target hosts Reference

Chao Phraya watershed, Thailand Adopted 1.00 (n¼9,
sewage)

0.68 (n¼19,
composite)

Swine, cattle, chicken, goat, buffalo [2]

Swine PF163F/
Bac708R

PCR Cincinnati, Ohio Original 1.00 (n¼19) NA NA [17]

PCR Saskatchewan, Canada Adopted 1.00 (n¼50) 1.00 (n¼223) Human, WWTP, cow, chicken, goose, moose, deer,
caribou, bison, goat

[9]

PCR Illinois, Nebraska, Ohio, Texas,
Delaware, and West Virginia, USA

Adopted 0.87 (n¼97); 1.00
(n¼6, slurry)

0.77 (n¼119) Cattle, cattle lagoon, human, chicken, raccoon, horse [10]

PCR Puerto Rico, USA Adopted 1.00 (n¼30) 0.75 (n¼261) Cow, goat, horse, monkey, fish, pigeon, chicken,
guinea fowl, duck, turkey, swan, WWTP

[11]

PCR Britanny and Normandy, France Adopted 1.00 (n¼25) 0.98 (n¼105) Human, cow, sheep, chicken, wild bird [8]
PCR Tha Chin watershed, Thailand Adopted 1.00 (n¼20,

composite)
0.77 (n¼61,
composite)

Cattle, chicken, goat, sheep, buffalo, duck [2]

Swine Pig-2-
Bac

qPCR Brittany, France Original 1.00 (n¼25); 1.00 (n¼54) Human, bovine, horse, sheep [18]
1.00 (n¼23,
slurry)

PCR Tha Chin watershed, Thailand Adopted 1.00 (n¼20,
composite)

0.98 (n¼80,
composite)

Cattle, chicken, goat, sheep, buffalo, duck, sewage [2]

Chao Phraya watershed, Thailand Adopted 1.00 (n¼8,
composite)

1.00 (n¼20,
composite)

Cattle, chicken, goat, buffalo, sewage [2]

Cattle CowM2 qPCR West Virginia, Georgia, Wyoming,
Delaware, Florida, and Ohio, USA

Original 1.00 (n¼60) 1.00 (n¼139); 1.00
(n¼5, WWTP
(primary effluent)

Alpaca, goat, mule deer, sheep, Canadian goose, cat,
chicken, dog, duck, horse, human, pelican, pig, sea
gull, turkey

[19]

PCR Tha Chin watershed, Thailand Adopted 0.86 (n¼7,
composite)

0.00 (n¼6,
composite)

Swine, chicken, goat [2]

Cattle BacCow qPCR California, USA Original 1.00 (n¼8) 0.95 (n¼65) Human, horse, dog, cat, seagull, WWTP (primary
effluent)

[1]

PCR Tha Chin watershed, Thailand Adopted 1.00 (n¼7,
composite)

0.00 (n¼6,
composite)

Swine, chicken, goat [2]

Cattle CF193/
Bac708R

PCR Oregon, USA Original 1.00 (n¼19) 0.72 (n¼43) Human, WWTP, deer, elk, cat, dog, duck, pig, gull,
goat, llama, sheep

[13]

PCR Wisconsin, USA Adopted 0.85 (n¼75) NA NA [6]
PCR Saskatchewan, Canada Adopted 0.16 (n¼32) NA NA [9]
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PCR Spain, UK, Cyprus, France, and
Sweden

Adopted 0.00 (n¼19,
ruminant)

0.99 (n¼94) WWTP, poultry, pig [15]

PCR USA Adopted 0.68 (n¼247) 1.00 (n¼175) Alpaca, pronghorn, elk, gazelle, giraffe, goat, mule
deer, okapi, sheep, takin, tufted deer, moose, white-
tailed deer, Canadian goose, cat, chicken, dog, duck,
horse, human, pelican, pig, raccoons, sea gull, turkey

[20]

PCR Tha Chin watershed, Thailand Adopted 0.00 (n¼7,
composite)

1.00 (n¼6,
composite)

Swine, chicken, goat [2]

Cattle CF128F/
Bac708R

PCR Oregon, USA Original 1.00 (n¼19) 0.77 (n¼43) Human, WWTP, deer, elk, cat, dog, duck, pig, gull,
goat, llama, sheep

[13]

PCR Wisconsin, USA Adopted 1.00 (n¼75) 0.93 (n¼14) WWTP [6]
PCR Britanny and Normandy, France Adopted 1.00 (n¼32) 0.60 (n¼98) Human, pig, chicken, sheep, wild bird [8]

PCR Saskatchewan, Canada Adopted 0.96 (n¼51, cow); 0.62 (n¼222,
cow);

Human, WWTP, pig, chicken, goose [9]

0.98 (n¼121,
ruminant¼cow,
deer, caribou,
bison, moose,
goat)

0.93 (n¼152,
ruminant¼cow,
deer, caribou,
bison, moose,
goat)

PCR Spain Adopted 0.26 (n¼19,
ruminant)

1.00 (n¼95) WWTP, poultry, pig [15]

PCR USA Adopted 0.85 (n¼247) 0.76 (n¼175) Alpaca, pronghorn, elk, gazelle, giraffe, goat, mule
deer, okapi, sheep, takin, tufted deer, moose, white-
tailed deer, Canadian goose, cat, chicken, dog, duck,
horse, human, pelican, pig, raccoons, sea gull, turkey

[20]

PCR Puerto Rico, USA Adopted 0.64 (n¼66) 0.90 (n¼290) Goat, horse, swine, monkey, fish, pigeon, chicken,
guinea fowl, duck, turkey, swan, WWTP

[11]

PCR Tha Chin watershed, Thailand Adopted 1.00 (n¼7,
composite)

0.00 (n¼6,
composite)

Swine, chicken, goat [2]

Cattle Bac2 PCR USA Adopted 0.54 (n¼148) 1.00 (n¼279) Bird, human, domestic, wildlife, pets, water by cattle [21]
PCR USA Adopted 0.54 (n¼247) 1.00 (n¼175) Alpaca, pronghorn, elk, gazelle, giraffe, goat, mule

deer, okapi, sheep, takin, tufted deer, moose, white-
tailed deer, Canadian goose, cat, chicken, dog, duck,
horse, human, pelican, pig, raccoons, sea gull, turkey

[20]

PCR Tha Chin watershed, Thailand Adopted 0.70 (n¼20,
composite)

1.00 (n¼80,
composite)

Swine chicken, goat, sheep, buffalo, duck, sewage [2]

Chao Phraya watershed, Thailand Adopted Swine chicken, goat, buffalo, sewage [2]
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Table 3 (continued )

Host
source

Assay
name

Platform Geographical region Original/
Adopted

Sensitivity (n)a Specificity (n) Non-target hosts Reference

1.00 (n¼5,
composite)

1.00 (n¼23,
composite)

Cattle Bac3 PCR USA Original 0.91 (n¼148) 0.99 (n¼245) Human, sewage, bovine, chicken, black vulture,
Canadian goose, peacock, pigeon, dog, cat, guinea
pig, domestic goat, pig, sheep, horse, alpaca, llama,
armadillo, bobcat, coyote, gray squirrel, rabbit,
opossum, raccoon, whitetail deer, wild turkey,
hedgehog, prairie dog

[21]

PCR USA Adopted 0.69 (n¼247, ind) 0.99 (n¼175, ind) Alpaca, pronghorn, elk, gazelle, giraffe, goat, mule
deer, okapi, sheep, takin, tufted deer, moose, white-
tailed deer, canadian goose, cat, chicken, dog, duck,
horse, human, pelican, pig, raccoons, sea gull, turkey

[20]

PCR Tha Chin watershed, Thailand Adopted 0.85 (n¼20,
composite)

1.00 (n¼80,
composite)

Swine chicken, goat, sheep, buffalo, duck, sewage [2]

Chao Phraya watershed, Thailand Adopted 1.00 (n¼5,
composite)

1.00 (n¼23,
composite)

Swine chicken, goat, buffalo, sewage [2]

Cattle Cow-
Bac2

qPCR Sapporo and Ebetsu Cities, Japan Original 1.00 (n¼7) 1.00 (n¼9) Human, pig [22]

PCR Tha Chin watershed, Thailand Adopted 0.90 (n¼20,
composite)

0.50 (n¼80,
composite)

Swine chicken, goat, sheep, buffalo, duck, sewage [2]

Chao Phraya watershed, Thailand Adopted 1.00 (n¼5,
composite)

0.78 (n¼23,
composite)

Swine chicken, goat, buffalo, sewage [2]

Cattle BoBac qPCR Tennessee, Pennsylvania, and Texas,
USA

Adopted 1.00 (n¼11) 0.87 (n¼15) Human, swine, canine, equine [23]

PCR Tha Chin watershed, Thailand Adopted 1.00 (n¼20,
composite)

0.05 (n¼19,
composite)

Swine [2]

a Total number of samples being tested.
b Not applicable.
c Human individual fecal sample.
d Influent of municipal wastewater treatment plant, unless stated otherwise.
e Influent of wastewater treatment system in buildings or septic tanks.
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Fig. 1. Primer map targeting the 16 S rRNA gene of human- and swine-associated Bacteroidales. All primers were BLASTed
against the NCBI database. The representative sequences from human feces (Accession no. AB242143.1 [24]) and swine feces
(AB506329.1 [25]) were selected to align with specific primers. Human-specific, swine-specific and universal Bacteroidales
primers are indicated in dotted, dashed and solid arrows, respectively.

Fig. 2. Primer map targeting the 16 S rRNA gene of cattle-associated Bacteroidales. All primers were BLASTed against the NCBI
database. The representative sequences (Accession nos. GQ921871.1 [26], KR514419.1, LC028711.1, and LC028829.1) were
selected to align with specific primers.
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Fig. 3. PCR results showing amplification products for universal and human-, swine-, and cattle-specific Bacteroidales markers
(see [2] for related information).
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Table 4
Primer sequences and PCR cycling conditions.

Host Assay name Primer name Primer sequence (5′ - 3′) Annealing temperature (°C) Annealing time (s) Original platform Reference

Universal BacUni EP BacUni-520f CGT-TAT-CCG-GAT-TTA-TTG-GGT-TTA 60.0 30 qPCR [1]
BacUni-690r1 CAA-TCG-GAG-TTC-TTC-GTG-ATA-TCT-A

GenBac3 EP GenBac3F GGG-GTT-CTG-AGA-GGA-AGG-T 60.0 30 qPCR [3]
GenBac3R CCG-TCA-TCC-TTC-ACG-CTA-CT

Bac32F/Bac708R Bac32F AAC-GCT-AGC-TAC-AGG-CTT 53.7 60 PCR [4,27]
Bac708R CAA-TCG-GAG-TTC-TTC-GTG

Human sewage BacHum EP BacHum-160f TGA-GTT-CAC-ATG-TCC-GCA-TGA 60.0 30 qPCR [1]
BacHum-241r CGT-TAC-CCC-GCC-TAC-TAT-CTA-ATG

HF183/BFDrev EP HF183 ATC-ATG-AGT-TCA-CAT-GTC-CG 60.0 30 qPCR [12]
BFDrev CGT-AGG-AGT-TTG-GAC-CGT-GT

Modified HF183F/Bac708R HF183F ATC-ATG-AGT-TCA-CAT-GTC-CG 55.3 60 PCR [13,27]
Bac708R CAA-TCG-GAG-TTC-TTC-GTG

Swine PF163F/Bac708R PF163F GCG-GAT-TAA-TAC-CGT-ATG-A 52.4 60 PCR [17,27]
Bac708R CAA-TCG-GAG-TTC-TTC-GTG

Pig-2-Bac EP Pig-2-Bac41F GCA-TGA-ATT-TAG-CTT-GCT-AAA-TTT-GAT 60.0 30 qPCR [18]
Pig-2-Bac163Rm ACC-TCA-TAC-GGT-ATT-AAT-CCG-C

Cattle CowM2 EP CowM2F CGG-CCA-AAT-ACT-CCT-GAT-CGT 60.0 30 qPCR [19]
CowM2R GCT-TGT-TGC-GTT-CCT-TGA-GAT-AAT

BacCow EP CF128F CCA-ACY-TTC-CCG-WTA-CTC 60.0 30 qPCR [1]
BacCow 305r GGA-CCG-TGT-CTC-AGT-TCC-AGT-G

CF193F/Bac708R CF193 TAT-GAA-AGC-TCC-GGC-C 55.0 30 PCR [13]
Bac708R CAA-TCG-GAG-TTC-TTC-GTG

Modified CF128F/Bac708R CF128F CCA-ACY-TTC-CCG-WTA-CTC 62.0 60 PCR [13,28]
Bac708R CAA-TCG-GAG-TTC-TTC-GTG

Bac2 Bac2F GCT-TGT-TGC-GTT-CCT-TGAGAT-AAT 62.0 30 PCR [21]
Bac2R ACA-AGC-CAG-GTG-ATA-CAG-AAA-G

Bac3 Bac3F CTA-ATG-GAA-AAT-GGA-TGG-TAT-CT 60.0 30 PCR [21]
Bac3R GCC-GCC-CAG-CTC-AAA-TAG

Cow-Bac2 EP qCS621F AAC-CAC-AGC-CCG-CGA-TT 62.0 30 SYBR qPCR [22]
qBac725R CAA-TCG-GAG-TTC-TTC-GTG-ATA-TCT-A

BoBac EP BoBac367f GAA-GAC-TGA-ACC-AGC-CAA-GTA 57.0 30 qPCR [23]
BoBac467r GCT-TAT-TCA-TAC-GGT-ACA-TAC-AAG
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ภาคผนวก ฌ. รายงานสรุปงานเสวนา 
“Thailand 4.0 กับนวัตกรรมการจัดการแหล่งก าเนิดมลพิษ non-point sources” 

 

 
 

วันพุธที่ 25 กรกฎาคม 2561 เวลา 9:00 – 15:30 น. 
ณ ห้องคริสตัล 1-2 โรงแรมเซ็นจูร่ี พาร์ค กรุงเทพมหานคร 
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1. หลักการและเหตุผล 

แหล่งน ้ำจืดในประเทศไทย ประสบปัญหำควำมเสื่อมโทรมของคุณภำพน ้ำมำอย่ำงต่อเนื่อง เนื่องจำกกำรเติบโตของ
ชุมชนเมือง กำรขยำยตัวของภำคอุตสำหกรรม และกำรเพิ่มผลผลิตทำงกำรเกษตร จำกกำรติดตำมตรวจสอบคุณภำพน ้ำใน
แหล่งน ้ำผิวดินทั่วประเทศในปี 2559 พบว่ำ ร้อยละ 20 มีคุณภำพน ้ำอยู่ในเกณฑ์เสื่อมโทรม โดยพำรำมิเตอร์คุณภำพน ้ำที่มี
ปัญหำ ได้แก่ ค่ำออกซิเจนละลำยน ้ำ (DO) ควำมสกปรกในรูปสำรอินทรีย์ (BOD) ปริมำณแบคทีเรียกลุ่มฟีคอลโคลิฟอร์มและ
โคลิฟอร์มทั งหมด (FCB, TCB) และแอมโมเนียในรูปไนโตรเจน (NH3-N) (กรมควบคุมมลพิษ 2560) อย่ำงไรก็ตำม 
พำรำมิเตอร์คุณภำพน ้ำเหล่ำนี สำมำรถบ่งชี ได้เพียงภำพรวมของคุณภำพน ้ำในแหล่งน ้ำที่รองรับน ้ำเสียจำกแหล่งก้ำเนิดมลพิษ
ทั งที่มีจุดก้ำเนิดแน่นอน (point sources) และไม่แน่นอน (non-point sources) แล้ว แต่ปัจจุบันยังไม่มีกำรตรวจวัด
พำรำมิเตอร์อื่นใดที่สำมำรถระบุที่มำของน ้ำเสียจำกแหล่งก้ำเนิดมลพิษเพียงแหล่งเดียวได้ ในขณะที่แหล่งก ำเนิดมลพิษที่มีจุด
ก ำเนิดไม่แน่นอน (non-point sources)ในต่ำงประเทศได้มีกำรพัฒนำเทคนิค Microbial Source Tracking (MST) อำทิ ใน
ประเทศสหรัฐอเมริกำ สหรำชอำณำจักร และ กลุ่มประเทศยุโรป ซึ่งใช้ MST เป็นเครื่องมือตรวจคุณภำพน  ำเพื่อระบุ
แหล่งก ำเนิดมลพิษได้อย่ำงแม่นย ำ น ำไปสู่กำรลดกำรปล่อยมลพิษจำกแหล่งก ำเนิด และฟื้นฟูแหล่งน  ำให้มีคุณภำพน  ำผ่ำน
เกณฑ์มำตรฐำนคุณภำพน  ำผิวดินได้อย่ำงประสบผลส ำเร็จ 

ภำยใต้โครงกำร“กำรพัฒนำวิธีกำรจ้ำแนกแหล่งก้ำเนิดมลพิษด้วยกลุ่มแบคทีเรีย กรณีศึกษำ ลุ่มน ้ำท่ำจีน” ซึ่งได้รับ
กำรสนับสนุนงบประมำณจำก สกว. คณะผู้วิจัยได้พัฒนำเทคนิค MST โดยมีพื นที่ศึกษำในลุ่มน ้ำท่ำจีน โดยสำมำรถจ้ำแนก
ที่มำของกำรปนเปื้อนของ FCB ในแม่น ้ำท่ำจีนจำกน ้ำเสียชุมชนและสิ่งปฏกิูลจำกสกุรและโคได ้ซึ่งจะน้ำไปสู่กำรพัฒนำต่อยอด
งำนวิจัย เพื่อสืบหำที่มำของน ้ำเสียและก้ำหนดนโยบำยกำรควบคุมกำรปนเปื้อนสิ่งปฏิกูลลงสู่แหล่งน ้ำได้อย่ำงมีประสิทธิภำพ 
จึงได้จัดงำนเสวนำ Thailand 4.0 กับนวัตกรรมการจัดการแหล่งก าเนิดมลพิษ non-point sources ขึ น เพื่อรับฟังควำม
คิดเห็นและข้อเสนอแนะจำกทั งหน่วยงำนภำคกำรศึกษำ หน่วยงำนภำครัฐและรัฐวิสำหกิจที่เกี่ยวข้อง เพื่อได้ข้อมูลที่เป็น
ประโยชน์ต่อกำรก้ำหนดแนวทำงกำรพัฒนำต่อยอดงำนวิจัย และกำรก้ำหนดนโยบำยกำรจัดกำรมลพิษทำงน ้ำของประเทศไทย
ตอ่ไป 

 
2. วัตถุประสงค ์

2.1 เพื่อแลกเปลี่ยนควำมรู้และประสบกำรณ์กำรจัดกำรแหล่งก้ำเนิดมลพิษ non-point sources ในปัจจุบัน 
ระหว่ำงภำครัฐ ภำคเอกชน และภำคกำรศึกษำ 

2.2 เพื่อเผยแพร่ผลงำนวิจัยกำรใช้ MST เพื่อสนับสนุนกำรก้ำหนดนโยบำยจัดกำรคุณภำพน ้ำของประเทศไทย 
 2.3 เพื่อรับฟังควำมคิดเห็นและข้อเสนอแนะกำรน้ำ MST ไปพัฒนำต่อยอดงำนวิจัยจำกนักวิจัยและภำคกำรศึกษำที่
เกี่ยวข้อง และกำรน้ำไปประกอบกำรก้ำหนดนโยบำยกำรจัดกำรมลพิษทำงน ้ำ  
 
3. ผลที่คาดว่าจะได้รับ 

 ได้แนวทำงกำรน้ำเทคโนโลยี MST ไปพัฒนำต่อยอดงำนวิจัยและใช้ประโยชน์ในกำรจัดกำรมลพิษทำงน ้ำในบริบท
ของประเทศไทย 
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4. ก าหนดการ 

เวลา รายการ 
 8:30 –  9:00 น. ลงทะเบียน 
 9:00 –  9:30 น. กล่าวเปิดงานโดย 

 รศ.ดร.ชนาธิป ผาริโน ผู้อ้ำนวยกำรสกว. ฝ่ำยสวัสดิภำพสำธำรณะ 
 ศ.ดร.ศกรณ์ มงคลสุข ผู้อ้ำนวยกำรห้องปฏิบัติกำรวิจัยเทคโนโลยีชีวภำพ สถำบันวิจัยจุฬำ

ภรณ์ 
9:30 – 10:00 น. บรรยาย หัวข้อ “มลพิษ non-point sources: ความท้าทายจากอดีตถึงปัจจุบัน” 

โดย ดร.ขวัญรวี สิริกาญจน นักวิจัยช้ำนำญกำร สถำบันวิจัยจุฬำภรณ์ หัวหน้ำโครงกำรวิจัย 
(เพื่อสร้ำงควำมตระหนักถึงควำมรุนแรงของปัญหำและควำมท้ำทำยในบริบทประเทศไทยและ
ต่ำงประเทศ) 

10:00 – 10:15 น. พักรับประทำนอำหำรว่ำง 
10:15 – 11:30 น. เสวนา หัวข้อ “ความส าเร็จและโอกาสในการจัดการมลพิษยุค Thailand 4.0”  

 รศ.ดร.พิสุทธิ์ เพียรมนกุล ภำควิชำวิศวกรรมสิ่งแวดล้อม จุฬำลงกรณ์มหำวิทยำลัย และ 
คณะกรรมกำรจัดท้ำยุทธศำสตร์ชำติ (2560 วำระ 5 ปี):ควำมก้ำวหน้ำในกำรจัดท ำ
ยุทธศำสตร์ด้ำนมลพิษและที่เกี่ยวข้อง 

 ดร.พรศรี สุทธนารักษ์ ผู้อ้ำนวยกำรส้ำนักจัดกำรคุณภำพน ้ำ กรมควบคุมมลพิษ: นโยบำย 
กฎหมำย และกำรจัดกำรมลพิษ 

 นายแพทย์ดนัย ธีวันดา รองอธิบดีกรมอนำมัย: นโยบำย กฎหมำย และปัญหำด้ำน
สำธำรณสุข 

 ดร.สมสิทธิ์  มูลสถาน   กรรมกำรสถำบันน ้ำและสิ่งแวดล้อมเพื่อควำมยั่งยืน สภำ
อุตสำหกรรมแห่งประเทศไทย:  เทคโนโลยี มำตรกำรและกำรป้องกันของผู้ประกอบกำร 

 ศ .ดร .จ ง รักษ์  ผลป ระ เส ริฐ  ภ ำควิ ช ำวิ ศ กรรม โย ธำ คณ ะวิศ วกรรมศำสตร์
มหำวิทยำลัยธรรมศำสตร์: ประเด็นควำมก้ำวหน้ำด้ำนงำนวิจัยและเทคโนโลยีที่เกี่ยวข้อง 

ด้ำเนินรำยกำรโดย: นายกุลพล คุปรัตน์ นักวิชำกำรอิสระ 
(เพื่อแลกเปลี่ยนมุมมองในหลำกหลำยมิติระหว่ำงภำครัฐ ภำคเอกชน และภำคกำรศึกษำ) 

11:30 – 12:00 น. ถำม-ตอบ/ควำมคิดเห็นจำกผู้เข้ำร่วมกำรประชุม 
12:00 – 13:00 น. พักรับประทำนอำหำรกลำงวัน 
13:00 – 13:30 น. บรรยาย หัวข้อ “นวัตกรรมการระบุแหล่งปล่อยมลพิษ ด้วย Microbial Source Tracking 

(MST)”  
โดย ดร.ขวัญรวี สิริกาญจน และ ดร.ปิณิดา ลีลพนัง ก าแพงทอง นักวิชำกำรสิ่งแวดล้อมช้ำนำญ
กำร ส่วนแหล่งน ้ำจืด กรมควบคุมมลพิษ, คณะผู้วิจัย 
(เพื่อเผยแพร่เทคโนโลยีและผลกำรศึกษำในแม่น  ำท่ำจีน) 

13:30 – 15:00 น. อภิปรายและระดมสมอง หัวข้อ “ก้าวต่อไป...เพ่ือต่อยอดงานวิจัยและน าไปสู่นโยบายการจัดการ
มลพิษทางน  า” 
- กำรพัฒนำงำนวิจัย MST ในกำรแก้ไขปัญหำสิ่งแวดล้อมและกำรสร้ำงเครือข่ำยนักวิจัยใน

ไทย (ภำคกำรศึกษำและวิจัย) ด้ำเนินรำยกำรโดย ดร.ขวัญรวี สิริกาญจน  
- กำรน้ำผลกำรวิจัยไปสู่นโยบำยและ/หรือมำตรกำรที่เกี่ยวข้อง (หน่วยงำนภำครัฐและ

รัฐวิสำหกิจ) ด้ำเนินรำยกำรโดย ดร.ปิณิดา ลีลพนัง ก าแพงทอง 
(เพื่อระดมควำมเห็นจำกหลำยภำคส่วนให้ได้แนวทำงกำรผลักดันงำนวิจัยไปสู่กำรใช้ประโยชน์อย่ำง
เป็นรูปธรรม) 
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เวลา รายการ 
15.00 – 15:15 น. รับประทำนอำหำรว่ำง 
15.15 – 15.45 สรุปผลและปิดกำรประชุม 
 
5. ผู้เข้าร่วมงานเสวนาฯ (รวมทั งสิ น 56 ท่าน) 

รำยละเอียดใบเซ็นช่ือและอีแมลติดต่อดังแสดงในภาคผนวก ฌ1.  
5.1 วิทยำกรผู้ทรงคุณวุฒิ 

1. ศ.ดร.จงรักษ์ ผลประเสริฐ ภำควิชำวิศวกรรมโยธำ คณะวิศวกรรมศำสตร์ มหำวิทยำลัยธรรมศำสตร์ 
2. นพ.ดนัย ธีวันดำ  กรมอนำมัย กระทรวงสำธำรณสุข 
3. รศ.ดร.พิสุทธิ์ เพียรมนกุล ภำควิชำวิศวกรรมสิ่งแวดล้อม คณะวิศวกรรมศำสตร์ จุฬำลงกรณ์ 

มหำวิทยำลัย 
4. ดร.พรศรี สุทธนำรักษ ์ ส้ำนักจัดกำรคุณภำพน ้ำ กรมควบคุมมลพิษ 
5. ดร.สมสิทธ์ิ มูลสถำน สถำบันน ้ำและสิ่งแวดล้อมเพื่อควำมยั่งยืน สภำอุตสำหกรรมแห่งประเทศไทย 

 
5.2 ผู้เข้ำร่วมงำน ภำคกำรศึกษำ 

1. ผศ.ดร.ก้ำพล นันทพงษ์ คณะสำธำรณสุขศำสตร์ มหำวิทยำลัยธรรมศำสตร์  
2. ดร.ตวงสิทธ์ิ เด่นเพชรกุล ภำควิชำวิศวกรรมสิ่งแวดล้อมและกำรจัดกำรภัยพิบัติ มหำวิทยำลัยมหิดล  

วิทยำเขตกำญจนบุรี 
3. รศ.ดร.เบญจภรณ์ ประภักดี  คณะสิ่งแวดล้อมและทรัพยำกรศำสตร์ มหำวิทยำลัยมหิดล 
4. ดร.ปิยธิดำ เรืองรัศมี ภำควิชำวิศวกรรมแหล่งน ้ำ คณะวิศวกรรมศำสตร์ จุฬำลงกรณ์ 

มหำวิทยำลัย 
5. รศ.ดร.พงศ์ศักดิ์ หนูพันธ์ ภำควิชำวิศวกรรมสิ่งแวดล้อม คณะวิศวกรรมศำสตร์  

มหำวิทยำลัยเกษตรศำสตร์ 
6. อ.ดร.พรพรรณ สอนเชื อ สถำนวิทยำศำสตร์พรีคลินิก สำขำจุลชีววิทยำและภูมิคุ้มกันวิทยำ  

คณะแพทย์ศำสตร์ มหำวิทยำลัยธรรมศำสตร์ 
7. ผศ.ดร.รุจิกำญจน์ นำสนิท ภำควิชำเทคโนโลยีชีวภำพ คณะวิศกรรมศำสตร์และเทคโนโลยี 

อุตสำหกรรมมหำวิทยำลัยศิลปำกร 
8. ดร.วิลำสินี อยู่ชัชวำล ภำควิชำวิศวกรรมสิ่งแวดล้อม คณะวิศวกรรมศำสตร์  

มหำวิทยำลัยเกษตรศำสตร์ 
9. ดร.สุภัทรำ วิเศษศรี  ภำควิชำวิศวกรรมแหล่งน ้ำ คณะวิศวกรรมศำสตร์ จุฬำลงกรณ์ 

มหำวิทยำลัย 
10. ดร.สุรพงษ์ รัตนกุล  ภำควิชำวิศวกรรมสิ่งแวดล้อม คณะวิศวกรรมศำสตร์ มหำวิทยำลัย 

เทคโนโลยีพระจอมเกล้ำธนบุรี 
11. รศ.ดร.สุวรรณำ บุญตำนนท์  ภำควิชำวิศวกรรมโยธำและสิ่งแวดล้อม คณะวิศวกรรมศำสตร์  

มหำวิทยำลัยมหิดล 
12. ผศ.สุวรรณี จุฑำมณีพงษ์ คณะสำธำรณสุขศำสตร์ มหำวิทยำลัยธรรมศำสตร์ 
13. ดร.อดิศักดิ์ ร่มแสง  ภำควิชำเทคโนโลยีชีวภำพ คณะวิทยำศำสตร์ มหำวิทยำลัยมหิดล 
14. ผศ.ดร.อัจฉรำ อัศวรุจิกุลชัย  คณะสิ่งแวดล้อมและทรัพยำกรศำสตร์ มหำวิทยำลัยมหิดล 
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15. รศ.ดร.อุไรวรรณ อินทมำโส  สำขำวิชำเทคนิคกำรแพทย์ คณะสหเวชศำสตร์ มหำวิทยำลัยบูรพำ 
16. รศ.ดร.เอกวัลย์ ลือพร้อมชัย  ภำควิชำจุลชีววิทยำ คณะวิทยำศำสตร์ จุฬำลงกรณ์มหำวิทยำลัย 

 
5.3 ผู้เข้ำร่วมงำน ภำครัฐและรัฐวิสำหกิจ 

1. คุณกำญจน์ แสงสุกดี ส้ำนักงำนสิ่งแวดล้อมภำคที่ 5 
2. คุณจรัล เทพอวยพร ส้ำนักงำนทรัพยำกรน ้ำแห่งชำติ 
3. คุณจำรุวรรณ โลไธสง กรมอนำมัย 
4. คุณชัชนันท์ นิวำสวงษ์ กำรประปำส่วนภูมิภำค 
5. คุณเชิดศักดิ์ โกศัลวัฒน์ กรมอนำมัย 
6. น.สพ.ไชยำ สง่ำประโคน ส้ำนักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์ กรมปศุสัตว์ 
7. คุณธงชัย มหัจฉริยวงศ์ องค์กำรจัดกำรน ้ำเสีย 
8. คุณนรี ทรัพท์เจริญ  ส้ำนักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์ กรมปศุสัตว์ 
9. คุณบุปผำ อุ่นแสงจันทร์ ส้ำนักจัดกำรคุณภำพน ้ำ กรมควบคุมมลพิษ 
10. คุณบุสดี เอี่ยมสวัสดิ์ ส้ำนักงำนสิ่งแวดล้อมภำคที่ 5 
11. นำงสำวปภัสรำ คุณเลิศ กรมวิชำกำรเกษตร 
12. ดร.ประกิจ จันทร์ติ๊บ กรมวิชำกำรเกษตร 
13. คุณปรียนิตย์ ใหม่เจริญศรี ส้ำนกัอนำมัยสิ่งแวดล้อม กรมอนำมัย 
14. พญ.รชนีกร วีระเจริญ ส้ำนักโรคจำกกำรประกอบอำชีพและสิ่งแวดล้อม กรมควบคุมโรค 
15. คุณรัตนำภรณ์ ถำวรยุติธรรม กำรประปำส่วนภูมิภำค 
16. คุณสุชัย เจนพจนำรถ องค์กำรจัดกำรน ้ำเสีย 
17. คุณสุดำ อิทธิสุภรณ์รัตน์ กรมส่งเสริมคุณภำพสิ่งแวดล้อม  
18. คุณสุนันท์ นำคกร  ส้ำนักโรคจำกกำรประกอบอำชีพและสิ่งแวดล้อม กรมควบคุมโรค 
19. คุณพชร พลำยพิชิต  กรมกำรพัฒนำชุมชน 
20. คุณสุวรรณ สัควรรณ กรมกำรพัฒนำชุมชน 
21. คุณอังกูร บุญญะ  หัวหน้ำส่วนแหล่งน ้ำตะวันออก ฝ่ำยคุณภำพน ้ำ กำรประปำนครหลวง 
22. นำยเอกรำช บุญล้อมรักษ์ กรมส่งเสริมกำรเกษตร 
23. นำยสังสรรค์ ทีปโยบล กำรประปำนครหลวง 

 
5.4 ทีมงำนผู้จัดงำน  

1. ศ.ดร.ศกรณ์ มงคลสุข ห้องปฏิบัติกำรวิจัยเทคโนโลยีชีวภำพ สถำบันวิจัยจุฬำภรณ์ 
2. รศ.ดร.ชนำธิป ผำริโน ส้ำนักงำนกองทุนสนับสนุนกำรวิจัย ฝ่ำยสวัสดิภำพสำธำรณะ 
3. ดร.ขวัญรวี สิริกำญจน ห้องปฏิบัติกำรวิจัยเทคโนโลยีชีวภำพ สถำบันวิจัยจุฬำภรณ์ 
4. ดร.ปิณิดำ ลีลพนัง ก้ำแพงทอง ส่วนแหล่งน ้ำจืด ส้ำนักงำนจัดกำรคุณภำพน ้ำ กรมควบคุมมลพิษ 
5. คุณกุลพล คุปรัตน  นักวิชำกำรอิสระ 
6. คุณกฤษกร สำนอินจักร ภำควิชำเทคโนโลยีชีวภำพ มหำวิทยำลัยมหิดล 
7. คุณกฤตยพงษ์ จันทรเดช ภำควิชำวิศวกรรมสิ่งแวดล้อม จุฬำลงกรณ์มหำวิทยำลัย 
8. คุณณัฐชำ ใช้โรจน์  ห้องปฏิบัติกำรวิจัยเทคโนโลยีชีวภำพ สถำบันวิจัยจุฬำภรณ์ 
9. คุณณิชกำนต์ พฤทธิ์ภูมิ ภำควิชำสหเวชศำสตร์ มหำวิทยำลัยบูรพำ 
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10. คุณพรจิรำ สมนำค  ภำควิชำวิทยำศำสตร์ชีวภำพประยุกต์ สถำบันบัณฑิตศึกษำจุฬำภรณ์ 
11. คุณเอกชัย คงประจักษ์  ห้องปฏิบัติกำรวิจัยเทคโนโลยีชีวภำพ สถำบันวิจัยจุฬำภรณ์ 
12. คุณอำนนท์ จริยนรเศรษฐ์ ส้ำนักงำนกองทุนสนับสนุนกำรวิจัย 

 
6. เนื อหางานเสวนา (แบ่งตามช่วงต่างๆ)  

6.1 การบรรยายหัวข้อ ““มลพิษ non-point sources: ความท้าทายจากอดีตถึงปัจจุบัน” 
โดย   ดร.ขวัญรวี สิริกาญจน นักวิจัยช านาญการ สถาบันวิจัยจุฬาภรณ์ หัวหน้าโครงการวิจัย 
วัตถุประสงค์  เพ่ือสร้างความตระหนักถึงความรุนแรงของปัญหาและความท้าทายในบริบทประเทศไทย 

และต่างประเทศ 
เนื อหา (เอกสารน าเสนอ ดังแสดงในภาคผนวก ฌ2.) 
 กำรบรรยำยเริ่มด้วยกำรน้ำเสนอตัวอย่ำงกรณีชำยหำดท่องเที่ยวของสหรัฐอเมริกำ ณ ชำยหำด Avalon เกำะ 
Catalina มลรัฐแคลิฟอร์เนีย ที่เกิดกำรปนเปื้อนของเชื อแบคทีเรียและเชื อก่อโรคในน ้ำ ท้ำให้นักท่องเที่ยวที่มำเล่นน ้ำเกิด
อำกำรเจ็บป่วย เป็นกรณีตัวอย่ำงที่น ้ำชำยหำดที่ดูเหมือนสะอำดปลอดภัย แต่ปนเปื้อนเชื อโรคได้ ชำยหำดแห่งนี พบปัญหำค่ำ
แบคทีเรียสูงเกินมำตรฐำนบ่อยครั ง โดยในปี 2010 เป็นชำยหำดที่มีจ้ำนวนวันที่สุดที่สุดในมลรัฐแคลิฟอร์เนียที่ต้องตั งป้ำย
เตือนนักท่องเที่ยวว่ำค่ำแบคทีเรียมำตรฐำนตำมข้อก้ำหนดของมลรัฐ ต่อมำมีงำนวิจัยหลำยชิ นที่พยำยำมตรวจหำสำเหตุกำร
ปนเปื้อนแบคทีเรียโดยมีกำรตรวจพบจุลินทรีย์จ้ำเพำะที่บ่งชี กำรปนเปื้อนมูลนกทะเลในตัวอย่ำงน ้ำชำยหำดมำกกว่ำกำร
ปนเปื้อนน ้ำเสียชุมชน นอกจำกนี มีงำนวิจัยที่สนับสนุนว่ำอัตรำกำรเจ็บป่วยของผู้เล่นน ้ำที่ได้กลืนน ้ำเข้ำไปมีอัตรำเพิ่มขึ นเมื่อมี
ปรำกฎกำรณ์ submarine groundwater discharge หรือน ้ำใต้ดินดันทรำยบริเวณชำยหำดขึ นมำ แสดงให้เห็นถึงกำร
ปนเปื้อนของเชื อโรคที่อำจมำจำกน ้ำใต้ดิน นอกจำกนี  กำรส้ำรวจพื นที่พบว่ำท่อรวบรวมน ้ำเสียมีสภำพช้ำรุดผุกร่อนเนื่องจำก
เกำะแคทำลีนำแห่งนี ใช้น ้ำทะเลในระบบสุขภัณฑ์แทนน ้ำจืดที่มีจ้ำกัด ดังนั นกำรปนเปื้อนเชื อโรคของน ้ำทะเลชำยหำดแห่งนี  
จึงเป็นตัวอย่ำงของกำรปนเปื้อนทั งจำก point sources (PS) และ non-point sources (NPS) ซึ่งแสดงควำมซับซ้อนของ
ปัญหำและเน้นควำมจ้ำเป็นท่ีจะต้องมีเครื่องมือหรือนวัตกรรมในกำรตรวจจ้ำแนกแหล่งปล่อยมลพิษได้ 

จำกนั นน้ำเสนอกรณีตัวอย่ำงท่ีสอง ซึ่งเป็นกรณีศึกษำที่โด่งดังเนื่องจำกเป็นกำรระบำดของเชื อโรคทำงน ้ำท่ีใหญ่ที่สุด
ในประวัติศำสตร์สหรฐัอเมรกิำ เกิดขึ น ณ เมือง Milwaukee มลรัฐวิสคอนซิน ซึ่งเกิดเหตุกำรณ์น ้ำประปำปนเปื้อนเชื อโรคในปี 
1993 ท้ำให้มีผู้เสียชีวิต 103 รำยและเจ็บป่วย 403,000 รำย ซึ่งในช่วงที่เกิดเหตุมีรำยงำนว่ำน ้ำประปำมีลักษณะขุ่น หลังจำก
เหตุกำรณ์ดังกล่ำวมีกำรตรวจสอบเพิ่มเติมพบว่ำ กำรปนเปื้อนเกิดจำกเชื อ Cryptosporidium parvum ซึ่งเป็นโปรโตซัวชนิด
หนึ่งที่สร้ำง oocysts ที่ทนต่อสภำพแวดล้อม และที่ส้ำคัญคือทนต่อคลอรีนในขั นตอนกำรฆ่ำเชื อโรคในโรงประปำ ท้ำให้เกิด
กำรปนเปื้อนไปสู่น ้ำประปำที่ส่งไปยังบ้ำนเรือนได้ โดยเชื อนี เกิดจำกกำรปนเปื้อนของมูลโคที่เลี ยงในพื นที่เปิดบริเวณริม
ทะเลสำปมิชิแกนที่ถูกชะล้ำงด้วยน ้ำฝนลงสู่แหล่งน ้ำซึ่งเป็นแหล่งน ้ำดิบเพื่อผลิตน ้ำประปำของโรงประปำแห่งนี  ดังนั นกรณี
ตัวอย่ำงนี เป็นตัวอย่ำงส้ำคัญที่แสดงถึงปัญหำมลพิษ NPS ที่ส่งผลกระทบต่อสุขภำพอนำมัยของประชำชนเป็นอย่ำงมำก 

ต่อมำได้น้ำเสนอนิยำมและตัวอย่ำงแหล่งก้ำเนิดที่แยกเป็น point sources และ non-point sources เพื่อควำม
เข้ำใจตรงกันของแหล่งก้ำเนิดทั งสองประเภท จำกนั นน้ำเสนอตัวอย่ำงกำรจัดกำรมลพิษ NPS ของสหรัฐอเมริกำ คือ National 
Nonpoint Source Program ที่ เริ่มขึ นตั งแต่ปี  2005 และทำง United States Environmental Protection Agency 
(USEPA) ได้ท้ำรำยงำนสรุปเมื่อปี 2016 แสดงถึงควำมส้ำเร็จในกำรจัดกำรมลพิษ NPS โดยได้มีเวบไซด์ที่รวบรวมตัวอย่ำง
กรณีศึกษำในพื นที่ต่ำงๆในทุกมลรัฐที่ประสบควำมส้ำเร็จในกำรจัดกำรมลพิษ NPS ได้ โดยในแต่ละกรณีศึกษำ ได้ท้ำกำรสรุป
ปัญหำ วิธีแก้ไข และผลลัพธ์ที่ได้อย่ำงย่อ 
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ต่อมำท้ำกำรน้ำเสนอห้องปฏิบัติกำรตรวจวัดทำงสิ่งแวดล้อมของหน่วยงำน Environment Agency ของประเทศ
อังกฤษ ซึ่งได้น้ำเทคโนโลยีกำรจ้ำแนกแหล่งก้ำเนิดมลพิษด้วยจุลินทรีย์มำใช้ในกำรระบุแหล่งปล่อยน ้ำเสียลงสู่แหล่งน ้ำ ซึ่ง
เรียกว่ำ Microbial Source Tracking (MST) ซึ่งท้ำให้ได้ข้อมูลส้ำคัญที่ช่วยในกำรแก้ปัญหำกำรจัดกำรมลพิษและฟื้นฟู
คุณภำพแหล่งน ้ำให้ดีขึ นได้อย่ำงประสบควำมส้ำเร็จมำกว่ำ 10 ปี โดยห้องปฏิบัติกำร National Laboratory Service ที่ตั งอยู่
ที่เมือง Starcross นี เป็นห้องปฏิบัติกำรแห่งเดียวท่ีตรวจวัดคุณภำพน ้ำทำงชีววิทยำจำกชำยหำดทั่วประเทศ และได้ใช้เทคนิค
กำรเพำะเชื อร่วมกับเทคนิคทำงชีวโมเลกุลในกำรตรวจวัดดีเอ็นเอจ้ำเพำะ และวิเครำะห์ดีเอ็นเอแบบ metagenomes (กำร
ตรวจวิเครำะห์ดีเอ็นเอของตัวอย่ำงสิ่งแวดล้อมท่ีรวมดีเอ็นเอของทุกสิ่งมีชีวิตในตัวอย่ำง) เพื่อช่วยในกำรระบุแหล่งก้ำเนิดว่ำมำ
จำกน ้ำเสียชุมชน หรือสัตว์ประเภทต่ำงๆ เช่น นกทะเล โค สุกร ม้ำ เป็นต้น  

จำกนั น ท้ำกำรน้ำเสนอรูปแบบกำรตรวจติดตำมและรำยงำนผลคุณภำพน ้ำของประเทศอังกฤษ ซึ่ งแสดงอยู่ในเวบ
ไซด์ที่มีรำยละเอียดของชำยหำดแต่ละแห่ง โดยมีกำรแสดงระดับคุณภำพน ้ำ (ดีมำก ดี เสื่อมโทรม) ย้อนหลัง 4 ปี เนื่องจำกถูก
ก้ำหนดด้วยข้อบังคับว่ำแหล่งน ้ำต้องมีระดับคุณภำพน ้ำไม่เลวลงในช่วงย้อนหลัง 4 ปี ซึ่งก้ำหนดโดยมำตรฐำนคุณภำพน ้ำ
สหภำพยุโรป นอกจำกนี  ประเทศอังกฤษยังมี application บนมือถือท่ีใช้บอกคุณภำพน ้ำส้ำหรับนักท่องเที่ยวหรือผู้เล่นเซิร์ฟ 
เพื่อกำรลดผลกระทบของคุณภำพน ้ำต่อสุขภำพประชำชนได้ ในส่วนของประเทศไทยนั น ก็มีกำรรำยงำนคุณภำพน ้ำผิวดิน (น ้ำ
จืด) และน ้ำทะเลชำยฝั่ง ในเวบไซด์ของกรมควบคุมมลพิษ โดยแสดงทั งคุณภำพน ้ำท่ีตรวจวัดรำยฤดูกำล (น ้ำผิวดิน 4 ครั งต่อปี 
และน ้ำทะเลชำยฝั่ง 2 ครั งต่อปี) และคุณภำพน ้ำจำกสถำนีตรวจวัดอัตโนมัติที่แสดงผลใหม่รำยช่ัวโมง นอกจำกนี  ยังมี 
application บนมือถือที่แสดงค่ำคุณภำพน ้ำดังกล่ำวด้วย กล่ำวคือ กำรตรวจติดตำมคุณภำพน ้ำของประเทศไทยได้เข้ำสู่ยุค 
Thailand 4.0 อย่ำงแท้จริง กำรบรรยำยในช่วงเช้ำนี  จบด้วยกำรน้ำเสนอคุณภำพน ้ำของประเทศไทยในปีล่ำสุดที่ท้ำกำร
เผยแพร่ คือปี 2559 ซึ่งมีแหล่งน ้ำผิวดินและน ้ำทะเลชำยฝั่งที่คุณภำพอยู่ในเกณฑ์พอใช้ เสื่อมโทรม และเสื่อมโทรมมำก เป็น
จ้ำนวนมำกถึง 66% และ 39% ตำมล้ำดับ และที่ส้ำคัญคือแหล่งน ้ำที่คุณภำพน ้ำไม่ดีมีแนวโน้มคงอยู่ในสภำพเดิมมำอย่ำง
ต่อเนื่องตลอดช่วง 10-20 ปีที่ผ่ำนมำโดยไม่ได้รับกำรแก้ไขฟื้นฟูให้ดีขึ นได้ ดังนั นจึงเป็นควำมท้ำทำยของประเทศไทยในกำร
ฟื้นฟูคุณภำพน ้ำต่อไป 
 
6.2 การเสวนา หัวข้อ “ความส าเร็จและโอกาสในการจัดการมลพิษยุค Thailand 4.0”  
ด าเนินรายการโดย: นายกุลพล คุปรัตน์ นักวิชาการอิสระ 
วัตถุประสงค์  เพ่ือแลกเปลี่ยนมุมมองในหลากหลายมิติระหว่างภาครัฐ ภาคเอกชน และภาคการศึกษา 
 
1. รศ.ดร.พิสุทธิ์ เพียรมนกุล ภาควิชาวิศวกรรมสิ่งแวดล้อม จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย และ คณะกรรมการจัดท า
ยุทธศาสตร์ชาติ (2560 วาระ 5 ปี) หัวข้อ ความก้าวหน้าในการจัดท ายุทธศาสตร์ด้านมลพิษและที่เกี่ยวข้อง 

แผนต่ำงๆมีกำรแบ่งประเภทออกเป็นสำมระดับ (tiers) แผนยุทธศำสตร์ชำติอยู่ในระดับบนสุด จะเปลี่ยนได้ก็ต้อง
เปลี่ยนรัฐธรรมนูญเท่ำนั น ซึ่งแผนระดับที่หนึ่งนี มีกำรผูกมัดและให้ประเทศเดินตำมแนวทำง แผนระดับที่สองเป็นแผนปฏิรูป
ประเทศ 11 ด้ำน และแผนแม่บทภำยใต้ยุทธศำสตร์ชำติ แผนระดับที่สำมเป็นแผนของหน่วยงำน กรม กระทรวง กองต่ำงๆ 
ส้ำนักงำนต่ำงๆ ถ้ำจะเริ่มท้ำวิจัยเกี่ยวกับ non-point source แนะน้ำให้ศึกษำยุทธศำสตร์ชำติที่ผ่ำนเรียบร้อยแล้ว  

ยุทธศำสตร์ชำติด้ำนที่ห้ำ เรื่อง กำรสร้ำงกำรเติบโตบนคุณภำพชีวิตที่เป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อม ซึ่งประกอบด้วยค้ำ
ส้ำคัญ 3 ค้ำ ได้แก่ สิ่งแวดล้อม คุณภำพชีวิต และกำรเติบโต ถ้ำพูดถึงสิ่งแวดล้อมเรำต้องมีกำรเติบโตอยู่เสมอ ซึ่งไม่อยำกใน
คนในยุคนี มองเป็นเรื่องของ NGO กำรเติบโตและยั่งยืนควรให้สมดุลกัน เรำจะไม่มองว่ำยุทธศำสตร์ด้ำนนี เป็นยุทธศำสตร์ด้ำน
สิ่งแวดล้อมเพียงด้ำนเดียว ส่วนต่อมำ vision อีกยี่สิบปีข้ำงหน้ำเรำอยำกให้ประเทศไทยเป็นประเทศที่พัฒนำแล้วที่มีคุณภำพ
ชีวิตที่ดีท่ีสุดในอำเซียน ท่ำนคณะกรรมกำรหลำยๆท่ำนบอกว่ำเรำต้องมีเป้ำหมำยที่ท้ำทำย ประเทศเรำมีพื นท่ีสีเขียวเยอะ เลย
เป็นที่มำของ vision ค้ำนี  ประเทศเรำเป็นประเทศท่ีน่ำท่องเที่ยวติดอันดับของโลก แต่เรำไม่เคยติดอันดับประเทศท่ีน่ำอยู่เลย  
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เป้ำหมำยของยุทธศำสตร์แบ่งออกเป็นสี่ข้อ แผนทุกอย่ำงที่ท้ำมำทั งหมดจะต้องมำเข้ำกับสี่เป้ำหมำยนี โดยเอำ 
natural resources เป็นตัววัด ประกอบด้วย (1) ท้ำไปแล้ว nature resources ดีขึ น เช่น ปลูกป่ำเพิ่ม สร้ำงทัศนคติ โดยท้ำ
ให้ nature resources ดีขึ น (2) neutral คือกำรคงสภำพไว้ โดยมีกำรอนุรักษ์และรักษำ (3) natural resources ลดลงมำ 
ต้องมีกำรชดเชยกับกำรพัฒนำ กำรเติบโต สมดุลยั่งยืน กำรที่ nature resources ลดลง อีกฝั่งหนึ่งก็ตอบให้ได้ว่ำคือกำรสมดุล
กัน เช่น ได้ GDP หรือกำรพัฒนำประเทศที่ดีขึ น และ (4) คือกำรปรับระดับยกกระบวนทัศน์ประเทศ หรือ paradigm shift 
กำรจะท้ำให้ไปถึงเป้ำหมำย 4 ข้อเหล่ำนี  ท้ำได้โดยแบ่งกำรท้ำงำนเป็น 6 ประเด็นย่อย เปรียบเสมือนบ้ำน ฐำนด้ำนล่ำงที่
รองรับเสำสี่ เสำ คือ food-water-energy nexus ต้องมั่นคงมีเสถียรภำพ จำกนั น เสำที่หนึ่งเป็นกำรสร้ำงพัฒนำบน
ฐำนเศรษฐกิจสีเขียว เสำที่สอง คือ blue economy (แนวคิดที่มุ่งขับเคลื่อนกำรพัฒนำทำงทะเลและชำยฝั่งสู่กำรพัฒนำที่
ยั่งยืน) เสำที่สำมเกี่ยวกับ climate change เสำที่สี่คือเรื่องของกำรพัฒนำเชิงพื นที่กำรเกษตร อุตสำหกรรม และในด้ำนของ
ผังเมือง เป็นต้น จำก 6 ประเด็นย่อยดังกล่ำว น้ำมำแบ่งเป็นคณะท้ำงำนย่อย 16 ชุด รวมจ้ำนวนคนสำมร้อยกว่ำคน เพื่อกำร
จัดท้ำแผนแม่บทภำยใต้ยุทธศำสตร์ชำติ 16 หัวข้อ  

ในคณะท้ำงำนย่อย 16 คณะนี  ได้สรุปคณะท้ำงำนที่มีประเด็นที่เกี่ยวข้องกับ non-point source ในเรื่องของน ้ำ 
เป็น 6 คณะท้ำงำน ได้แก่ (1) คณะท้ำงำนชุดที่ 3 กำรอนุรักษ์และฟื้นฟูแม่น ้ำล้ำคลองและแหล่งน ้ำธรรมชำติ  ซึ่งมีกำร
ตั งเป้ำหมำยไว้ว่ำประมำณ 70-80% ของแม่น ้ำล้ำคลองทั่วประเทศจะต้องสะอำดมำกขึ น (2) คณะท้ำงำนชุดที่ 6 กำรฟื้นฟู
ชำยหำดท่องเที่ยวและกำรกัดเซำะชำยฝัง่ เช่น เร็วๆนี จะมีกำรถมทรำยที่หำดพัทยำบริเวณพัทยำเหนือใกล้โรงแรมดุสิตธำนี จะ
ส่งผลให้มีพื นที่หำดท่องเที่ยวเพิ่มมำกขึ น (3) คณะท้ำงำนชุดที่ 12 กำรพัฒนำควำมมั่นคงน ้ำและเพิ่มผลิตภำพของน ้ำทั งระบบ 
กำรค้ำนวณผลิตภำพ หรือ productivity ในอนำคตของประเทศถ้ำเรำใช้น ้ำในกำรปลูกข้ำว และน้ำข้ำวส่งออกต่ำงประเทศ 
หรือใช้น ้ำในกำรอื่นๆที่สูงมำก ผลสุดท้ำยอำจจะส่งผลกระทบต่อกำรปนเปื้อนสำรเคมีของประเทศได้ (4) คณะท้ำงำนชุดที่ 11 
กำรจัดกำรมลพิษทุกประเภทและสำรเคมีกับภำคเกษตรทั งระบบ และ (5) คณะท้ำงำนชุดที่ 1 เศรษฐกิจฐำนชีวภำพและ
พัฒนำควำมมั่นคงด้ำนเกษตรอำหำรและยำ ในส่วนของตัวชี วัดแบ่งออกเป็นสำมช่วง ช่วงแรกคือห้ำปีแรก ช่วงสองห้ำถึงสิบปี 
ช่วงสำมสิบถึงยี่สิบปี โดยที่ให้ควำมส้ำคัญในช่วงแรกค่อนข้ำงมำก หำกต้องกำรโจทย์ในกำรท้ำวิจัย ควรดูที่ตัวชี วัดในช่วงห้ำปี
แรก 

 
ช่วงค าถามค าตอบจากผู้เข้าร่วมงาน 

1. ถำม: แหล่งน ้ำที่เรำจะรองรับมลพิษสำมำรถรองรับได้เท่ำไหร่ เพรำะทั งประเทศไม่รู้เลยว่ำแต่ละส่วนสำม ำรถปล่อย
ออกมำได้เท่ำไร ถ้ำเป็นในต่ำงประเทศจะมีกำรก้ำหนดแบบแผนออกมำเลยว่ำแหล่งโรงงำนอุตสำหกรรมทั งหมดปล่อย
มลพิษออกมำได้เท่ำไร เกษตรกรรมปล่อยออกมำได้เท่ำไร แต่เกษตรกรรมในทำงบ้ำนเรำ เรำคงไปบีบบังคับอะไรเขำมำก
ไม่ได้ เพรำะเนื่องจำกกำรมีรำยได้ที่ค่อนข้ำงต่้ำ แล้วมันจะเป็นหน้ำที่ของใครที่จะต้องควบคุมกำรปล่อยมลพิษออกมำได้
เท่ำไร มำตรฐำนเรำจะควบคุมที่เท่ำไร 
 
ตอบ: รศ.ดร.พิสุทธิ์ เพียรมนกุลไม่ได้ตอบ ดร.พรศรี สุทธนำรักษ์ ตอบแทนว่ำ ในแผนเรำพูดถึง polluted system, 
caring capacity ต้องโหลดลงสู่ผิวน  ำเท่ำไรที่จะยกระดับคุณคุณภำพน  ำ เพรำะฉะนั นสองตัวนี จะเป็นเครื่องมือ 
 

2. ข้อเสนอแนะ: ในบ้ำนของเรำน ้ำทิ งชุมชนยังไม่มีมำตรฐำนที่ชัดเจน รวมไปถึงมำตรฐำนในกำรปล่อยที่ไม่มีควำมชัดเจน 
ดังนั นเรำควรมีมำตรฐำนที่ชัดเจนก่อนเป็นอันดับแรก 
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2. ดร.พรศรี สุทธนารักษ์ ผู้อ านวยการส านักจัดการคุณภาพน  า กรมควบคุมมลพิษ หัวข้อ นโยบาย กฎหมาย และการ
จัดการมลพิษ 

ในส่วนของส้ำนักจัดกำรคุณภำพน ้ำ กรมควบคุมมลพิษ ท่ีดูแลในเรื่องของคุณภำพน ้ำทะเลทั่วประเทศ เรำจะมีกำร
ท้ำแผนในระดับท่ีสำม ซึ่งขณะนี เป็นร่ำงและผ่ำนเข้ำคณะกรรมกำรควบคุมมลพิษเพื่อให้มีกำรแสดงควำมคิดเห็น และ และจะ
ผลักดันให้เข้ำสู่คณะกรรมกำรสิ่งแวดล้อมแห่งชำติภำยในเดือนหน้ำ แต่เนื่องจำกว่ำเรำต้องมีข้อมูลค่อนข้ำงมำก ซึ่งข้อมูลของ
ตัวเรำเองนั นเรำต้องท้ำชัดเจน และแน่น เพื่อน้ำไปอ้ำงอิงได้ต่อไป ประเด็นที่ทำงกรมมีกำรท้ำ เรำจะมีกำรแบ่งงำน point 
sources and non-point sources แบ่งยุทธศำสตร์ออกเป็นสำมส่วน ส่วนแรกคือกำรป้องกันมลพิษ สองคือกำรควบคุม
มลพิษ สำมคือกำรบริหำรจัดกำร เรำค้นพบว่ำกำรบริหำรจัดกำรในประเทศไทยเป็นปัญหำค่อนข้ำงใหญ่ เพรำะว่ำเรำมีภำค
ส่วนต่ำงๆหลำยภำคส่วน หน้ำที่ในกำรจัดกำรสิ่งแวดล้อมและมลพิษไม่ใช่เฉพำะรัฐบำลตรงกลำงอย่ำงเดียว ในส่วนของภำค
พื นที่จะมีภำคท้องถิ่นเข้ำมำมีส่วนร่วม ในกำรขับเคลื่อนและช่วยในกำรผลักดัน ภำคท้องถิ่นจะเป็นส่วนที่ส้ำคัญที่เรำจะมีกำร
ส่งนโยบำยลงไปในกำรขับเคลื่อนเพื่อลงไปสู่คุณภำพน ้ำที่ดี เป้ำหมำยของเรำใน 20 ปี คุณภำพน ้ำจะเป็นไปตำมมำตรฐำน 
100% ในสิบปีแรกที่เรำจะยกระดับคุณภำพน ้ำ เรำดูประเด็นปัญหำหลักๆของเรำในเรื่องของ point sources and non-
point sources ถ้ำในเรื่องของ point sources มันจะเป็นในส่วนของภำคชุมชน ภำคอุตสำหกรรม และในส่วนของภำค
เกษตรกรรมที่เป็น point sources บำงส่วนของภำคเกษตรกรรมก็จะเป็น non-point sources  

กำรป้องกันก่อนท่ีเกิดปัญหำมลพิษ ในภำคของอุตสำหกรรมจะมีกำรท้ำเยอะ เช่น อุตสำหกรรมสีเขียว ซึ่งมีนโยบำย
ในกำรขับเคลื่อนอยู่แล้ว แต่ในส่วนของภำคชุมชนยังค่อนข้ำงขำด ภำคชุมชนมีประเด็นที่ส้ำคัญอย่ำงหนึ่งคือ เรำต้องมีกำร
จัดกำรระบบบ้ำบัดน ้ำเสีย เรำต้องยอมรับว่ำเรำมีกำรปล่อยน ้ำเสียโดยไม่ได้รับกำรบ้ำบัดซึ่งตรงนี เป็นปัญหำค่อนข้ำงใหญ่ซึ่งจะ
น้ำไปสู่ในเรื่องของกำรปนปื้อนของ coliform bacteria ที่จะปล่อยลงน ้ำ ซึ่งเป็นปัญหำที่ส้ำคัญที่ส่งผลต่อคุณภำพชีวิตของ
ประชำชน ในเรื่องของกำรจัดกำรน ้ำเสียจะเกี่ยวข้องในเรื่องของกำรลงทุน องค์กำรกำรบริหำรจัดกำร ถ้ำเป็นในส่วนของ
บ้ำนเรือนกระจัดกระจำยอยู่ตำมแหล่งน ้ำเรำต้องใช้กำรบริหำรอีกบริบทหนึ่งที่จ้ำเป็นต้องเดินไปควบคู่กันของ non-point 
sources ในภำคของเกษตรกรรมเรื่องของควำมสกปรก ฟำร์มหมู กำรเลี ยงปลำในกระชัง ซึ่งเป็นชีวิตของประชำชน เรำจะท้ำ
อย่ำงไรเพรำะสิ่งเหล่ำนี ไม่ใช่แค่เชิงเศรษฐกิจแต่รวมไปถึงทำงด้ำนสังคม เช่นลุ่มแม่น ้ำท่ำจีนตอนล่ำงเป็นเชิงเศรษฐกิจเรำคุม
อย่ำงไรให้เขำจัดกำรมลพิษก่อนท่ีปล่อยลงสู่สิ่งแวดล้อมหรือลงสู่แหล่งน ้ำ เรำจะท้ำออกมำเป็นตัวมำตรกำรและแผนแม่บทใน
กำรจัดกำรคุณภำพของประเทศไทย ในอีก 20 ปีข้ำงหน้ำ  

ในส่วนของ non-point sources ค่อนข้ำงยำกส้ำหรับกำรบริหำรจัดกำรเพรำะประเทศไทยเป็นประเทศ
เกษตรกรรม ประชำชนเรำกำรใช้สำรเคมี และปุ๋ย เรำยังไม่ค่อยมีองค์ควำมรู้ตรงนั น เรำจะมีกำรจัดกำรตรงปลำยทำงเรื่องกำร
ส่งเสริมทำงเกษตรกรรมที่เป็นภำคของกำรส่งออกพวก GMP แต่ในส่วนของเกษตรกรรมที่เรำเอำมำใช้ในกำรรับประทำนยัง
ค่อนข้ำงน้อยจำกกำรที่ได้ดูข้อมูล ซึ่งเรำจะผลักดันอย่ำงไร ซึ่งเรำต้องคุยกับหลำยๆภำคส่วน ซึ่งเรำต้องควบคุมคุณภำพน ้ำให้
เป็นไปตำมค่ำมำตรฐำนในเรื่องของกำรใช้ประโยชน์ บำงทีคุณภำพน ้ำของเรำอยู่ในระดับที่ดีมำเปน็ระยะเวลำ 20 ปี แล้วเรำจะ
มีกำรยกระดับคุณภำพได้อย่ำงไร ซึ่งยุทธศำสตร์จะเป็นเครื่องมือตัวหนึ่งในกำรท้ำแผน และสำมำรถที่จะตั งงบประมำณในกำร
ขับเคลื่อนได้ให้ได้มำกที่สุด ในภำคพื นที่บริบทของสิ่งแวดล้อมมีทีมงำนค่อนข้ำงมำก ไม่ว่ำจะเป็นอำจำรย์ของมหำวิทยำลัย 
หรือส้ำนักงำนสิ่งแวดล้อมภำคต่ำงๆที่อยู่ในแต่ละพื นที่ ในเรื่องของภำคประชำชนเป็นสิ่งส้ำคัญที่จะเป็นตัวเฝ้ำระวังให้กับพวก
เรำ ไม่ใช่แค่ในส่วนด้ำนทำงวิทยำศำสตร์เท่ำนั นเรำยังมีภำคประชำสังคมก็ถือว่ำเป็นที่จะส่วนเรำได้ ในส่วนด้ำนของงำนวิจัยก็
เป็นส่วนส้ำคัญที่ก้ำลังมองว่ำ เรำเห็นปัญหำคุณภำพน ้ำเสื่อมโทรม เรำมองแค่ว่ำมำจำกน ้ำทิ งชุมชนหรือไม่ ในบำงพื นที่ 
คุณภำพน ้ำเสื่อมโทรมไม่ได้ผ่ำนพื นที่ชุมชน เช่นแม่น ้ำตรัง จังหวัดตรัง สมัยก่อนคุณภำพน ้ำอยู่ในเกณฑ์ที่ดี สำมสี่ปีต่อมำ
คุณภำพน ้ำเสื่อมโทรมลงเมื่อมีกำรตรวจวัด เรำจึงสงสัยว่ำมีกำรเสื่อมโทรมลงได้อย่ำงไร เรำจึงมีกำรติดตำมกำรวัด พบว่ำมีกำร
เปิดหน้ำดิน มีกำรเลี ยงสัตว์ มีกำรท้ำกิจกรรมต่ำงๆเกิดขึ น ซึ่งมันเป็นกำรเปลี่ยนกำรใช้พื นที่ ซึ่งมันจะก่อให้เกิดคุณภำพน ้ำ



191 
 

เปลี่ยนแปลง ในกำรวิจัยเชิงภำพใหญ่ก็สำมำรถท่ีจะตอบได้ งำนวิจัยในระดับเล็กในด้ำน bio and molecular เรำยังไม่มี ใน
กรมควบคุมมลพิษเรำยังไม่มีถึงในระดับนั นแต่มันก็เป็นทิศทำงที่น่ำสนใจ เรำก้ำลังที่จะตรวจสอบในแต่พื นที่ที่มีปัญหำใน
ทำงด้ำนค่ำ coliform bacteria ว่ำพื นที่ที่ปล่อยลงสู่แม่น ้ำนั นมำจำกแหล่งไหนบ้ำง ซึ่งก้ำลังจะเริ่มท้ำในปีนี อย่ำงเข้มข้น ซึ่ง
เป็นงำนวิจัยในเชิงภำคใหญ่ ซึ่งงำนวิจัยเชิงภำคเล็กก็สำมำรถช่วยเรำได้ 
 
ช่วงค าถามค าตอบจากผู้เข้าร่วมงาน 

1. ถำม: ถ้ำเรำมองในด้ำนของ อุตสำหกรรม ชุมชน ภำคกำรเกษตร อุตสำหกรรมเรำสำมำรถจัดกำรเองได้และเรำจะไป
ควบคุมที่ point source ได้เลย และจะมีกรมโรงงำนอุตสำหกรรมด้วยที่ดูแล ฉะนั นที่เป็นปัญหำก็คือ จำกชุมชน และ
ภำคเกษตรกรรม ถ้ำอยำกจะท้ำวิจัยเรำควรจะดูในสองหัวข้อนี เป็นหลักส้ำหรับนักวิจัยที่ต้องกำรจะศึกษำ ในส่วนของ
ชุมชนค่อนข้ำงจะชัดเจนคือมีหน่วยงำนท่ีต้องดูแลอยู่แล้ว แต่ ณ ปัจจุบันหน่วยงำนที่รับผิดชอบมีโครงสร้ำงที่ไม่ครบ ที่จะ
ดูเรื่องนี  เนื่องด้วยคุณภำพท่ีล้ำบำก รวมไปถึงกำรด้ำเนินงำน ซึ่งทำงเทศบำลจะมีระบบและขอบข่ำย พื นที่ที่เขำดูแลด้วย 
และเทศบำลมีประมำณกี่ % ที่มีระบบบ้ำบัดน ้ำเสียโดยไม่พูดถึงดีหรือไม่ดี และทำงภำคเกษตรถ้ำเรำอยำกจะศึกษำ ควร
จะตรงไหนเป็นส่วนแรกที่เรำควรไปจัดกำร เรื่องสำรเคมีรึเปล่ำ หรือดูทำงด้ำนชีวภำพ เผื่อนักวิจัยคนไหนสนใจที่จะท้ำก็
ควรมุ่งเน้นไปในเรื่องที่มีควำมส้ำคัญอันดับต้นๆก่อน 
 
ตอบ: ในส่วนของภำคอุตสำหกรรมจริงๆก็มีมำตรฐำนของเขำอยู่แล้ว เพรำะฉะนั นโรงงำนอุตสำหกรรมมีกำรควบคุม
มลพิษอยู่แล้ว แต่ก็ยังมีในเรื่องของกำรร้องเรียน เรำพบสถิติกำรร้องเรียนค่อนข้ำงเยอะทั งเรื่องของน  ำเสียที่ปล่อยออก 
เรื่องกลิ่น โลหะ ซึ่งมีมำจำกทุกภำคส่วน เรื่องของระบบบ ำบัดน  ำเสียเรำมี 101 แห่ง ซึ่งสร้ำงมำสิบกว่ำปีแล้ว ซึ่งกำรสร้ำง
ระบบบ ำบัดน  ำเสียเป็นหน้ำที่ของท้องถิ่น ที่จะจัดให้มีระบบบ ำบัดเสียจำกชุมชน เรำก็ต้องยอมรับเรื่องกำรจัดกำรน  ำเสีย
ไม่ค่อยมีคนอยำกจะท ำ หนึ่งต้องหำงบประมำณในกำรสร้ำงระบบบ ำบัดน  ำเสีย สองกำรจัดกำรระบบบ ำบัดน  ำเสีย
ค่ำใช้จ่ำยค่อนข้ำงสูง กลไกท่ีเรำจะผลักดันให้มีกำรเก็บค่ำน  ำเสียเหมือนกำรเก็บค่ำขยะ กลไกนี พยำยำมขับเคลื่อนในด้ำน
เศรษฐศำสตร์ โดยกำรที่ท้องถิ่นของบประมำณต้องผ่ำนส ำนักงำนนโยบำยและแผนทรัพยำกรธรรมชำติและสิ่งแวดล้อม 
เรำจะต้องคิดว่ำต้องเรียกค่ำเก็บบ ำบัดน  ำเสีย  ซึ่งก็ยังขับเคลื่อนอยู่แต่ประสิทธิภำพในกำรเก็บค่ำบ ำบัดน  ำเสียถ้ำ
เปรียบเทียบกับกำรเก็บค่ำขยะยังไม่สำมำรถที่จะท ำได้อย่ำงเต็มที่ มันเลยกลำยเป็นปัญหำอยู่ เรำจึงคิดต่อมำว่ำจะท ำ
อย่ำงไรให้ท้องถิ่นมีกำรสร้ำงระบบบ ำบัดน  ำเสียด้วยกำรใช้งบประมำณของตนเอง หรือจะใช้กลไกทำงเศรษฐศำสตร์
อย่ำงไรเพื่อมีแหล่งเงินทุน ปัญหำน  ำเสียถือว่ำมีปัญหำมำกในพื นท่ีส ำคัญที่ท ำรำยได้ให้กับประเทศไทยในฝั่งอันดำมันโดย
รำยได้เป็นหลักรองจำกกรุงเทพ ที่พบน  ำเสียลงสู่ทะเล โดยมีค่ำโคลิฟอร์มแบคทีเรียเพิ่มสูงมำก  
 

2. ถำม: พื นที่น้ำร่อง เรำต้องมีกำรคิดก่อนไหมว่ำต้องท้ำพื นที่ตรงนี ก่อนเพื่อที่จะพัฒนำไปส่วนอ่ืนๆในประเทศ เพื่อที่นักวิจัย
จะได้ไม่ไปท้ำงำนท่ีผิดพื นท่ี หรือมีกำรช่วยชี เป้ำเช่นคนในชุมชนจะร่วมด้วยเพื่อที่นักวิจัยจะได้ท้ำงำนร่วมกันกับชุมชนไป
ด้วยเลย 
 
ตอบ: ในเรื่องของระบบบ ำบัดน  ำเสียเรำมีกำรจัดอันดับควำมส ำคัญอยู่แล้ว ซึ่งกำรจัดอันดับควำมส ำคัญนั นจะจัดในเชิง
ของวิทยำศำสตร์ เป็นแหล่งชุมชนเมื่อสร้ำงระบบบ ำบัดน  ำเสียแล้วจะท ำให้คุณภำพน  ำดีขึ น ทั งในเรื่องของเศรษฐกิจ เรื่อง
ของเป็นพื นที่คุ้มครองสิ่งแวดล้อม เรื่องของพื นท่ีเป็นมลพิษไหม ดูเรื่องของ carrying capacity ถ้ำศักยภำพของพื นที่ใน
กำรรองรับมลพิษน้อยลงแล้วเพรำะฉะนั นจ ำเป็นที่เรำจะต้องกระชับพื นที่ โดยกำรปล่อยมลพิษของสิ่งแวดล้อมต้องลด
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น้อยลง ซึ่งแผนหลักของเรำจะมีเรื่องของ model เข้ำมำจับในภำคพื นที่หรือสัดส่วนที่จะปล่อยลงสู่ผิวน  ำ ไม่ว่ำจะเป็น
ภำคอุตสำหกรรม ซึ่งงำนต่อไปเรำก ำหนดไว้ในแผนของเรำเพื่อท่ีจะต้องด ำเนินกำรต่อ 
 

3. ถำม: งำนเสวนำเรำเป็นวิธีที่บอกได้ว่ำสิ่งที่ปนเปื้อนลงมำนั น มำจำกแหล่งไหน ทำงกรมควบคุมมลพิษใช้ตรวจวัดได้
อย่ำงไร 
 
ตอบ: ตอนที่เรำชี เป้ำ เรำต้องดูว่ำเป็นพื นท่ีวิกฤตไหม ในท่ีนี คือเป็นพื นท่ีร้องเรียนซ  ำซำก หรือวิกฤตในระดับประเทศหรือ
เป็นพื นที่ที่ประกำศเป็นเขตคุ้มครองสิ่งแวดล้อมไหม เขตควบคุมมลพิษไหม เรำจะมีกำรจัดควำมส ำคัญและมีเรื่องกำร
ติดต่อตรวจสอบให้ด ำเนินไปในทำงกำรกฎหมำย มีทั งลงไปตรวจสอบใช้มำตรกำรทำงกฎหมำย ถ้ำเป็นโรงงำน
อุตสำหกรรม ตอนนี มี 130,000 โรงงำน เรำไม่สำมำรถที่จะไปได้ทุกโรงงำนเรำก็เลือกที่มีกำรร้องเรี ยนบ่อยๆ หรือแม่
น  ำท่ำจีนที่มีกำรตรวจสอบในฟำร์มสุกร เครื่องมือที่มีกำรตรวจนั น ไม่ใช่เพียงแค่เรื่องของตรวจจับตำมมำตรฐำนที่ปล่อย
ออกมำ แต่จะมีกำรส่งเสริมให้ปฏิบัติตำมกฎหมำยในเชิงบวกเพรำะว่ำบำงทีเจ้ำของแหล่งก ำเนิดมลพิษเองไม่รู้จักกฎมำย 
เรำจึงมีควำมคิดว่ำเขำต้องรู้กฎหมำยทุกกฎหมำยที่เกี่ยวข้องกับกำรปล่อยลงมำของมลพิษ แต่จริงๆแล้วไม่ใช่เช่นนั นจำก
กำรลงพื นที่ 40-50 เปอร์เซ็นต์ที่จะรู้กฎหมำย เพรำะฉะนั นเรำต้องส่งเสริมให้เขำรู้กฎหมำยรวมไปถึงกำรจัดกำรน  ำเสีย 
บำงที่เขำจัดกำรน  ำเสียในรูปแบบของเขำโดยไม่เข้ำใจว่ำแต่ละขั นตอนท ำไปเพื่ออะไร 

 
3. ศ.ดร.จงรักษ์ ผลประเสริฐ ภาควิชาวิศวกรรมโยธา คณะวิศวกรรมศาสตร์มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ หัวข้อ ประเด็น
ความก้าวหน้าด้านงานวิจัยและเทคโนโลยีที่เกี่ยวข้อง 

  ขอน้ำเสนอประเด็นวิจัย 2 ประเด็นที่เป็นภัยเงียบอันตรำยที่ไม่มีกำรตระหนักมำกแต่มีกำรส่งผลกระทบต่อสุขภำพ
มำก หนึ่งคือปัญหำเชื อโรคดื อยำ เป็นปัญหำที่ทุกคนไม่ตระหนัก เช่นเกิดป่วย ท้องเสียรุนแรง เป็นไข้หวัดใหญ่ หรือติดเชื อใน
กระแสเลือด ยำปฏิชีวนะในอดีตที่เคยใช้ได้ผล ในปัจจุบันอำจจะใช้ไม่ได้ผลแล้วเพรำะว่ำเชื อโรคในตัวเรำมันดื อต่อตัวยำที่เรำ
ใช้ ปัจจุบันนี คนไทยเสียชีวิตจำกปัญหำกำรดื อยำ 38,000 คน หรือวันละ 100 คนซึ่งมำกกว่ำโรคอื่นเยอะ ควำมเสียหำยทำง
เศรษฐกิจมีควำมเสียหำยถึงสี่หมื่นสองพันล้ำนบำท เป็นข้อมูลมำจำกกระทรวงสำธำรณสุข ไม่ใช่แค่เฉพำะประเทศไทย ทั่วโลก
ก็ประสบกับปัญหำนี เช่นเดียวกัน ทั่วโลกในหนึ่งปีคนตำย 700,000 คนหรือนำทีละหนึ่งคน ในอนำคตอำจจะมีกำรตำยเพิ่ม
มำกขึ น ส่วนใหญ่อยู่ในเอเชีย ปัญหำหลักมำจำกคนไทยที่มีกำรใช้ยำปฏิชีวนะมำกและสำมำรถเข้ำถึงยำได้ง่ำย เวลำเรำ
เจ็บป่วยสำมำรถไปร้ำนขำยยำได้ ถ้ำในต่ำงประเทศถ้ำจะมีกำรซื อยำต้องมีกำรไปหำหมอก่อน ทำงด้ำนปศุสัตว์ก็มีกำรใช้ยำ
ปฏิชีวนะมำก ฟำร์มหมู ไก่ กำรประมง จำกกำรตรวจสอบพบว่ำมีกำรปนเปื้อนของยำปฏิชีวนะในแหล่งน ้ำมำก ท้ำให้มีเชื อโรค
ดื อยำเกิดขึ นเป็นจ้ำนวนมำก เรำมีแผนยุทธศำสตร์ห้ำปีท่ีจะมีกำรจัดกำรปัญหำโรคดื อยำ ลดกำรเจ็บป่วย ลดกำรใช้ยำน้อยลง 
สิ่งเหล่ำนี จะเกิดขึ นได้นั นประชำชนต้องมีกำรตระหนัก ทำงด้ำนสำธำรณูปโภค ชำวบ้ำนและประชำชนจ้ำนวนมำกยังแยกควำม
แตกต่ำงไม่ได้ระหว่ำงยำปฏิชีวนะ ยำฆ่ำเชื อและยำแก้อักเสบ งำนวิจัยเรำก็มีกำรพยำยำมศึกษำ โรงพยำบำลส่วนมำกที่มีกำร
ปล่อยน ้ำเสียออกมำก็มียำปฏิชีวนะตกค้ำงปนเปื้อนออกมำด้วย เรำศึกษำวิจัยโดยใช้ระบบ wet land ขั นสูงและปลูกพืชได้แก่ 
กก และธูปฤำษี พบว่ำ    ไฮดรอกซิลแรดิเคิลสำมำรถย่อยสลำยยำตกค้ำงได้ เมื่อใช้ดินที่มีเหล็ก 30% เป็นปฏิกิริยำเฟนตันเพื่อ
ปลูกต้นไม้ก็สำมำรถที่จะย่อยสลำยยำได้ มีโรงพยำบำลบำงแห่ง เช่น โรงพยำบำลเจ้ำพระยำอภัยภูเบศรซึ่งอยู่ติดแม่น ้ำบำงปะ
กงก็มีกำรลงมือท้ำและประสบควำมส้ำเร็จ นอกจำกนี  ยำตกค้ำงจำกกำรเลี ยงปลำกระชังก็มีมำกเหมือนกัน ซึ่งเป็นปัญหำ
เพรำะควำมเข้มข้นน้อยมำก ดังนั นกำรตรวจวัดจะต้องมีกำรใช้ค่ำใช้จ่ำยทีค่่อนข้ำงแพง  

ส่วนอีกปัญหำหนึ่งคือไดออกซินเป็นสำรพิษตกค้ำง คงทน อันตรำย และอยู่ในธรรมชำติได้นำน มีกำรกระจำยไปทั่ว
ในแหล่งน ้ำ และมีกำรสะสมในไขมันของคนและสัตว์ ซึ่งเกิดจำกกำรเผำไหม้เนื่องจำกขยะเยอะขึ น กำรวัดไดออกซินก็มีกำรใช้
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ค่ำใช้จ่ำยสูงและเรำก็ไม่มีกำรตรวจวัดที่ได้มำตรฐำน ซึ่งสำรไดออกซินเป็นสำรที่ก่อให้เกิดมะเร็ง ในต่ำงประเทศโดยเฉพำะ
เยอรมัน พบไดออกซินในไขมันในน ้ำนม ก็มีกำรพยำยำมลดในน ้ำนมคุณแม่ ของประเทศไทยเรำก็ควรมีกำรตรวจวัดไดออกซิน
ในนมแม่ซึ่งมีผลกระทบต่อสมองและกำรเจริญเติบโต รวมไปถึงให้มีกำรท้ำวิจัยต่อไป 
 

4. ดร.สมสิทธิ์ มูลสถาน  กรรมการสถาบันน  าและสิ่งแวดล้อมเพ่ือความยั่งยืน สภาอุตสาหกรรมแห่งประเทศไทย หัวข้อ 
เทคโนโลยี มาตรการและการป้องกันของผู้ประกอบการ 

จุดก้ำเนิดของ Thailand 4.0 มำจำกสภำอุตสำหกรรม ซึ่งเริ่มจำกกำรกล่ำวถึง industry 4.0 โดยเป็นกำรใช้
นวัตกรรมมำสร้ำงรำยได้ ใช้แรงน้อยแต่ได้เงินมำก แต่อุตสำหกรรมในประเทศไทยยังเป็นระดับ industry 2.0 ภำพรวมของ
ประเทศไทยปัจจุบันก็คงเป็นระดบั Thailand 3.0 ซึ่งหำกเป็นเรื่องน ้ำเสีย ถ้ำรัฐบำลมีกำรให้เงินไป มีกำรรับประกันสองปี และ
ให้ผู้ประกอบกำรมีกำรจ้ำงกำรด้ำเนินงำนอีกสองปีจะได้ผลดีมำก เนื่องจำกส่วนใหญ่เมื่อกำรก่อสร้ำงแล้วเสร็จก็จะมีกำร 
training บำงครั งมีกำรลงทุนสี่สิบถึงห้ำสิบล้ำนหรือร้อยล้ำนบำท หลังจำกนั นน้ำผู้ที่ไม่ช้ำนำญมำ operate และมีกำรเปลี่ยน
นโยบำยบ่อยมำกซึ่งจะต้องมีกำรท้ำให้ดีขึ นเรื่อยๆโดยมีกำร training ไปเรื่อยๆ ดังนั นรัฐบำลควรมีกำร operate ไปเลยอย่ำง
น้อย 2 ปี โดยไม่ควรเปลี่ยนบ่อย 

เรื่องไดออกซินนั น ปัจจุบันมำตรฐำนอยู่ที่ 0.5 นำโนกรัมต่อลูกบำศก์เมตร แต่มีควำมพยำยำมปรับมำตรฐำนลงเป็น 
0.1 เพื่อให้เท่ำกับประเทศในแถบยุโรป อย่ำงไรก็ตำม เนื่องจำกประเทศไทยมีข้อจ้ำกัดด้ำนกำรตรวจวัดท่ีแพงมำก จึงไม่ควรจะ
ใช้มำตรฐำนควำมเข้มข้นของไดออกซินที่เท่ำกับในต่ำงประเทศมำก้ำหนดเป็นมำตรฐำนของประเทศไทย นอกจำกนี  ในกำร
ควบคุมโรงงำนอุตสำหกรรม ท้ำได้โดยกรมโรงงำนซึ่งสั่งปิดโรงงำนได้ ในขณะที่กรมควบคุมมลพิษไม่มีอ้ำนำจสั่งปิด ควำมผิด
ของโรงงำน ได้แก่ กำรลักลอบปล่อยน ้ำทิ งบ้ำง เพรำะเนื่องจำกว่ำมีต้นทุนสูงในกำรบ้ำบัด แม้ผู้ประกอบกำรรู้วิธีในกำรก้ำจัดก็
ตำม นอกจำกนี  สิ่งที่ควรพิจำรณำเพิ่มเติมคือแหล่งก้ำเนิดอื่นๆที่นอกเหนือจำกโรงงำนด้วย เช่น ชุมชน หรือ non-point 
sources ด้วย ซึ่งเป็นท่ีน่ำเสียดำยที่ทำงกรมมลพิษไม่มีอ้ำนำจ นอกจำกนี  สิ่งที่อยำกเห็นคือ โรงงำนไฟฟ้ำจำกพลังงำนขยะที่มี
ประสิทธิภำพและยั่งยืน กำรบ้ำบัดน ้ำเสียที่มีประสิทธิภำพและยั่งยืน  
 
ช่วงค าถามค าตอบจากผู้เข้าร่วมงาน 

1.ถำม: ในสภำอุตสำหกรรมมีกำรตระหนักอย่ำงไรบ้ำงในเรื่องของ non point sources จำกแหล่งก้ำเนิดอุตสำหกรรม 
 
ตอบ: ทุกวันนี หลำยโรงงำนในอุตสำหกรรมที่เกี่ยวกับ non point sources มีกำรโดนปิด เนื่องจำกมีกำรลักลอบกำรปล่อยน  ำ
ทิ ง เพรำะต้นทุนในกำรบ ำบัดมีค่ำใช้จ่ำยสูง 
 
2.ถำม: ในด้ำนอุตสำหกรรม ถ้ำพูดในเชิงของ ข้อมูลวัตถุดิบ กระบวนกำรผลิต และผลผลิต ทำงผู้ประกอบกำรโรงงำน

อุตสำหกรรมทรำบไหมว่ำ กระบวนกำรของตัวเองเป็นอย่ำงไร ถ้ำมีมลพิษเกิดขึ น เขำได้คิดไหมว่ำจะต้องลดต้นทุน 
 
ตอบ: ทำงผู้ประกอบกำรรู้อยู่แล้วว่ำกระบวนกำรของตัวเองเป็นอย่ำงไร รวมไปถึงรู้วิธีในกำรจัดกำรกับมลพิษที่เกี่ยวข้องกับ 
non point sources แต่เป็นท่ีทรำบอยู่แล้วว่ำ ต้องใช้ต้นทุนสูงในกำรจัดกำร 
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4. นายแพทย์ดนัย ธีวันดา รองอธิบดีกรมอนามัย หัวข้อ นโยบาย กฎหมาย และปัญหาด้านสาธารณสุข 

ปัญหำที่ส้ำคัญปัญหำหนึ่งในปัจจุบันนี  คือ กำรแก้ปัญหำต่ำงๆโดยไม่ศึกษำบริบทที่แท้จริง เช่น ควำมเช่ือมโยงใน
หลำยๆเรื่องตั งแต่เรื่องของข้อกฎหมำยรวมไปถึงกระบวนกำรในกำรพัฒนำในหลำยๆส่วน บำงครั งมีกำรท้ำแบบ segment แต่
ละตัวก็มีกำรท้ำที่ต่ำงกันในบริบทตัวเองหรือแม้กระทั่งกลไกของทำงสำธำรณสุขก่อนหน้ำนี ก็เป็นลักษณะแบบนี  สิ่งทีเ่ห็นภำพ
ได้ชัดก็คือว่ำ ปัญหำเกิดจำกกำรที่เรำไม่ทรำบวิถีชีวิตจริงของคนไทยเป็นแบบไหน รูปแบบกำรด้ำรงชีวิตของตัวเรำเอง
เปลี่ยนไปค่อนข้ำงมำก ตั งแต่เรื่องของกำรใช้หลักควำมคิด ตั งแต่กำรใช้งำนแบบภำคเกษตรมำเป็นกำรใช้งำนภำคอุตสำหกรรม
ก็ยังมีกำรใช้รูปแบบเดิมๆ และสิ่งจ้ำเป็นที่เรำควรควบคุมและต้องเข้มงวดกลับละเลย ตัวชี วัดหลำยๆตัวตัวที่มีกำรปนเปื้อน
ออกมำเป็นกำรส่งผลกระทบส่วนหนึ่งต่อพฤติกรรมกำรบริโภค และพฤติกรรมทำงกำรบริกำรของบุคลำกรทำงด้ำนกำรแพทย์ 
รวมทั งกลไกของกำรควบคุมซึ่งอำจจะไม่ได้ตอบโจทย์กับสิ่งท่ีเรำต้องกำรว่ำให้มีสุขภำพท่ีดี  

ในหลำยครั งมีกำรพยำยำมให้ประชำชนพึ่งพำตัวเองได้ แต่นโยบำยหลำยอย่ำงกลับส่งเสริมให้ประชำชนพึ่งพำกำร
ท้ำงำนของภำครัฐ ในเรื่องของกำรกระจำยอ้ำนำจ ในอดีตเรำมีกำรมองถึงกำรบริหำรจัดกำรประเทศ ซึ่งพยำยำมที่จะให้มี
องค์กรส่วนท้องถิ่นครอบคลุมทั่วประเทศเพื่อที่จะให้เกิดกำรด้ำเนินกำร แต่ปัญหำอยู่ที่ตรงที่ว่ำองค์กรส่วนท้องถิ่นมีกำรใช้
อ้ำนำจรัฐที่จะไปบริหำรจัดกำรในกลุ่มย่อยนั นเกิดขึ นไม่ได้จริง เพรำะกำรลงทุนในหลำยๆส่วนแค่ในเรื่องของกำรจัดกำรมันมี
กำรสิ นเปลืองอย่ำงมหำศำล แทนท่ีเรำจะมีส่วนท้องถิ่นแค่หลักร้อยแต่กลับมถีึงหลักพัน ในแต่ละหน่วยต้องใช้คนอย่ำงมหำศำล 
แต่ในตัวของกฎหมำย ดูเหมือนมองอ้ำนำจให้ส่วนท้องถิ่นแต่สุดท้ำยมีกำรมอบอ้ำนำจให้รำชกำรส่วนกลำง และอ้ำนำจของกำร
บริหำรส่วนภูมิภำคมำเป็นตัวกุญแจ ที่ไม่สำมำรถตอบโจทย์ต่อวิธีกำรต่อกำรแก้ไขปัญหำได้  

ดังนั น เมื่อกล่ำวถึง non-point sources แท้ที่จริงแล้วในทุกพื นที่ของประเทศ เรำใช้ชีวิตสร้ำงพวกสำรพิษหรือ
ปล่อยสำรพิษต่ำงๆออกมำโดยไม่รู้ตัว กลไกที่จะช่วยควบคุมได้ก็ควบคุมในระดับหนึ่ง แต่ข้อควรระวังคือกำรใช้ model ของที่
หนึ่งไปขยำยผลอีกที่หนึ่ง โดยลืมไปว่ำเง่ือนไข วิธีปฏิบัติโดยพฤติกรรมของคนแต่ละภูมิภำคในแต่ละที่หรือว่ำในแต่ละกลุ่มไม่
เหมือนกัน ดังนั น กำรวิจัยต่ำงๆในประเทศไทยที่จะเกิดขึ น ต้องมีกำรวิจัยบนพื นฐำนของควำมคิดแบบคนไทย และเง่ือนไข
ต่ำงๆที่เรำจะด้ำเนินกำร เรำจะมอง model จุดใดจุดหนึ่งแล้วเอำไปขยำยผลต่อในประเทศนั นเป็นไปได้ยำกมำก ดังจะเห็นได้
จำกกำรลงทุนที่ผ่ำนๆมำกลับกลำยเป็นไม่สำมำรถใช้ประโยชน์ได้ เช่น เตำเผำขยะติดเชื อ รัฐบำลมีกำรลงทุนและมีกำรจัดสรร
งบประมำณไปให้ทั่วประเทศในรอบหลำยปีที่ผ่ำนมำ แต่ตอนนี มีเตำเผำขยะติดเชื อที่ยังด้ำเนินกำรอยู่แค่สิบแห่ง ในสิบแห่งมี
กำรจัดกำรของภำครัฐ 8-9 แห่ง ภำคเอกชนหนึ่งแห่ง ปัญหำในกำรด้ำเนินกำรคือปริมำณขยะที่ไม่เพียงพอต่อกำรเผำ หำกจะ
ท้ำวิจัยจริงๆตัวเช่ือมระหว่ำงกำรท้ำวิจัยทำงด้ำนวิทยำศำสตร์และทำงด้ำนสังคม จะเป็นตัวหนึ่งที่จะช่วยท้ำให้เง่ือนไขในกำร
ท้ำงำนสำมำรถตอบโจทย์ได้ ซึ่งไม่อยำกจะให้ท้ำวิจัยทำงด้ำนวิทยำศำสตร์ หรือ ทำงด้ำนสังคม เพียงอย่ำงเดียว แต่อยำกจะให้
ท้ำวิจัยที่เช่ือมโยงกัน รวมทั งอีกส่วนหนึ่งคือกำรวิจัยที่เช่ือมต่อไปถึงส่วนสุดท้ำยคือกำรเปลี่ยนแปลงพฤติกรรมของประชำชน
เองภำยใต้บริบทในปัจจุบัน 
 
ช่วงค าถามค าตอบจากผู้เข้าร่วมงาน 

1.ถำม: โดย ผศ.สุวรรณี จุฑำมณีพงษ์ คณะสำธำรณสุขศำสตร์ มหำวิทยำลัยธรรมศำสตร์ ในมุมมองของกรมอนำมัย 
แหล่งก้ำเนิดมลพิษ มีอะไรอยำกจะให้ช่วยกัน Focus ไหม ทำงกรมอนำมัยมีกำรจัดล้ำดับควำมส้ำคัญอย่ำงไรบ้ำงเกี่ยวกับ
ด้ำนมลพิษ 

 
ตอบ: โดยภำพรวมด้วยปัญหำเกิดขึ นทุกๆจุด ไม่ใช่เกิดแค่จุดใดจุดหนึ่ง เรำควรมุ่งไปที่พฤติกรรมของคน วิธีกำรในกำร
ตรวจสอบต่ำงๆที่เกี่ยวข้อง รวมไปถึงข้อมูลที่เกี่ยวข้อง ภำยใต้ของกลไกกฎหมำยหลำยๆฉบับสำมำรถท่ีจะท ำได้ ในมุมมองของ
คนท่ีจะปฏิบัติ หรือคนท่ีใช้ในชีวิตประจ ำวันเรำยังมองข้ำมควำมปลอดภัยในจุดนี อยู่ สิ่งท่ีอยำกจะให้เกิดขึ นได้จริงๆ จะท ำยังไง
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ให้คนไทยของเรำเปลี่ยนวิถีชีวิตให้มองในเรื่องของควำมปลอดภัย ค ำนึงกำรรับผิดชอบของตัวเองมำกที่สุดโดยปฏิบัติได้อย่ำง
ถูกต้อง วิธีในกำรปฏิบัตินั น เรำติดในส่วนที่ว่ำข้อควำมที่ถูกปล่อยโดยทำงรำชกำร หรือหน่วยงำนอื่นๆ เป็นกำรปล่อยข้อควำม
ที่ไม่ได้แบ่งกลุ่มว่ำกลุ่มนี ต้องปล่อยข้อควำมออกมำแบบไหน ดังนั นกำรที่จะปล่อยออกมำสู่ประชำชนจริงๆต้องเป็นลักษณะที่
ง่ำยมำกที่สุด อย่ำงน้อยพวกเขำสำมำรถท ำอะไรได้บ้ำง ส่วนถัดมำคือในแง่ของชุมชนเอง เรำจะท ำอย่ำงไรให้ชุมชนสำมำรถ
ดูแลกันเองได้ภำยใต้กลไกของเขำเอง ในส่วนของสถำนประกอบกำรต่ำงๆไม่ว่ำจะเป็นภำครัฐหรือภำคเอกชน ถ้ำหำกว่ำเรำจะ
ให้กลไกเหล่ำนั นควบคุมกันเองในระดับหนึ่งภำยใต้กฎหมำยหรือข้อบังคับต่ำงๆ ไม่ควรที่จะบีบรัดจนเกินไป ในขณะเดียวกันก็
คือให้อิสระในกำรที่เขำจะสำมำรถบูรณำกำรได้ ซึ่งตรงนี เป็นส่วนหนึ่งที่จะช่วยได้ สุดท้ำยอยำกจะเน้นมุ่งเน้นไปที่พฤติกรรม
ของคนไทยเป็นหลัก  
 
2. ข้อเสนอแนะ: โดย ผศ.ดร.ก้ำพล นันทพงษ์ คณะสำธำรณสุขศำสตร์ มหำวิทยำลัยธรรมศำสตร์ ต่อเนื่องมำจำกอำจำรย์ที่

ท้ำงำนวิจัยที่เกี่ยวข้องกับเรื่องส้วม และกำรน้ำส้วมมำใช้ในพื นท่ีจริงอำจำรย์ธรรมรัตน์ คุตตะเทพ ได้มีกำรดูค่ำ DALY ซึ่ง
เป็นค่ำดัชนีชี วัดสุขภำพ ซึ่งปัญหำก็คือกำรน้ำสิ่งแวดล้อมมำเชื่อมโยงกับสขุภำพและกำรวิเครำะห์ต้นทุนซึ่งมีกำรค้ำนวณที่
ยำกเมื่อน้ำมำเกี่ยวข้องกับเรื่องสุขภำพ แต่ปัญหำเกี่ยวกับระบบรำยงำนไม่มีกำรสนับสนุนกับทำงด้ำนสิ่งแวดล้อมในกำร
หำค่ำ DALY จำกเหตุผลที่กล่ำวมำนี จึงไม่สำมำรถที่จะค้ำนวณย้อนกลับได้ว่ำมีกำรสูญเสียไปเท่ำไหร่ ปัญหำหลักคือ เรื่อง
ระบบรำยงำนมีควำมซ ้ำซ้อน ไม่ว่ำจะเป็นทำงด้ำนสำธำรณสุข หรือองค์กรส่วนท้องถิ่น เช่น ในเรื่องกำรสร้ำงระบบบ้ำบัด
น ้ำเสียของทำงเทศบำล ในเรื่องของระบบบ้ำบัดน ้ำเสียจะต้องมีหลำยหน่วยงำนเข้ำมำดูแลเข้ำมำเกี่ยวข้อง ดังนั นควรจะ
ฝำกใครที่ช่วยเข้ำมำดูแลในส่วนนี   

 
3. ข้อเสนอแนะ: โดย ผศ.ดร.ก้ำพล นันทพงษ์ คณะสำธำรณสุขศำสตร์ มหำวิทยำลัยธรรมศำสตร์ ประเด็นที่หนึ่งกำรแก้ไข

ปัญหำมลพิษกับกำรควบคุมคุณภำพในแหล่งน ้ำ จำกแผน 20 ปีของ รศ.ดร.พิสุทธิ์ เพียรมนกุล ภำควิชำวิศวกรรม
สิ่งแวดล้อม คณะวิศวกรรมศำสตร์ จุฬำลงกรณ์มหำวิทยำลัย อำจจะเป็นแผน 40 ปี หรือ 50 ปีขึ นไป สิ่งที่น่ำเป็นห่วงคือ
ระบบบ้ำบัดน ้ำเสียส่วนรวม โดยตอนนี เกิดเป็นโครงกำรของอำจำรย์ธรรมรักษ์ เรำควรจะย้อนกลับไปดูที่แหล่งก้ำเนิด 
ของเสียที่ปล่อยออกมำจำกบ้ำนเรือนเรำควรจะท้ำให้ส้ำเร็จเสร็จสิ นอยู่ในบ้ำน ดังนั น งำนวิจัยควรจะย้อนกลับไปที่
แหล่งก้ำเนิดมลพิษ แล้วมีกำรจัดกำรท้ำให้กำรปล่อยของเสียออกมำน้อยที่สุด  ประเด็นที่สองเรำควรยกเลิกระบบที่
ท้องถิ่นจะต้องมำรองรับขยะตำมบ้ำน เช่นบ้ำนไหนจะทิ งขยะก็ให้ไปจดทะเบียน แต่ถ้ำบ้ำนไหนที่สำมำรถจัดกำรได้ แยก
ได้ภำยในบ้ำนก็ไม่ต้องจ่ำย ซึ่งเป็นประเด็นท่ีเรำลองจะศึกษำ  

 
4. ข้อเสนอแนะ: โดย รศ.ดร.สุวรรณำ บุญตำนนท์ ภำควิชำวิศวกรรม โยธำและสิ่ งแวดล้อม  คณ ะวิศวกรรมศำสตร์ 

มหำวิทยำลัยมหิดล เนื่องจำกว่ำหัวข้อนี เป็นควำมส้ำเร็จและโอกำสที่ส้ำคัญ ประเด็นที่เกี่ยวกับเรื่องน ้ำเสีย และยำ
ปฏิชีวนะ เรำจะเห็นได้ว่ำงำนด้ำนกำรจัดกำรมลพิษถือเป็นโอกำส ไม่ใช่เพียงแค่บอกค่ำควำมสกปรกเท่ำนั น แต่มันเป็น
เรื่องโอกำสในกำรจัดกำรปัญหำสุขภำพในกำรเติมเต็มข้อมูลทำงด้ำนสุขภำพอีกด้วย เช่นประเด็นยำปฏิชีวนะ เรื่องกำรดื อ
ยำ งำนทำงด้ำนวิศวสิ่งแวดล้อมหรืองำนทำงด้ำนสุขภิบำลสำมำรถที่จะช่วยเติมเต็มข้อมูลทำงด้ำนกำรแพทย์ได้ แต่ว่ำ
ข้อมูลทำงด้ำนสิ่งแวดล้อมงำนน ้ำเสียสำมำรถบอกอะไรได้มำกมำย เช่นกำรเอำน ้ำเสียมำบ่งบอกข้อมูลทำงด้ำนสุขภำพ
หรือเรื่องกำรจัดกำรคุณภำพ ซึ่งอำจจะเป็นโอกำสในกำรใช้เทคโนโลยีของทำงหัวหน้ำโครงกำรที่พัฒนำขึ น ซึ่งงำนเสวนำ
ค่อนข้ำงเป็นจุดเริ่มต้นที่ดีเพรำะว่ำรวมหลำยภำคส่วนและรวมไปถึงทำงสังคม เพรำะฉะนั นกำรที่หลำยๆภำคส่วนมีส่วน
ร่วมโดยเฉพำะกำรสื่อสำร ต้องมีกำรสื่อสำรเข้ำมำมีส่วนร่วมมำกๆ ไม่อย่ำงนั นจะส่งผลให้ไม่สำมำรถที่จะสื่อสำรให้กับ
ชุมชนได้  
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5. รศ.ดร.พิสุทธิ์ เพียรมนกุล ภำควิชำวิศวกรรมสิ่งแวดล้อม คณะวิศวกรรมศำสตร์ จุฬำลงกรณ์มหำวิทยำลัย ตอบ จำก
ประเด็นที่กล่ำวมำทั งหมดนี  จะมีกำรน้ำไปถ่ำยทอดต่อ โดยส่วนตัวผมก็ ให้ควำมเห็นกับในทีม พยำยำมที่จะไปข้ำงบนถึง
ท่ำนนำยกรัฐมนตรี เขำบอกว่ำถ้ำเรำจะท้ำยุทธศำสตร์ชำติยี่สิบปีแล้วประชำชนไม่รู้ เรียนตำมตรงว่ำตัวยุทธศำสตร์ที่ท้ำ 
มันท้ำช่วงปลำยของ คสช. จริงๆเกือบจะเลือกตั งแล้ว กลำยเป็นว่ำกำรสร้ำงกำรรับรู้ กับกำร engagement มันมี
ข้อจ้ำกัดค่อนข้ำงน้อย อย่ำงหลำยๆท่ำนเห็นภำพออกมำแล้วหำยไปเลย นั่นคือ engagement ที่สร้ำงขึ นมำเพื่อบอกว่ำ
เรำมีแผนปฏิรูปประเทศ โดยส่วนตัวนั่นไม่ใช่เลย ก็มีพยำยำมที่จะส่งต่อในเรื่องของ engagement  เพรำะว่ำถ้ำเรำ 
engage ให้คนรับรู้ไม่ได้ว่ำเรำมีอันนี ยี่สิบปีเรำจะไปคำดหวังอย่ำงไรว่ำเขำจะใช้ต่อ คนท่ีจะเป็นคนสร้ำงว่ำคุณห้ำมเปลี่ยน 
ผมพูดตรงๆว่ำโดยส่วนตัว ผมว่ำรัฐธรรมนูญควบคุมไม่ได้ ประชำชนต่ำงหำกท่ีจะบอกว่ำฉันจะเอำแบบนี  แต่ถ้ำปัจจุบันถ้ำ
ยังท้ำกันอยู่แค่นี มันก็จะไม่ครบ โดยที่ผมว่ำเรื่อง environment education ผมมองอีกโจทย์หนึ่งที่น่ำท้ำ คือเรำเรียนใน
เชิงพื นฐำนอำชีพค่อนข้ำงเยอะ แต่เรำจะ disrupt รูปแบบกำรสอนในเชิง environmental อีกแบบดีไหม ที่มีควำม
เติบโต สมดุล และยั่งยืนให้คนเรียนตั งแต่เด็กเห็นภำพทั งสองแบบว่ำ คุณดูอย่ำงสิงคโปร์ ญี่ปุ่น จริงๆแล้วเขำพัฒนำ
อุตสำหกรรม สิ่งแวดล้อมเขำก็ดีด้วย ก็ต้องยอมเสียทั งสองฝั่ง เด็กถึงจะโตด้วยกัน สุดท้ำยผม ถ้ำมุมมองกำรวิจัยเกี่ยวกับ
เรื่อง non point sources ที่ผมอยำกท้ำ มีโอกำสเสนอในแผนด้วย ผมก็ต้องมองทั งสองด้ำนคือจำกบกสู่ทะเล ทะเลสู่บก 
ผมว่ำจำกบอกสู่ทะเลคือเกษตรชัดเจน เรื่องขยะชัดเจน นั่นคือ non point sources อย่ำงจริงจัง บกสู่ทะเลอีกอันคือ
เรื่อง saving ผมว่ำถ้ำเรำไม่ saving ก็แก้ไม่จบ ถ้ำเรำยังใช้ 70% เป็นน ้ำจำกกำรเกษตร เรำไม่รู้ตรงนี เลย  ผมว่ำจำกบกสู่
ทะเลยังไงก็แก้ไม่ได้ ต้องเริ่มที่พฤติกรรมต้อง saving ตัวนี ให้ได้ก่อน ในขณะที่จำกทะเลสู่บกผมว่ำก็มีคนพูดเยอะ 
ยกตัวอย่ำงเช่น oil spill แล้วในอนำคตเรำจะไม่สำมำรถปฏิเสธได้ กำรที่ประเทศไทยจะมีควำมเป็นธรรมของภูมิภำคมัน
เป็นแน่ๆอยู่แล้ว ดังนั น pollution ที่เป็น  non point sources pollution จำกทะเลสู่บกทั งในเชิงของคุณภำพอำกำศ
ด้วย จริงๆมี professor ที่เกำหลีหลำยท่ำนในต่ำงประเทศที่ท้ำ เรื่อง violent air pollution มันมีเพียง 2.5 จำกทะเล
เข้ำมำสู่บกเท่ำไหร่ ดังนั นเป็นอีกโจทย์หนึ่งที่เรำสำมำรถท้ำในเชิง non point source research ต่อได้ 

 
6.3 การบรรยายหัวข้อ “นวัตกรรมการระบุแหล่งปล่อยมลพิษ ด้วย Microbial Source Tracking (MST)” 
โดย   ดร.ขวัญรวี สิริกาญจน นักวิจัยช านาญการ สถาบันวิจัยจุฬาภรณ์ หัวหน้าโครงการวิจัย 
  และ ดร.ปิณิดา ลีลพนัง ก าแพงทอง นักวิชาการสิ่งแวดล้อมช านาญการ ส่วนแหล่งน  าจืด  

กรมควบคุมมลพิษ ผู้ร่วมวิจัย 
วัตถุประสงค์  เพ่ือเผยแพร่เทคโนโลยีและผลการศึกษาในแม่น  าท่าจีน 
เนื อหา (เอกสารน าเสนอ ดังแสดงในภาคผนวก ฌ3.) 
 ผู้บรรยำยน้ำเสนอปัญหำปัจจุบันที่มำตรฐำนคุณภำพน ้ำผิวดินและน ้ำทะเลชำยฝั่งยังไม่มีพำรำมิเตอร์ใดที่สำมำรถ
ระบุไปถึงแหล่งก้ำเนิดมลพิษเพียงแหลง่เดียวได้ โดยที่พบคือเป็นกำรระบุแหล่งก้ำเนิดรวมกันหรือคำบเกี่ยวกันระหว่ำงกิจกรรม
หลักๆ 3 กิจกรรม ได้แก่ เกษตรกรรม อุตสำหกรรม และชุมชน ในส่วนของพำรำมิเตอร์บ่งชี คุณภำพน ้ำทำงชีววิทยำมีกำรใช้
แบคทีเรียกลุ่มโคลิฟอร์ม ฟีคอลโคลิฟอร์ม และเอ็นเทอโรคอกไค ซึ่งก็สำมำรถปนเปื้อนมำจำกแหล่งก้ำเนิดหลำยชนิด ได้แก่ 
น ้ำเสียชุมชน มูลสัตว์ต่ำงๆ ทั งปศุสัตว์ (เช่น โค สุกร สัตว์ปีก) สัตว์เลี ยง (เช่น สุนัข แมว) หรือแม้แต่สัตว์ตำมธรรมชำติ (เช่น  
นกน ้ำ สัตว์ป่ำ ปลำธรรมชำติ เป็นต้น) ปัจจุบันมีสถำนีตรวจวัดคุณภำพน ้ำผิวดินประมำณ 20 เปอร์เซ็นต์ และสถำนีตรวจวัด
คุณภำพน ้ำทะเลชำยฝั่งประมำณ 15-50 เปอร์เซ็นต์ที่พบค่ำแบคทีเรียเกินมำตรฐำน ดังนั น ปัญหำกำรปนเปื้อนแบคทีเรียใน
แหล่งน ้ำจึงนับเป็นปัญหำส้ำคัญที่หำกสำมำรถด้ำเนินกำรแก้ไขได้ จะท้ำให้คุณภำพน ้ำในแหล่งน ้ำดีขึ นได้ ในต่ำงประเทศ ทั ง
สหรัฐอเมริกำและประเทศสหภำพยุโรป มีกำรก้ำหนดมำตรฐำนแบคทีเรียส้ำหรับแหล่งน ้ำเพื่อกำรนันทนำกำร โดยใช้
แบคทีเรียอีโคไลและเอ็นเทอโรคอกไคส้ำหรับทั งน ้ำจืดและน ้ำทะเล หำกน ้ำมีกำรปนเปื้อนของแบคทีเรียดังกล่ำวเกินค่ำ
มำตรฐำน จะมีมำตรกำรคือติดป้ำยเตือนบริเวณชำยหำดเพื่อให้นักท่องเที่ยวรับทรำบควำมเสี่ยงของกำรเจ็บป่วยหำกลงเล่นน ้ำ  
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แนวทำงที่ส้ำคัญในกำรแก้ไขปัญหำคุณภำพน ้ำเสื่อมโทรมและฟื้นฟูคุณภำพน ้ำให้กลับมำดีขึ นอย่ำงประสบผลส้ำเร็จ
ในต่ำงประเทศ คือกำรใช้เทคนิคกำรตรวจระบุแหล่งก้ำเนิดน ้ำเสียด้วยจุลินทรีย์ หรือ Microbial Source Tracking (MST) 
โดยกำรตรวจจ้ำแนกจุลินทรีย์ในล้ำไส้ที่จ้ำเพำะกับคนหรือสัตว์ประเภทต่ำงๆ เช่น สุกร โค ม้ำ แพะ แกะ ไก่ เป็ด นก เป็นต้น 
เทคนิค MST นี นอกจำกจะเป็นวิธีกำรระบุแหล่งปล่อยมลพิษน ้ำเสียลงสู่สิ่งแวดล้อม ซึ่งอำจมีหลำยแหล่งที่ปล่อยน ้ำเสียและสิ่ง
ปฏิกูลปนเปื้อน ยังสำมำรถช่วยในกำรประเมินควำมเสี่ยงผลกระทบต่อสุขภำพมนุษย์ได้อีกด้วย เนื่องจำกสิ่งปฏิกูลจำกคนมี
ควำมเสี่ยงในกำรปนเปื้อนเชื ออันตรำยที่ก่อโรคในคนได้สูง ในขณะที่สิ่งปฏิกูลจำกสัตว์อำจมีเชื อที่ติดต่อสู่คนได้แต่ด้วยชนิด
และปริมำณที่น้อยกว่ำ เทคนิค MST นี อันท่ีจริงแล้วเป็นส่วนหนึ่งของกำรศึกษำวิจัยด้ำน Fecal Source Tracking ซึ่งคือกำร
ตรวจระบุแหล่งปล่อยสิ่งปฏิกูล โดยมีกำรศึกษำอีกด้ำนคือ chemical source tracking (CST) ซึ่งหมำยถึงกำรตรวจวิเครำะห์
สำรเคมี เช่น กำรตรวจวิเครำะห์สำรคำเฟอีนและน ้ำหอมสำมำรถระบุกำรปนเปื้อนกิจกรรมจำกคนได้ หรือ  กำรตรวจสำร 
sterols บำงชนิดใช้ระบุกำรปนเปื้อนจำกสัตว์ป่ำหรือพื นท่ีกำรเกษตรได้ เป็นต้น แต่ไม่เป็นที่แพร่หลำยเท่ำกับกำรใช้จุลินทรีย์ 
เนื่องจำกมีคุณสมบัติคล้ำยคลึงกับเชื อก่อโรคมำกกว่ำ เช่น อัตรำกำรสลำยตัวเมื่อถูกปล่อยสู่สิ่งแวดล้อม เป็นต้น เทคนิค MST 
ได้รับกำรพัฒนำจำกงำนวิจัยท่ีได้รับกำรศึกษำค้นคว้ำอย่ำงจริงจังตั งแต่ปี 2000 และควำมก้ำวหน้ำของเทคนิคนี ในต่ำงประเทศ
จะเห็นได้จำกกำรมีเอกสำรคู่มือกำตรวจวัดเพื่อกำรใช้งำนจริงจำกหน่วยงำนภำครัฐของสหรัฐอเมริกำและอังกฤษ ตั งแต่ปี 
2008 นอกจำกนี ยังมีกำรจัดท้ำข้อสรุปด้ำนนโยบำย (policy brief) ในสหรัฐอเมริกำ และมีห้องปฏิบัติกำรเอกชนที่รับตรวจ
วิเครำะห์ด้ำน MST โดยเฉพำะอีกด้วย 

ในส่วนของประเทศไทยนั น มีกำรศึกษำวิจัยด้ำน MST มำตั งแต่ปี 2009 โดยคณะผู้วิจัยจำกห้องปฏิบัติกำรวิจัย
เทคโนโลยีชีวภำพ สถำบันวิจัยจุฬำภรณ์ ปัจจุบัน คณะผู้วิจัยได้พัฒนำเทคนิควิธีกำรที่ได้รับกำรทดสอบและพร้อมใช้งำนใน
ประเทศไทย ทั งหมด 3 วิธี คือ (1) กำรตรวจระบุกำรปนเปื้อนจำกน ้ำเสียชุมชนด้วยไวรัสแบคเทอริโอเฟจ ซึ่งใช้เทคนิคกำร
เพำะเลี ยงเชื อไวรัสของแบคทีเรียเอ็นเทอโรคอกคัส เป็นเทคนิคที่ง่ำย ต้นทุนไม่สูง และผู้วิเครำะห์มีควำมรู้ด้ำนกำรเพำะเลี ยง
เชื อเท่ำนั น (2) กำรตรวจระบุกำรปนเปื้อนจำกน ้ำเสียชุมชน โค สุกร และกำรปนเปื้อนสิ่งปฏิกูลโดยรวม (ไม่ระบุแหล่งก้ำเนิด
เฉพำะ) ด้วยดีเอ็นเอโดยกำรใช้เทคนิคพีซีอำร์ ซึ่งเทคนิคมีควำมซับซ้อนมำกขึ น ผลที่ได้รำยงำนเป็นบวกหรือลบ มีต้นทุนและ
ค่ำใช้จ่ำยในกำรวิเครำะห์ที่สูงขึ น และผู้วิเครำะห์ต้องมีควำมรู้ควำมเข้ำใจด้ำนเทคนิคทำงชีวโมเลกุล และ (3) กำรตรวจระบุ
กำรปนเปื้อนจำกน ้ำเสียชุมชน โค สุกร และกำรปนเปื้อนสิ่งปฏิกูลโดยรวม (ไม่ระบุแหล่งก้ำเนิดเฉพำะ) ด้วยดีเอ็นเอโดยกำรใช้
เทคนิคพีซีอำร์เชิงปริมำณ ผลที่ได้สำมำรถระบุแหล่งก้ำเนิดได้หลำยแหล่งและเปรียบเทียบระดับกำรปนเปื้อนจำกแต่ละแหล่ง
ได้ ซึ่งเทคนิคมีควำมซับซ้อนมำกขึ น มีค่ำใช้จ่ำยสูงขึ น ต้องกำรผู้วิเครำะห์ที่มีควำมรู้ควำมเข้ำใจด้ำนเทคนิคชีวโมเลกุลมำกขึ น 
แต่ข้อมูลที่ได้มีควำมครอบคลุมมำกกว่ำสองวิธีแรก ซึ่งตำรำงแสดงกำรเปรียบเทียบประสิทธิภำพข้อดีและข้อจ้ำกัดของทั ง 3 
วิธี ดังแสดงในภาคผนวก ฌ3.  

จำกนั น น้ำเสนอผลกำรศึกษำโครงกำร กำรจ้ำแนกแหล่งก้ำเนิดมลพิษด้วยกลุ่มแบคทีเรีย กรณีศึกษำ ลุ่มน ้ำท่ำจีน 
ซึ่งโครงกำรนี  ได้พัฒนำวิธีตรวจวัด MST ด้วยวิธีดีเอ็นเอแบบพีซีอำร์และพีซีอำร์เชิงปริมำณ (วิธีที่ 2 และ 3) และท้ำกำรตรวจ
ติดตำมคุณภำพน ้ำในแม่น ้ำท่ำจีน โดยท้ำกำรเก็บตัวอย่ำงน ้ำ ณ สถำนีตรวจวัดคุณภำพน ้ำของกรมควบคุมมลพิษ จ้ำนวน 12 
สถำนี ตั งแต่ต้นแม่น ้ำท่ำจีนที่แยกจำกแม่น ้ำเจ้ำพระยำที่อ้ำเภอมะขำมเฒ่ำ จังหวัดชัยนำท ผ่ำนจังหวัดสุพรรณบุรี นครปฐม 
จนถึงปำกแม่น ้ำท่ำจีนที่ลงสู่อ่ำวไทยที่จังหวัดสมุทรสำคร โดยท้ำกำรเก็บตัวอย่ำงจ้ำนวน 4 รอบ แบ่งเป็นฤดูฝน 2 รอบ และ
ฤดูแล้ง 2 รอบ ผลเบี องต้นพบกำรปนเปื้อนดีเอ็นเอจำกมูลสุกร โค และน ้ำเสียชุมชนในหลำยๆบริเวณ นอกจำกนี  ท้ำกำร
วิเครำะห์แบบหลำยตัวแปรเพื่อหำควำมสัมพันธ์ระหว่ำงกลุ่มพำรำมิเตอร์คุณภำพน ้ำต่ำงๆ ด้วย  (รำยละเอียดดังแสดงใน
ภำคผนวก ค.) โดยผลที่ได้จำกโครงกำรนี  เป็นตัวอย่ำงในกำรใช้เทคนิค MST เพื่อกำรวิจัยเชิงพื นที่ ในกำรระบุแหล่งก้ำเนิด
มลพิษได้อย่ำงประสบผลส้ำเร็จ 
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6.4 การอภิปรายและระดมสมอง หัวข้อ “ก้าวต่อไป...เพ่ือต่อยอดงานวิจัยและน าไปสู่นโยบายการจัดการมลพิษทางน  า” 
วัตถุประสงค์  เพ่ือระดมความเห็นจากหลายภาคส่วนให้ได้แนวทางการผลักดันงานวิจัยไปสู่การใช้ประโยชน์ 

อย่างเป็นรูปธรรม 
เนื อหาส่วนที่ 1: การพัฒนางานวิจัย MST ในการแก้ไขปัญหาสิ่งแวดล้อมและการสร้างเครือข่ายนักวิจัยในไทย  

(ภาคการศึกษาและวิจัย) ด าเนินรายการโดย ดร.ขวัญรวี สิริกาญจน  
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กิจกรรมที่ 1 – กำรเช่ือมโยงเครือข่ำยนักวิจัย เพื่อสร้ำงเครือข่ำยควำมรู้ควำมช้ำนำญของนักวิจัยและอำจำรย์แต่ละท่ำน  
ชนิดตัวอย่างท่ีวิเคราะห์ สิ่งที่ตรวจวัด เทคนิคชีวโมเลกุล เทคนิคเลี ยงเชื อ อื่นๆ 

1. ดิน:  
- รศ.ดร.เบญจภรณ์ ประ

ภักด ี
- รศ.ดร.เอกวัลย์ ลือพร้อม

ชัย 
2. น ้ำ/น ้ำเสีย:  

- ผศ.ดร.ก้ำพล นันทพงษ์ 
- ดร.ตวงสิทธ์ิ เด่นเพชรกุล 
- รศ.ดร.เบญจภรณ์ ประ

ภักด ี
- ผศ.ดร.รุจิกำญจน์ นำสนิท 
- ดร.วิลำสินี อยู่ชัชวำล 
- ดร.สรุพงษ์ รัตนกุลสุดำ 
- รศ.ดร.สุวรรณำ บุญตำ

นนท์ 
- ดร.สภุัทรำ วิเศษศร ี
- ดร.อดิศักดิ์ ร่มแสง 

3. พืช: 
- รศ.ดร.เอกวัลย์ ลือพร้อม

ชัย 
4. หอยนำงรม: 

- รศ.ดร.อุไรวรรณ อินท
มำโส 

5. อำหำร: 
- อ.ดร.พรพรรณ สอนเชื อ 

 

1. จุลินทรีย์: 
- ผศ.ดร.ก้ำพล นันทพงษ์ 
- รศ.ดร.เบญจภรณ์ ประ

ภักด ี
- ผศ.ดร.รุจิกำญจน์ นำสนิท 
- ดร.วิลำสินี อยู่ชัชวำล 
- คุณสดุำ อิทธิสุภรณร์ัตน ์
- ดร.สรุพงษ์ รัตนกุลสุดำ 
- รศ.ดร.เอกวัลย์ ลือพร้อม

ชัย 
- ดร.อดิศักดิ์ ร่มแสง 

2. ไวรัส: 
- ดร.ตวงสิทธ์ิ เด่นเพชรกุล 
- รศ.ดร.อุไรวรรณ อินท

มำโส 
3. จุลินทรีย์ก่อโรค: 

- อ.ดร.พรพรรณ สอนเชื อ 
- ผศ.ดร.รุจิกำญจน์ นำสนิท 
- ดร.สรุพงษ์ รัตนกุลสุดำ 
- ดร.อดิศักดิ์ ร่มแสง 

4. สำรมลพิษที่ตกค้ำงยำวนำน, กำร
ปนเปื้อนของสำรสำรกลุ่มผลิตภัณฑ์
ยำและผลิตภัณฑ์ดูแลสุขภำพและยำ
ป ฏิ ชี ว น ะ  (POPs, PPCPs, and 
Antibiotic) : 

- รศ.ดร.สุวรรณำ บุญตำ

1.  Denaturing Gradient Gel 
Electrophoresis (DGGE): 

- รศ.ดร.เบญจภรณ์ ประ
ภักด ี

- ดร.วิลำสินี อยู่ชัชวำล 
- รศ.ดร.เอกวัลย์ ลือพร้อม

ชัย 
2. Morphology: 

- ดร.อดิศักดิ์ ร่มแสง 
3.  Polymerase Chain Reaction 
(PCR): 

- ดร.ตวงสิทธ์ิ เด่นเพชรกุล 
- อ.ดร.พรพรรณ สอนเชื อ 
- รศ.ดร.เบญจภรณ์ ประ

ภักด ี
- คุณสดุำ อิทธิสุภรณร์ัตน ์
- ดร.สรุพงษ์ รัตนกุลสุดำ 
- ผศ.ดร.รุจิกำญจน์ นำสนิท 
- ดร.วิลำสินี อยู่ชัชวำล 
- รศ.ดร.อุไรวรรณ อินท

มำโส 
3. Quantitative  Polymerase 
Chain Reaction  (qPCR): 

- ดร.ตวงสิทธ์ิ เด่นเพชรกุล 
- อ.ดร.พรพรรณ สอนเชื อ 
- ดร.สรุพงษ์ รัตนกุลสุดำ 

1. แบคทีเรีย: 
- รศ.ดร.เบญจภรณ์ ประ

ภักด ี
- อ.ดร.พรพรรณ สอนเชื อ 
- ผศ.ดร.รุจิกำญจน์ นำสนิท 
- คุณสดุำ อิทธิสุภรณร์ัตน ์
- ดร.สรุพงษ์ รัตนกุลสุดำ 
- ดร.อดิศักดิ์ ร่มแสง 

2. ยีสต์: 
- ผศ.ดร.รุจิกำญจน์ นำสนิท 

3. Cell line: 
- รศ.ดร.อุไรวรรณ อินท

มำโส 
4. วิธีกำรตรวจนับเชื อ (Plate 
count): 

- ผศ.ดร.ก้ำพล นันทพงษ์ 
- รศ.ดร.เอกวัลย์ ลือพร้อม

ชัย 
5. ไวรัส (Virus): 

- ดร.สรุพงษ์ รัตนกุลสุดำ 
- รศ.ดร.อุไรวรรณ อินท

มำโส 
 
 

1. ทดสอบเชื อดื อยำ: 
- คุณสดุำ อิทธิสุภรณร์ัตน ์

2. กำรบ้ำบัดสำรมลพิษทำงชีวภำพ
(Bioremediation): 

- รศ.ดร.เบญจภรณ์ ประ
ภักด ี

- รศ.ดร.เอกวัลย์ ลือพร้อม
ชัย 

3. กำรประเมินควำมเสี่ยงเชิง
ปริมำณ (QMRA): 

- ดร.ตวงสิทธ์ิ เด่นเพชรกุล 
4. Surfactant technology, 
Environmental Biotechnology: 

- รศ.ดร.เอกวัลย์ ลือพร้อม
ชัย 

5. กำรจัดกำรของเสีย: 
- ผศ.ดร.ก้ำพล นันทพงษ์ 
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ชนิดตัวอย่างท่ีวิเคราะห์ สิ่งที่ตรวจวัด เทคนิคชีวโมเลกุล เทคนิคเลี ยงเชื อ อื่นๆ 
นนท์ 

 
 

- รศ.ดร.อุไรวรรณ อินท
มำโส 

4.  Restriction Fragment 
Length Polymorphism (RFLP): 

- คุณสดุำ อิทธิสุภรณร์ัตน ์
- ผศ.ดร.รุจิกำญจน์ นำสนิท 

 
5.  Sodium Dodecyl Sulfate 
polyacrylamide gel 
electrophoresis (SDS-PAGE): 

- ดร.สรุพงษ์ รัตนกุลสุดำ 
6. Sequencing: 

- อ.ดร.พรพรรณ สอนเชื อ 
- ผศ.ดร.รุจิกำญจน์ นำสนิท 
- รศ.ดร.อุไรวรรณ อินท

มำโส 
7. Southern blot: 

- รศ.ดร.อุไรวรรณ อินท
มำโส 
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กิจกรรมที่ 2: – สิ่งที่อยำกให้เกิดขึ นในอนำคตในแต่ละช่วงเวลำ เพื่อที่จะต่อยอดงำนวิจัยและน้ำไปสู่นโยบำยกำรจัดกำรมลพิษ
ทำงน ้ำ 

ช่วงเวลำ หัวข้อ ควำมเห็น 
1-3 ปี กำรบ้ำบัด 1.กำรจัดกำรน ้ำเสียรอบศูนย์รำชกำรแจ้งวัฒนะ ซึ่งเป็นน ้ำนิ่ง มีกำรก้ำจัดจำกเคร่ืองบ้ำบัดยัง

ไม่เพียงพอน่ำจะมีกำรจัดกำรแบบอื่น  
2. ควรมีเทคโนโลยีกำรบ้ำบัดน ้ำเสียที่เป็นระบบบ้ำบัดน ้ำเสียแบบติดกับที่) ที่มีประสิทธิภำพ 

 งำนวิจัย 1. กลุ่มวิจัยที่เข้มแข็งจำกหน่วยงำนต่ำงๆ เช่น นักวิจัยจำกมหำวิทยำลัยและสถำบันวิจัย เพ่ือ
ตอบสนองนโยบำยกำรจัดกำรทำงด้ำนสิ่งแวดล้อม 
2. งำนวิจัยที่ท้ำมำสำมำรถใช้ประโยชน์ได้จริง  
3. เพ่ิมควำมสนใจในเร่ืองโรคที่เกิดจำกเชื อ เช่น ไวรัสอีโบลำ 
4. กำรศึกษำไวรัสและแบคทีเรียในเชิง Fate and transport 
 

 กำรศึกษำ 1. มีกำรศึกษำทำงด้ำนสังคมและเศรษฐศำสตร์ 
2. ควำมพร้อมของบุคคลำกรทำงภำครัฐที่จะรับรู้สิ่งใหม่ๆ  เช่นควำมพร้อมทำงด้ำนกำรศึกษำ, 
ควำมตั งใจที่อยำกจะท้ำงำน และจริยธรรม 
3. กำรถ่ำยทอดควำมรู้จำกหน่วยงำนและมหำวิทยำลัยอย่ำงต่อเนื่อง 

 กำรบูรณำกำร 1. กำรร่วมมือท้ำงำนวิจัยแบบบูรณำกำร ที่สำมำรถน้ำไปแก้ไขปัญหำได้จริง 
2. บูรณำกำรควำมรู้หลำยๆ ศำสตร์เพ่ือสำมำรถน้ำไปใช้ได้จริง 

 ชุมชน 1. ให้ควำมรู้ถึงผลเสียจำกกำรกระท้ำในชีวิตที่ก่อให้เกิดมลพิษ (กำรปล่อยน ้ำเสีย) และรวมไป
ถึงกำรสร้ำงจิตส้ำนึก 
2. กำรให้ควำมรู้ชุมชนเกี่ยวกับผลกระทบของมลพิษ รวมทั งแนวทำงกำรจัดกำรทำงด้ำน
มลพิษ 
3. กำรมีส่วนร่วมของภำครัฐและประชำชนในกำรวำงแผนเฝ้ำระวังแหล่งมลพิษ 

 นโยบำย 1. นโยบำยข้อบังคับเกี่ยวกับกำรปล่อยมลพิษที่ชัดเจน 
2. มีกำรเชื่อมโยงนโยบำย ปฏิบัติในกำรควบคุมมลพิษอย่ำงมีประสิทธิภำพ “บูรณำกำร
ท้ำงำน” 
3. กำรเชื่อมโยงกันระหว่ำงนักวิจัยกับผู้ก้ำหนดนโยบำยกับผู้น้ำผลวิจัยไปใช้ บ่อยครั งที่ผลวิจัย
ไม่สำมำรถไปต่อได้ เนื่องจำกปัญหำระดับนโยบำยของหน่วยงำนรัฐที่ยังยึดติดกับเทคโนโลยี
เดิมๆ ทั งไม่ยอมเพ่ิมภำระหน้ำที่ เช่นถ้ำเรำเร่ิมเปลี่ยนอะไรใหม่ๆ ระบบรำชกำรจะเร่ิมสงสัยว่ำ
ใช้ได้จริงหรือไม่ แม้ว่ำจะมีกำรวิจัยรับรอง 
4. กำรเอำจริงเอำจังกับผู้ที่ปล่อยมลพิษลงสู่สิ่งแวดล้อม 
5. ควำมร่วมมือระหว่ำงหน่วยงำนที่ชัดเจนขึ น 

3-5 ปี  1. อยำกให้งำนวิจัยที่ท้ำมีผลกระทบต่อกำรเปลี่ยนแปลงจริงๆ  
2. มำตรฐำนน ้ำทิ งที่มีสำรปนเปื้อนใหม่ๆ บรรจุอยู่ด้วย 
3. วิธีบ้ำบัดน ้ำเสียที่ง่ำยถูกและมีประสิทธิภำพมำกขึ น 
4. มำตรฐำนคุณภำพน ้ำ (parameter) ที่ทันสมัยและน่ำเชื่อถือ มำกขึ น 
5. ลดเลิกกำรใช้สำรเคมี (ที่ส่งผลกระทบต่อสุขภำพคนและสิ่งแวดล้อม) เช่น สำรเคมีภำค
กำรเกษตร 

5-10 ปี  1. กำรร่วมมือจำกหลำยภำคส่วนในกำรจัดกำรปัญหำมลพิษภำยในประเทศ ตั งแต่ ภำคส่วน
งำนวิจัยไปจนถึงนโยบำยระดับประเทศ (PS) 
2. มีมำตรฐำนเฉพำะส้ำหรับ indicator virus 
3. กฎหมำยสิ่งแวดล้อมที่เป็นที่พึ่งของประชำชนได้อย่ำงเป็นรูปธรรม 
4. กำรเข้ำถึงเครือ่งมือวิเครำะห์โดยสะดวก มีมำตรฐำน 
5. ค้นพบวิธีตรวจสอบที่ track source ของกำรปนเปื้อนได้อย่ำงแม่นย้ำ  
6. ค้นพบวิธีที่รวดเร็ว ง่ำย ที่คนธรรมดำ (ไม่ใช่ในห้อง lab) สำมำรถตรวจสอบกำรปนเปื้อนได้ 
detection kit and rapid 

มำกกว่ำ 10 ปี  1. อยำกให้คลองใสมองเห็นตัวปลำ 
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กิจกรรมที่ 3: – ต้นไม้ปัญหำ เพื่อให้ทุกคนแสดงควำมคิดเห็นถึงปัญหำ สำเหตุของปัญหำ ผลกระทบของปัญหำ และแนวทำง
ในกำรแก้ไข  
 
ต้นไม้ปัญหำที่ 1 

สิ่งที่อยำกให้เกิดขึ น ปัญหำหรือข้อจ้ำกัดใน
ปัจจุบัน 

ผลกระทบหำกไม่เกดิ แนวทำงกำรแก้ไข 

หลัก: พัฒนำพำรำมิเตอร์น ้ำ
ที่มีประสิทธิภำพ 
เสริม : 1. พัฒนำตัวชี วัดที่
ตรวจวัดง่ำยและตอบโจทย์
ของปัญหำแหล่งมลพิษทั ง
ทำงชีวภำพและสำรเคมี 
2. มี ระบ บ ก ำรต รวจ วั ด
พำรำมิ เตอร์  ที่บ่ งชี แหล่ง
มลพิษ 
3. เช่ือมโยงควำมสัมพันธ์
ระหว่ำงมลพิษและแหล่ง
ปล่อยมลพิษได้อย่ำงแม่นย้ำ 

1. พ ำ ร ำ มิ เต อ ร์ ใน ก ำ ร
ตรวจวัดเพื่อเฝ้ำระวัง ควร
พัฒนำให้มีประสิทธิภำพ
และสำมำรถท้ำงำนได้เอง 
2. ไ ม่ ส ำ ม ำ ร ถ สื บ ห ำ
แหล่งที่มำของมลพิษได้ 
3. ไม่ มีมำตรฐำนน ้ ำทิ งที่
ก้ำหนดส้ำหรับ non-point 
sources 
4. พำรำมิเตอร์ที่ตรวจวัดใน
ปัจจุบันยังไม่สำมำรถระบุ
แหล่งหรือตรวจวัดยำกเลย
ไม่รู้ว่ำมำจำกแหล่งก้ำเนิด
ไหน 
5. พ ำ ร ำ มิ เต อ ร์ ที่ ใ ช้ ใน
ปัจจุบัน ยังไม่อัพเดตไปกับ
ส ภ ำ ว ะ แ ว ด ล้ อ ม ที่
เปลี่ยนแปลงไป 
6. ในปัจจุบันมำตรฐำนทำง
จุลชีววิทยำขึ นอยู่กับ fecal 
coliform/ E. coli เท่ ำนั น 
แต่พฤติกรรมอำจไม่ตรง
กับสปีชีย์อื่นๆ  
7. ขำดแคลนบุคลำกรและ
เครื่องมือ 
8. พำรำมิเตอร์น ้ำ/มลพิษมี
กำรวิเครำะห์ยำกและแพง 
9. กำรน้ำไปใช้ให้เกิดภำพ
ได้ชัดเจนอำจต้องเช่ือมโยง
กับองค์ควำมรู้อื่ น ๆ  เช่น 
น อ ก จ ำ ก จ ะ ศึ ก ษ ำ กั บ
แหล่งที่มำของน ้ำเสียแล้ว
อ ำจ น้ ำ ไป เ ช่ื อ ม โย งกั บ
กำรศึกษำถึงกำรดื อยำของ
เชื อก่อโรค 

1. ไม่ทรำบแหล่งของมลพิษ
ที่ส่งผลต่อคุณภำพน ้ำ 
2. เกิดกำรระบำดของโรค
ทำงน ้ำท่ีมำจำกสปีชีย์อื่นๆ 
3. ปัญหำจะยิ่งสะสมมำกขึ น
และกระจำยในวงกว้ำง เมื่อ
ข ำด แ ห ล่ งน ้ ำ ที่ ส ะ อ ำด
อำจจะส่ งผลกระทบต่ อ
สุขภำพ และ เกษตรกรรม  
4. ไม่สำมำรถจัดกำรมลพิษ
ได้อย่ำงมีประสิทธิภำพ ไม่
ทรำบแหล่งท่ีมำของมลพิษ 
5. คุณภำพน ้ำเสื่อมโทรมลง 
เพรำะขำดกำรตรวจวัด 

1 . แ น วท ำ งก ำ ร เ ช่ื อ ม โย ง
ระหว่ำงมลพิษและแหล่งที่มำ 
เพื่อจะได้จัดกำรได้ถูกจุด (โดย
กำรวิจัย) 
2 .  เ พิ่ ม ง ำ น วิ จั ย ศึ ก ษ ำ
เป รี ย บ เที ย บ  E.coli แ ล ะ 
จุลินทรีย์ชี แนะที่สนใจ 
3. เพิ่มงบบุคคลำกร/เครื่องมือ 
4. เครือข่ำยงำนวิจัย 
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ต้นไม้ปัญหำที่ 2 
สิ่งที่อยำกให้เกิดขึ น ปัญหำหรือข้อจ้ำกัดใน

ปัจจุบัน 
ผลกระทบหำกไม่เกดิ แนวทำงกำรแก้ไข 

หลัก: พัฒนำระบบบ้ำบัดน ้ำ
ที่มีประสิทธิภำพ 
เส ริม : 1. อยำก ให้ มี ก ำร
ก้ำจัดกลิ่นหรือสีของน ้ำให้ดี
ขึ น/ ระบบบ้ำบัดดีแล้ว 
2. มี ร ะ บ บ บ้ ำบั ด ที่ ดี ใน
ชุมชน, ปศุสัตว์ 
 

1. ไม่มีงบประมำณในกำร
ก่อสร้ำงระบบบ้ำบัดน ้ำเสีย 
2. มีแต่ระบบเก่ำๆ ที่ ไม่มี
ประสิทธิภำพ เชื อ ไม่ โต , 
pump พั ง และน ้ ำ ไม่ เข้ ำ
ระบบ 
3. ฟำร์มเลี ยงสัตว์ขนำดเล็ก
ไม่ มี ระบบ บ้ ำบั ดน ้ ำ เสี ย
ถูกต้อง 
4. ปัญหำน ้ำเสียที่อยู่ในสระ
รอบศูนย์รำชกำรแจ้งวัฒนะ
ที่ยังไม่ดีพอ ยังส่งกลิ่นเหม็น
เมื่อหน้ำฝนหรือมีฝนตก/ 
ข้อจ้ำกัดปัจจุบัน มีระบบ
บ้ำบัดแต่ยังมีกลิ่นเหม็น 
5. แหล่งชุมชน และปศุสัตว์ 
ไม่ตระหนักในกำรบ้ำบัด
มลพิษ 

1. น ้ำเสีย ก่อโรค และมีผล
ต่อสุขภำพ 
2. เกิดมลภำวะไม่ดี คนสูด
กลิ่นเหม็นของน ้ำ 
3. ยังคงมีกำรปล่อยมลพิษสู่
สิ่ ง แ ว ด ล้ อ ม  ส่ ง ผ ล ต่ อ
คุณภำพชีวิตและชุมชน 

1. ออกกฎหมำยกระตุ้นให้เกิด
ระบบบ้ำบัดน ้ำเสียแบบติดกับที่
ที่มีประสิทธิภำพยั่งยืน 
2 . เพิ่ มกำรตรวจวัด  ระบบ
บ้ำบัด (เพิ่มงบประมำณ) 
3. จัดท้ำมำตรฐำนน ้ำทิ งและ
บทลงโทษที่ ชัดเจนอย่ำงเป็น
รูปธรรม 
4 . ใ ช้ วิ ธี ธ ร ร ม ช ำ ติ  เ ช่ น 
ผักตบชวำช่วยดูดกลิ่น/ใช้ก้อน
จุลินทรีย์ เพื่อพัฒนำน ้ำให้ใส 
5. เพิ่มงบ 
6. ก ำรต รวจวัด แบ บ  Real-
Time Monitoring  
7. มีแผนกำรท้ำงำนอย่ำงเป็น
รูปธรรม 

 
เนื อหำส่วนที่ 2: กำรน ำผลกำรวิจัยไปสู่นโยบำยและ/หรือมำตรกำรที่เกี่ยวข้อง (หน่วยงำนภำครัฐและรัฐวิสำหกิจ) ด ำเนิน
รำยกำรโดย ดร.ปิณิดำ ลีลพนัง ก ำแพงทอง 
กิจกรรมที่ 1 – กำรเช่ือมโยงเครือข่ำยควำมรู้ควำมช้ำนำญของตัวแทนหน่วยงำนแต่ละท่ำน  

นโยบำยและแผน   ฝ่ำยปฏิบตัิงำน 
1. อนำมัยสิ่งแวดล้อม: 
           - คุณเชิดศักดิ์ โกศลัวัฒน์ 
2. สร้ำงหลักสูตรฝึกอบรม: 

- คุณสุวรรณ สัควรรณ  

1. ควบคุมคุณภำพน ้ำประปำ: 
- คุณรัตนำภรณ์ ถำวรยตุิธรรม 
- คุณชัชนันท์ นิวำสวงษ์  

2. ควบคุมคุณภำพน ้ำผิวดิน: 
- ดร.ประกิจ จันทร์ติ๊บ 

 - คุณสังสรรค์ ทีปโยพช 
- คุณอังกูร บุญญะ  

3. ควบคุมคุณภำพน ้ำกำรเกษตร: 
 - คุณคุณบุปผำ อุ่นแสงจันทร์  
4. ควบคุมสำรเคม/ีสำรตกค้ำงในสิ่งแวดล้อม: 

- ดร.ประกิจ จันทร์ติ๊บ 
- คุณปภัสรำ คณุเลศิ 

5. พัฒนำชุมชน 
- คุณพชร พลำยพิชิต 

6. ส่งเสรมิกำรเกษตร 
- คุณเอกรำช บุญพร้อมรักษ์ 
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กิจกรรมที่ 2: – ต้นไม้ปัญหำ ในหัวข้อ “ท้ำไมปัจจุบันยังไม่มีนโยบำยเกี่ยวกับ non-point source” 
ต้นไม้ปัญหำที่ 1 
ท้ำไมปัจจุบันยังไม่มีนโยบำยเกี่ยวกับ non-

point source 
ปัญหำหรือข้อจ้ำกัดในปัจจุบัน ผลกระทบหำกไม่เกดิ แนวทำงกำรแก้ไข 

1.  เกษตรกรรู้และทรำบผลกระทบแต่
หลีกเลี่ยงไม่ได้ 
2. ยังไม่มีหน่วยงำนที่รับผิดชอบโดยตรง
และยังไม่มีนโยบำยที่เป็นรูปธรรม 
3. ภำคเกษตรและประชำชนปล่อยมลพิษ
มำก แต่มีส่วนร่วมในกำรบ้ำบัดน ้ำน้อย 
4. ประชำชนยังขำดควำมส้ำนึกรับผิดชอบ
เรื่องของเสีย 
5. คิดว่ำควบคุมแหล่งก้ำเนิดไม่ได้ 
6. ประชำชนระดับล่ำงขำดควำมรู้ ควำม
เข้ำใจและส้ำคัญวิธีในกำรบ้ำบัดน ้ำเสีย 
7. เพรำะไม่รู้ว่ำจะไปควบคุมใครอย่ำงไร ท้ำ
ให้ยังไม่ได้มีกำรท้ำนโยบำยในกำรจัดกำร
ควบคุม 
8. non-point source ภำคกำรเกษตรกำร
กระจัดกระจำยไม่ได้เป็นระบบท้ำให้ไม่
สำมำรถป้องกันและเฝ้ำระวังได้ 
9. เนื่องจำกแหล่งที่มำของมลพิษไม่แน่นอน 
ท้ำให้กำรก้ำหนดหน่วยงำนหรือไม่มีคน
รับผิดชอบหลัก, ไม่ชัดเจนและยังเป็นเรื่อง
ใหม่ของหลำยคน 
10. ผู้น้ำไม่มีวิสัยทัศน์มองว่ำกำรจัดกำร
มลพิษมีหลำยหน่วยงำนท่ีรับผิดชอบอยู่แล้ว 
11. ปัจจุบันยังไม่มีนโยบำย เพรำะไม่เห็น

1. หน่วยงำนภำครัฐไม่ท้ำงำนประสำนกัน 
2. ไม่สำมำรถบ่ งชี จุดที่ท้ ำให้ เกิดปัญหำได้
แน่นอน ดังนั นจึงต้องใช้คนและงบประมำณสูง
และอำจแก้ไขได้ไม่ตรงจุด 
3 .  non point sources of pollution เป็ น
แหล่งที่ส้ำคัญ แต่ยังไม่สำมำรถหำ source ได้ 
4. หน่วยงำนที่รับผิดชอบในกำรจัดกำรยังไม่
สำมำรถจัดหำระบบบ้ำบัดน ้ำเสียจำกชุมชน 
(อปท.) ได้ครบ 
5. ยังไม่ใช่ปัญหำ ยังมองไม่เห็นชัดเจน 
6. ประชำชนระดับล่ำง ขำดทุนและควำมรู้ใน
กำรบ้ำบัด 
7. ควำมรู้ ควำมเข้ำใจของหน่วยงำนหลักที่จะ
กระจำยควำมรู้แก่ประชำชน 
8. ขำดงบประมำณในกำรสนับสนุนในกำรท้ำ
วิจัย 
9. คนส่วนใหญ่ไม่ได้ให้ควำมส้ำคัญกับ non-
point sources ม ำ ก นั ก  คิ ด ว่ ำ  low 
concentration และ dilute ง่ำย 
10. หำ polluter ที่จะไปเจำะจงให้เค้ำจัดกำร
มลพิษได้ยำก 
11. ท้ำให้แหล่งน ้ำเสื่อมโทรมและไหลลงทะเล 
12. ภำคเกษตรและชุมชน ส่วนใหญ่ขำดกำร
บ้ำบัดน ้ำเสียก่อนปล่อยสู่ธรรมชำติ 

1. สำรพิษ-เชื อโรคอยู่ในเลือดอยู่ในระดับที่ท้ำ
ให้ป่วย 
2. เชื อโรคอยู่ในสัตว์น ้ำท่ีคนกิน 
3. เกิดผลกระทบต่อสุขภำพประชำชนในระยะ
ยำว 
4. ถ้ำไม่มีนโยบำย non-point sources อำจ
ไม่มีควำมรู้หรือควำมไม่เข้ำใจของประชำชน
และจะยังคงพบเจอมลพิษแบบ non-point 
sources คงอยู่เรื่อยๆ เมื่อไม่ได้รับกำรแก้ไข 
5. ส่งผลต่อสุขภำพของผู้บริโภคและท้ำให้เกิด
มลพิษทำงสิ่งแวดล้อม 
6. เล่นน ้ำในคลองแม่น ้ำคัน 
7. น ้ำประปำดื่มไม่ได้ 

1. ต้องมีตัวกลำงในกำรประสำนกับส่วนต่ำงๆ 
เพื่อออกนโยบำย 
2. เพิ่มประสิทธิภำพในกำรประชำสัมพันธ์กับ
ภำครัฐ 
3. บังคับใช้กกหมำยอย่ำงเคร่งครัด 
4. บูรณำกำรภำครัฐและภำคเอกชน 
5. ส่งเสริมกำรบ้ำบัด ณ แหล่งก้ำเนิด 
6. ให้ควำมรู้และส่งเสริมกำรลด pollution 
prevention จำก sources ต่ำงๆ เช่น เกษตร
และปศุสัตว์ 
7. ส่งเสริมให้ประชำชนและหน่วยงำนภำครัฐ
รวมถึงภำคเอกชนให้ เห็นและตระหนักถึง
ค วำม ส้ ำคั ญ ขอ งกำร บ้ ำบั ด  non-point 
sources 
8. ส่งเสริมในกำรเพิ่ม เนื อหำวิชำ (ถ้ำเป็นไป
ได้ ) ให้มีกำรเรียนรู้  ทรำบถึงปัญหำหรือ
ควำมส้ำคัญ น้ำไปสู่กำรตระหนักและน้ำไปสู่
กำรเกิด action ให้มีกำรก้ำหนดนโยบำย 
9. กำรบวกค่ำจัดกำรน ้ำเสียกับบิลน ้ำประปำ 
10. อปท. เข้มแข็ง  
11. ควรเก็บค่ำบ้ำบัดน ้ำเสียในน ้ำประปำและ
ถ้ำเรำมีระบบบ้ำบัด 
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ท้ำไมปัจจุบันยังไม่มีนโยบำยเกี่ยวกับ non-
point source 

ปัญหำหรือข้อจ้ำกัดในปัจจุบัน ผลกระทบหำกไม่เกดิ แนวทำงกำรแก้ไข 

ประโยชน์ที่แท้จริง เช่น สุขภำพประชำชนดี
ขึ น หรือลดค่ำใช้จ่ำยในกำรจัดกำร 
12. อปท. ไม่ให้ควำมส้ำคัญ 
13. ยังไม่มีข้อก้ำหนด ก้ำหมำยมำบังคับ/
ขำดกำรประชำสัมพันธ์ถึงผลกระทบที่จะ
เกิดในอนำคตกับมนุษย ์
14 . น โยบ ำยของแต่ ล ะกระท รวงไม่
สอดคล้องกันท้ำให้ยำกต่อกำรก้ำหนด 
15. ก้ำหมำยมีแต่ขำดกำรบังคับใช้จริงจัง 
16. ผู้ที่ก่อให้เกิดมลพิษ (ทั งภำคเกษตรและ
ชุมชน) ไม่ต้องรับผิดชอบกับปัญหำที่เกิดขึ น 
17. กำรบังคับใช้กกหมำย 
18. ขำดมำตรฐำนในกำรตรวจวัด 
19. ขำดกำรบังคับใช้กกหมำย 
 

13. ปัจจุบันคุณภำพน ้ำที่ต่้ำลงส่งเสริมกำรเกิด
ปัญ หำสำหร่ ำย  เริ่ มพบ กำร bloom ของ
สำหร่ำยพิษ 
14. ภำครัฐยังไม่เห็นควำมส้ำคัญและยังไม่เห็น
ประโยชน์อย่ำงเป็นรูปธรรมเท่ำที่ควร รวมถึง
งบประมำณในกำรลงทุน 
15. เกษตรกรเขำต้องกำรผลผลิต เรำจะแก้ไข
อย่ำงไร 
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กิจกรรมที่ 3: – นโยบำยและกฎหมำยในอนำคตที่อยำกให้เกิดขึ นในอนำคต  
นโยบำย ต้นทำง กลำงทำง ปลำยทำง 

1. Problem based policy 
ปัญหำเป็นตัวตั งต้น 
2. อำจมีกำรควบคุมกำร
ป ล่ อ ย ข อ ง เ สี ย ท ำ ง
กำรเกษตร ก่อนปล่อยลงสู่
แ ห ล่ ง น ้ ำ ธ ร ร ม ช ำ ติ ใ ห้
ครอบคลุมทั งประเทศ 
3. โครงสร้ำงงบประมำณ
กำรวิจัย , เครื่ องมื อ  และ
ประชำสัมพันธ์ 

1. ก ำ รศึ ก ษ ำ ให้ ค ว ำม รู้ 
ตระหนัก 
2. ส นั บ ส นุ น ร ว ม ก ลุ่ ม
เกษตรกร 
3. เข้มงวดกับมำตรกำรดีๆ 
ที่มีอยู่แล้ว 
4. GMP ส้ำหรับเกษตรกรรม 
(กำรเปลี่ยนแปลงท่ีดี) 
5. มี ก ำ ร ผ ลั ก ดั น ให้ เป็ น
เกษตรอินทรีย์ 
6. พยำยำมหำแหล่งน ้ ำที่
มั่นคงทำงด้ำนปริมำณและ
คุ ณ ภ ำพ  ถ้ ำ ยั ง ไม่ เจ อ ก็
พยำยำมต่อไป 

1 . เฝ้ ำระวั งแล ะติ ด ตำม
ปริมำณน ้ำและคุณภำพน ้ำ
เพื่อกำรวำงแผนกำรผลิตน ้ำ 
2. งำนวิจัยที่สำมำรถระบุ 
leaching rate และประเมิน
ได้ ว่ ำ  non-point loading 
ทั งประเทศมีเท่ำไร 
3 . งำนวิ จั ย  ROI ที่ เข้ ำ ใจ 
SROI (social return on 
investment) 

1 . ก ป น . ต้ อ งก ำ รน ้ ำ ดิ บ 
(แ ห ล่ งน ้ ำ ธ ร รม ช ำติ ) ที่ มี
คุณภำพดี เพื่อให้ได้น ้ำประปำ
ที่มีคุณภำพ ต้นทุนต่้ำ 
2. ช่องทำงร้องเรียน (ประชำ
สังคมตื่นรู้) 
3. ผลิตน ้ำให้ได้จำกแหล่งน ้ำ
ทุกประเภท 
4 . ห น่ ว ย งำน ท้ อ งถิ่ น พ ำ
ชำวบ้ ำน ไป ดู คนป่ วยจำก
ส ำ ร เค มี เพื่ อ ส ร้ ำ งค ว ำ ม
ตระหนัก 
5. เพิ่มเครือข่ำย/ส่งเสริมรับ
ผลผลิตจำกฟำร์ม GAP 
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กิจกรรมที่ 4: – นโยบำยและโครงสร้ำง ควำมรับผิดชอบของหน่วยงำนต่ำงๆ ต่อแหล่งก้ำเนิดมลพิษ non point sources ที่
น้ำเสนอ 
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7. ประมวลผลแบบสอบถามความคิดเห็นและข้อเสนอแนะ 

7.1 ข้อมูลผู้ตอบแบบสอบถำม 
 จำกแบบสอบถำมควำมคิดเห็นงำนเสวนำพบว่ำ มีหน่วยงำนภำครัฐที่เข้ำร่วม 13 คน และภำคกำรศึกษำจ้ำนวน 12 
คน แบ่งเป็นเพศชำย 11 คน และเพศหญิง 12 คน ซึ่งจำกผู้เข้ำร่วมงำนเสวนำในครั งนี มีอำยุน้อยกว่ำ 35 ปี จ้ำนวน 8 คน อำยุ
ที่อยู่ในช่วง 36-40 ปี จ้ำนวน  6 คน อำยุที่อยู่ในช่วง 40-45 ปี จ้ำนวน 4 คน อำยุที่อยู่ในช่วง 45-50 ปี จ้ำนวน 3 คน และ
อำยุ 50 ปีขึ นไปจ้ำนวน 3 คน โดยจบกำรศึกษำปริญญำปีจ้ำนวน 2 คน และมีผู้ที่จบกำรศึกษำสูงกว่ำปริญญำตรีจ้ำนวน 22 
คน 
 
7.2 ควำมคิดเห็นต่อกำรจัดงำน 
 7.2.1 ภำครัฐ 

ควำมคิดเห็นต่อกำรจดังำน เฉลี่ย 

ด้ำนกระบวนกำรถ่ำยทอดควำมรู ้
 1. กำรถ่ำยทอดควำมรูม้ีควำมชัดเจน 3.8 

2. กำรสร้ำงบรรยำกำศในกำรประชุม/อบรม/สมัมนำ 3.7 
3. เปิดโอกำสใหผู้้เข้ำร่วมประชุม/อบรม/สัมมนำแสดงควำมคิดเห็น 4.1 
5. กำรใช้เวลำตำมที่ก้ำหนดไว ้ 3.5 
ประโยชน์ท่ีได้รับจำกหัวข้อต่อไปนี  

 1. บรรยำย หัวข้อ “มลพิษ non-point sources: ควำมท้ำทำยจำกอดีตถึงปัจจุบัน” 3.8 
2. เสวนำ หัวข้อ “ควำมส้ำเร็จและโอกำสในกำรจัดกำรมลพิษยคุ Thailand 4.0” 3.6 
3. บรรยำย หัวข้อ “นวัตกรรมกำรระบุแหล่งปล่อยมลพิษ ด้วย Microbial Source Tracking (MST)” 3.8 
4. อภิปรำยและระดมสมอง หัวข้อ “ก้ำวต่อไป...เพื่อต่อยอดงำนวิจยัและน้ำไปสู่นโยบำยกำรจดักำรมลพิษทำงน ้ำ” 3.8 
ด้ำนสถำนท่ี / ระยะเวลำ / อำหำร/ เจ้ำหน้ำท่ีผู้จดัประชุม 

 1. สถำนท่ีและสภำพแวดล้อมมีควำมเหมำะสม 3.8 
2. ควำมพร้อมของอุปกรณ์โสตทัศนูปกรณ์ตำ่งๆ 3.6 
3. ระยะเวลำในกำรอบรมมีควำมเหมำะสม 3.3 
4. อำหำร และเครื่องดื่มต่ำงๆ มีควำมเหมำะสม 3.8 
5. กำรบริกำร/กำรอ้ำนวยควำมสะดวกของเจ้ำหน้ำท่ี 3.8 
6. ควำมรวดเร็วในกำรให้บริกำรของเจ้ำหน้ำท่ี 3.8 
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7.2.1 เอกชน 
ควำมคิดเห็นต่อกำรจดังำน เฉลี่ย 

ด้ำนกระบวนกำรถ่ำยทอดควำมรู ้
 1. กำรถ่ำยทอดควำมรูม้ีควำมชัดเจน 3.8 

2. กำรสร้ำงบรรยำกำศในกำรประชุม/อบรม/สมัมนำ 3.7 
3. เปิดโอกำสใหผู้้เข้ำร่วมประชุม/อบรม/สัมมนำแสดงควำมคิดเห็น 3.8 
5. กำรใช้เวลำตำมที่ก้ำหนดไว ้ 2.5 
ประโยชน์ท่ีได้รับจำกหัวข้อต่อไปนี  

 1. บรรยำย หัวข้อ “มลพิษ non-point sources: ควำมท้ำทำยจำกอดีตถึงปัจจุบัน” 3.7 
2. เสวนำ หัวข้อ “ควำมส้ำเร็จและโอกำสในกำรจัดกำรมลพิษยคุ Thailand 4.0” 3.9 
3. บรรยำย หัวข้อ “นวัตกรรมกำรระบุแหล่งปล่อยมลพิษ ด้วย Microbial Source Tracking (MST)” 3.8 
4. อภิปรำยและระดมสมอง หัวข้อ “ก้ำวต่อไป...เพื่อต่อยอดงำนวิจยัและน้ำไปสู่นโยบำยกำรจดักำรมลพิษทำงน ้ำ” 3.6 
ด้ำนสถำนท่ี / ระยะเวลำ / อำหำร/ เจ้ำหน้ำท่ีผู้จดัประชุม 

 1. สถำนท่ีและสภำพแวดล้อมมีควำมเหมำะสม 3.8 
2. ควำมพร้อมของอุปกรณ์โสตทัศนูปกรณ์ตำ่งๆ 3.8 
3. ระยะเวลำในกำรอบรมมีควำมเหมำะสม 3.4 
4. อำหำร และเครื่องดื่มต่ำงๆ มีควำมเหมำะสม 3.8 
5. กำรบริกำร/กำรอ้ำนวยควำมสะดวกของเจ้ำหน้ำท่ี 3.7 
6. ควำมรวดเร็วในกำรให้บริกำรของเจ้ำหน้ำท่ี 3.7 
 
7.3 ควำมคิดเห็นต่อกำรจัดกำรมลพิษ non-point sources 
1. ท่ำนเห็นควำมท้ำทำยของประเทศไทยในกำรจัดกำรมลพิษ 
non-point sources อะไรบ้ำง 

1.1. ควำมท้ำทำยของไทยเนื่องจำก วิธีตรวจวัด MST ของ
ไทยนั นยังใหม่อยู่มำก จึงท้ำให้หน่วยงำนภำครัฐที่เกี่ยวข้อง 
อำจเข้ำมำใช้ผลลัพธ์ของงำนวิจัยเป็นไปได้ยำก 
1.2. ปัญหำยำกมำก 
1.3. เป็นปัญหำใหญ่ในระดับหนึ่งเพรำะว่ำไม่รู้มำจำกไหน จึง
ท้ำให้กำรจัดกำรยำกมำกขึ น 
1.4. ควำมใหม่ของประเด็นท้ำให้กำรจัดกำรอำจจะยำก
ส้ำหรับประเทศไทย 
1.5. ประเทศไทยควรจะจัดกำร non point source เพรำะ
เป็นพื นที่ใหญ่และกระจัดกระจำย และประเทศไทยเป็น
ประเทศเกษตรกรรม non point source จะมำกมำย 
เกี่ยวข้องกับเกษตรกรซึ่งคิดถึงเรื่องปำกท้อง ควำมเป็นอยู่ 
มำกกว่ำสิ่งแวดล้อม 
1.6. เป็นเรื่องท้ำทำยเพรำะ non point source คนอำจจะ
ไม่ตระหนักว่ำมีผลกระทบต่อสิ่งแวดล้อม 
1.7. ไม่มีหน่วยงำนที่รับผิดชอบ นโยบำยไม่ชัดเจนของแต่ละ
กระทรวง 
1.8. กำรรับรู้ของประชำชน 
1.9. กำรจัดกำรขยะ น ้ำเสีย จำกชุมชน (บ่อขยะ), กำรจัดกำร
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ฟำร์มน ้ ำขนำดใหญ่  กลำง เล็ก ให้ได้มำตรฐำน , กำรใช้
สำรเคมี ปุ๋ย ในกำรจัดกำรภำคเกษตรกรรม 
1.10. กำรหำสำเหตุที่ ก่อ เกิด  non point sources เพื่ อ
แก้ปัญหำได้ตรงจุด กำรจัดกำรกำรใช้พื นที่ในประเทศไทยยัง
ไม่ดีนัก เช่นยังมีกำรเลี ยงสัตว์เศรษฐกิจ ในบริเวณที่อยู่อำศัย 
ดังนั นกำรจัดกำรมลพิษจึงท้ำให้ยำกมำกขึ น 
1.11. เป็นเรื่องที่มีควำมส้ำคัญและท้ำทำยเป็นอย่ำงยิ่ง 
1.12. ท้ำยทำยในกำรจัดกำรปัญหำอย่ำงบูรณกำร 
1.13. กำรจัดกำรมลพิษ non point sources มีควำมยุ่งยำก
ในกำรบริหำรจัดกำร แต่ก็ควรมีกำรบริหำรจัดกำรแบบ
เดียวกันหรือคล้ำยคลึงกับ point sources เพื่อป้องกันและ
แก้ไขปัญหำมลพิษ และส่งเสริมให้คุณภำพสิ่งแวดล้อมดีขึ น 
1.14. มีควำมท้ำทำยมำกมำยที่จะจัดกำรมลพิษ non-point 
sources ซึ่งเป็นโอกำสในกำรพัฒนำคุณภำพชีวิตของมนุษย์
และควำมปลอดภัย 
1.15. มีเทคโนโลยีในกำรวัดแบบใหม่ 
1.16. ควรต้องมีมำตรกำรทำงกฎหมำยและเทคโนโลยีที่
สำมำรถน้ำไปใช้ได้กับกลุ่ม non point sources เช่น ระบบ
บ้ำบัดแบบ on-site treatment 
1.17. ชุมชนเป็นประเด็นหลักควรร่วมมือ จิตส้ำนึก กำร
จัดกำรด้ำนสิ่งแวดล้อม 
1.18. ชุมชนควรมีจิตส้ำนึกรักษำสิ่งแวดล้อม ควำมร่วมมือ
แบบบูรณำกำร 

2. ท่ำนมีข้อเสนอแนะในกำรจัดกำรปัญหำมลพิษ non-point 
sources อย่ำงไร 

2.1 เสนอพิจำรณำ ให้ทีมวิจัยสำมำรถน้ำผลจำกกำรตรวจวัด 
มำเปรียบเทียบหรือก้ำหนดมำตรฐำน ที่สำมำรถบ่งบอกระดับ
ควำมรุนแรง และเสนอเป็นนโยบำยกำรบริหำรจัดกำรควำม
เสี่ยงด้ำนน ้ำหรือสุขภำพ 
2.2 ท้ำกำรวิจัยต่อไป 
2.3 MST เป็นวิธีกำรที่น่ำสนใจเพรำะมีควำมแม่นย้ำในระดับ
หนึ่ง 
2.4 ขึ นกับกำรประชำสัมพันธ์ทำงภำครัฐและเอกชนร่วมมือ
และกำรให้ควำมรู้กับทุกส่วนว่ำ non point sources คือ
อะไร มำจำกไหน 
2.5 จัดกำรในเชิงพื นที่ เนื่องจำกแต่ละพื นที่มี non point 
sources ไม่เหมือนกัน ต้องมีข้อมูลกำรตรวจสอบมลพิษจำก 
non point sources 
2.6 ควรออกค่ำมำตรฐำน ให้ควำมรู้ประชำชน เกษตรกรรม
มลพิษ เห็นโทษต่อสิ่งแวดล้อม 
2.7 จัดนโยบำยของแต่ละกระทรวงให้สอดคล้องกันหรือออก
กฎหมำย 
2.8 มำตรกำรกำรเฝ้ำระวังที่เป็นรูปธรรม กำรมีส่วนร่วมของ
ประชำชน 
2.9 ควรบูรณำกำรทุกภำคส่วนในกำรจัดกำรปัญหำน ้ำ point 
sources แ ล ะ  non point sources ที่ เป็ น ปั ญ ห ำข อ ง
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ประเทศไทยในปัจจุบัน 
2.10 หำสำเหตุของปัญหำที่เกิดขึ น เพื่อสำมำรถแก้ไขปัญหำ
ได้ถูกต้อง มีกำรร่วมมือกันทั งทำงภำครัฐและเอกชนเพื่อให้
เกิดกำรแก้ปัญหำที่จริงจัง 
2.11 กำรก้ำหนดกฎหมำยที่ชัดเจนและเคร่งครัด 
2.12 ส่งเสริมกำรมีส่วนร่วมในกำรลด ละเลิก กำรใช้สำรเคมี 
และปุ๋ยเคมีในภำคกำรเกษตร รวมทั งลดกำรระบำยมลพิษ
ด้วย 
2.13 บริหำรบุคลำกร ทุกภำคส่วนให้สร้ำงเป็นวัฒนธรรม 
2.14 อยำกให้เช่ือมโยง stakeholder ในหลำยภำคส่วนใน
กำรท้ำงำน 
2.15 ท้ำวิจัยพัฒนำ on site treatment และเทคโนโลยี
ต่ำงๆ น้ำไปใช้กับกลุ่ม non point sources 
2.16 เริ่มจำกกำรปลูกฝัง เปลี่ยน mindset ของชุมชน ให้
ตระหนักถึงปัญหำ (ท้ำในพื นที่ต้นแบบก่อน) 
2.17 ลดกำรใช้สำรเคมีโดยเด็ดขำด กำรปลูกข้ำวใช้ปุ๋ย
อินทรีย์ กำรปลูกผักใช้วิธีธรรมชำติ ปลอดสำรพิษ 

3. ท่ำนคิดว่ำ MST มีควำมพร้อมในกำรใช้งำนอยู่ในระดับใด 
หรือศักยภำพในกำรใช้งำน 

3.1 ระดับวิชำกำร วิธี MST มีควำมพร้อมและศักยภำพสูง
มำก แต่ข้อกังวลคือหน่วยงำนภำครัฐ จะน้ำเอำวิธี MST หรือ 
ผลงำนวิจัยไปใช้ได้อย่ำงไร 
3.2 อยู่ในระดับที่ดี  
3.3 สำมำรถน้ำไปประยุกต์ใช้ในงำนวิจัย 
3.4 เนื่องจำกยังเป็นช่วงเริ่มต้น MST ยังคงต้องมีกำรท้ำวิจัย
ในพื นที่จริงอีกระดับหนึ่ง 
3.5 รำคำกำรวิเครำะห์ ยังคงแพงควรจะน้อยกว่ำ 1000 บำท
ต่อตัวอย่ำง 
3.6 เริ่มต้น 
3.7 MST ยังใช้งำนได้ไม่ทั่วถึงทุกๆด้ำน แต่มีประโยชน์เป็น
อย่ำงมำกส้ำหรับกำรระบุจุดที่มีปัญหำ ดังนั นควรพัฒนำให้มี
ศักยภำพมำกขึ น 
3.8 พร้อมในระดับหนึ่งในทำงทฤษฎี แต่ยำกในทำงปฏิบัติถ้ำ
กฎหมำยหรือนโยบำยยังไม่ชัดเจน 
3.9 มีควำมพร้อมแบบจ้ำเพำะ เจำะจงเฉพำะหน่วยงำน 
3.10 มีควำมพร้อมระดับเริ่มต้นถึงปลำนกลำง ควรต่อยอด
ต่อไป 
3.11 มีควำมพร้อมพอสมควร 
3.12 งำน MST ยังเป็นงำนเฉพำะด้ำน เฉพำะกลุ่ม อย่ำงไรก็
ตำมนับว่ำเป็นประโยชน์อย่ำงมำก ต่อกำรน้ำไปใช้จ้ำแนก
แหล่งก้ำเนิดน ้ำเสีย 
3.13 โอกำสในกำรพัฒนำต่อยอดต่อไป 
3.14 ในห้องปฏิบัติกำร มีควำมพร้อมใช้มำก แต่ในส่วน
ท้องถิ่นยังมีควำมยำก ต้องอำศัยควำมช้ำนำญของบุคลำกร
มำกกว่ำน ้ำ 
3.15 ยังต้องศึกษำเพิ่มเติม 
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3.16 อยู่ ในระดับที่ เป็นไปได้และเหมำะกับกำรใช้ในกำร
สืบสวนสอบถำมหำแหล่งก้ำเนิดมลพิษ 
3.17 ไม่มีควำมเชี่ยวชำญ ไม่สำมำรถตอบได้ในระดับหนึ่ง 

4. ท่ำนมีข้อเสนอแนะอย่ำงไรในกำรพัฒนำให้ MST น้ำไปสู่
กำรใช้งำนได้จริง 

4.1 กำรน้ำไปใช้จริงอำจยังไม่ค่อยเห็นภำพชัดเจนนัก เพรำะ
กำรวัดด้วยวิธี MST ยังไม่สำมำรถบ่งบอกควำมรุนแรง หรือ
ระดับกำรปนเปื้อนได้ ดังนั นทีมวิจัยอำจจะสรุปหรือ ระดับ
กำรปนเปื้อนได้ ดังนั นทีมวิจัยอำจสรุปหรือแนวทำงกำร
พัฒนำให้เป็นคู่มือเหนือนโยบำย brief ให้หน่วยงำนรำชกำรที่
เกี่ยวข้อง น้ำไปใช้หรืปฏิบัติตำม 
4.2 พัฒนำเทคนิคให้ง่ำยขึ น 
4.3 ท้ำวิจัยเพิ่มเติมโดยกำรใช้ MST และเมื่อรู้แหล่งก้ำเนิดก็
ไปจัดกำรและแสดงให้เห็น ถึงผลลัพธ์ (คุณภำพน ้ำดีขึ น) 
4.4 พัฒนำ MST ให้ ใช้งำนได้สะดวก รำคำไม่แพง บ่งชี 
แหล่งก้ำเนิดได้ชัด 
4.5 เชื่อมโยงกับฝ่ำยนโยบำยน้ำไปใช้ 
4.6 ในอนำคตควรพัฒนำ MST ให้ใช้ได้หลำกหลำยเช่น ด้ำน
แบคทีเรีย ด้ำนสำรพิษ ด้ำนโลหะหนัก 
4.7 กำรศึกษำ 
4.8 กำรระบุแหล่งที่มำ ให้ได้จริง หรือแน่ชัดว่ำเกิดจำกฟำร์ม
ใด โรงงำนใด ชุมชนใด จะได้ใช้มำตรกำรทำงกฎหมำย
ด้ำเนินกำรต่อไป 
4.9 น้ำไปประยุกต์ ใช้ในหลำยๆพื นที่  เพื่อทดสอบควำม
แม่นย้ำและใช้งำนจริง 
4.10 น้ ำไปสร้ำงควำมน่ ำเช่ือถือ ให้ประชำชน เพื่ อ ให้
ประชำชนสำมำรถแน่ใจในผลกำรตรวจวัดที่ออกมำ 
4.11 เผยแพร่ประชำสัมพันธ์ กำรใช้ MST ต่อสำธำรณชน
และผลักดันให้เป็นค่ำมำตรฐำนคุณภำพน ้ำในแหล่งที่ผิวดิน 
แหล่งน ้ำทะเล แหล่งก้ำเนิดมลพิษ 
4.12 ลงพื นที่และดูเรื่อง cost affection 
4.13 พัฒนำให้วิธีกำรง่ำย ไม่ต้องอำศัยเครื่องมือรำคำแพง 
เช่น test kit 
4.14 พัฒนำเทคนิค และพัฒนำเครื่องมือให้ ได้ ได้อย่ำง
กว้ำงขวำง 
4.15 ไม่มีข้อเสนอแนะ 

5. โปรดระบุควำมเช่ียวชำญของท่ำน เพื่อกำรผลักดัน MST 
สู่กำรใช้ประโยชน์จริง 

5.1 Envi management 
5.2 กำรควบคุมจุลินทรีย์ก่อโรคในน ้ำ และ health related 
water microbiology 
5.3 กำรจัดกำรน ้ำเสียจำกภำคเกษตร ปศุสัตว์และนำข้ำว 
5.4 วิเครำะห์และวิจัยกำรแก้ปัญหำด้ำนคุณภำพน ้ำ ทำง
แบคทีเรีย สำมำรถน้ำมำระบุแหล่งก้ำเนิดแบคทีเรียได้ 
5.5 ตรวจวัดคุณภำพน ้ำทำงด้ำนจุลชีววิทยำ 
5.6 กำรผลิตและกำรทดสอบไวรัส แบคทีเรีย รวมทั งกำร
ก้ำจัดของเสียจำกกระบวนกำรผลิต 
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5.7 มีควำมเช่ียวชำญน้อยเนื่องจำกไม่เคยใช้นวัตกรรมนี  
5.8 ในกำรปฏิบัติที่มีควำมเกี่ยวข้องต่อกำรน้ำ MST ไปใช้ 
หำกเป็นมำตรฐำนน้ำไปใช้ในกำรติดตำมกำรตรวจสอบ
คุณภำพสิ่งแวดล้อม กำรระบำยมลพิษ 
5.9 Bacteriology identification and virulence in 
pathogen 
5.10 Environment microbiology 
5.11 กำรตรวจงำนด้ำนกลุ่ม Bacterial indicator 
5.12 กำรสร้ำงกำรมีส่วนร่วม สนับสนุนกำรมีสุขภำพท่ีดี 
5.13 ไม่มีควำมเช่ียวชำญในเรื่อง MST จึงไม่สำมรถระบุและ
ผลักดันได้ 
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ภาคผนวก ฌ1. รายชื่อผู้เข้าร่วมงานเสวนาฯ และอีเมลติดต่อ 
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ภาคผนวก ฌ2. เอกสารน าเสนอที่ 1 
“มลพิษ non-point sources: ความท้าทายจากอดีตถึงปัจจุบัน”โดย ดร.ขวัญรวี สิริกาญจน นักวิจัยช านาญการ  

สถาบันวิจัยจุฬาภรณ์ หัวหน้าโครงการ 
 
 
 
 



มลพิษ non-point sources: 
ความทา้ทายจากอดีตถึงปัจจุบนั 

ดร. ขวญัรวี สิริกาญจน

ห้องปฏิบตัิการวิจยัเทคโนโลยีชีวภาพ

สถาบนัวิจยัจฬุาภรณ์

Thailand 4.0 กับนวัตกรรมการจัดการแหล่งกําเนิดมลพิษ non-point sources 
วันพุธทีÉ 25 กรกฎาคม 2561  

2

City of Avalon, Catalina Island, California
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3

ชายหาด Avalon เป็นชายหาดทีÉมีคา่แบคทีเรีย
เกินมาตรฐานสงูทีÉสดุในรัฐแคลฟิอร์เนีย โดยในปี 

2010 มีจํานวนวนั 42-83 วนัทีÉถกูประกาศให้ปิด

ชายหาด (ค่าระดบัแบคทีเรียสงูมาก) หรือแค่

ประกาศเตือน (คา่แบคทีเรียสงูปานกลาง)

ปัญหาค่าแบคทีเรียเกินมาตรฐาน

4

• พบการเกิดภาวะนํ Êาใต้ดินดนัทราย (submarine 
groundwater discharge) ซึÉงสมัพนัธ์กบั
อตัราการป่วยของผู้สมัผสันํ Êาและกลืนนํ Êาทะเลใน

ช่วงเวลานั Êน (Yau et al. 2014)

• ตวัอยา่งนํ Êามีการตรวจพบการ

ปนเปื Êอนเชื ÊอทีÉมาจากนกทะเล 

ถึง 63% ของตวัอยา่งทั ÊงหมดทีÉ
ตรวจ ในขณะทีÉพบการปนเปื Êอน

จากคน เพียง 2% 
(Schriewer et al. 
2010; Boehm et al. 
2003)

• สภาพทอ่รวบรวมนํ Êาเสียใต้ดินทีÉรัÉวชํารุด เนืÉองจาก

ถกูกดักร่อนด้วยนํ ÊาทะเลทีÉใช้ในส้วม เนืÉองจากนํ Êา

จืดมีจํากดั

สาเหตุทีÉแบคทีเรียเกินมาตรฐาน
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1993 Cryptosporidium outbreak in Milwaukee, USA

5

- เหตกุารณ์โรคระบาดจากนํ ÊาทีÉปนเปื Êอน ทีÉใหญ่ทีÉสดุใน

สหรัฐอเมริกา (104 รายเสียชีวิต/ 403,000 ราย

เจ็บป่วย

- เกิดจากการปนเปื ÊอนของมลูววัทีÉปนเปื Êอนลง

ทะเลสาปมิชิแกน แหลง่นํ Êาดิบของโรงประปา

- เหตกุารณ์นี Ê เป็นทีÉมาของการกําหนดให้ใช้ ยวูีเป็น

กระบวนการฆ่าเชื Êอโรคในการผลิตนํ Êาประปา ใน

สหรัฐอเมริกา

http://www.microbe.com/microbial-source-tracking/

Point Sources Non-Point Sources

6
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Point sources

• จดุปล่อยนํ Êาเสียจากฟาร์มปศุ

สตัว์

• นํ Êาล้นจากอาคารดกันํ Êาเสีย (เป็น

นํ ÊาเสียทีÉถกูเจือจางกบันํ Êาฝน)

• จดุปล่อยนํ ÊาทีÉผ่านการบําบดัแล้ว

จากโรงบําบดันํ Êาเสีย (หากการ

บําบดัไม่มีประสิทธิภาพ)

Non-point sources

• ท่อรวบรวมนํ Êาเสียใต้ดินเกิดการรัÉว

• บอ่เกรอะ

• นํ Êาท่า (นํ Êาฝน) ทีÉพดัพาสิÉงปฏิกลูจาก

– พื ÊนทีÉโลง่เลี Êยงสตัว์

– พื ÊนทีÉเมือง

– สตัว์เลี Êยงนอกบ้าน เชน่ สนุขั แมว

– พื ÊนทีÉสตัว์ป่า

• นกทะเล นกนํ Êา

• เรือโดยสาร

• นกัว่ายนํ Êา 

National Nonpoint Source Program ในสหรัฐอเมริกา

US EPA 2016

• 85 เปอร์เซ็นต์ของแมนํ่ Êา และ 80 เปอร์เซ็นต์ของ

ทะเลสาป ได้รับการปนเปื Êอนจากมลพิษ non-
point sources

• ตั Êงแตปี่ 2005 โครงการได้ประสบความสําเร็จในการ

ฟืÊนฟลูําธารรวมกวา่ 6,000 ไมล์ และทะเลสาปเป็น

พื ÊนทีÉกวา่ 164,000 เอเคอร์ (664 ตร.กม.) 
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สารอาหาร

ตะกอนดิน

เชื Êอโรค
ตะกอนดิน

สารอาหาร

เชื Êอโรค

โลหะหนกั
ตะกอนดิน

สารอาหาร

ออกซิเจนตํÉา

โลหะหนกั

ความเป็นกรด

ตะกอนดิน

US EPA 2016

ตัวอย่างพืÊนทีÉทีÉประสบความสําเร็จในการฟืÊ นฟูคุณภาพนํÊา

https://www.epa.gov/nps/nonpoint-source-success-stories

พื ÊนทีÉ วิธ ีแก้ไขปัญหา

Crowdabout Creek,
Alabama

DO ตํÉากวา่มาตรฐาน, สารอินทรีย์สงู, ธาตุ
อาหารสงู จากพื ÊนทีÉการเกษตร 

ป่าชายนํ Êา (Riparian Buffer) กนัชนระหวา่ง

พื ÊนทีÉเกษตรกบัแหลง่นํ Êา

Whiskeytown, 
California

ค่าแบคทีเรีย fecal coliforms เกิน

มาตรฐานบริเวณชายหาดท่องเทีÉยว

จํากดัทีÉจอดรถ, คิดค่าเข้าชายหาด, ปรับปรุงห้องนํ Êา

สาธารณะและระบบบําบดันํ Êาเสีย, ติดตั Êงส้วมลอย

นํ Êาสําหรับผู้ โดยสารเรือ, จดัการขยะให้มิดชิด

ปอ้งกนัสตัว์มารื Êอค้น, ปรับโครงของชายหาดเพืÉอ

เพืมการหมนุเวียนของนํ Êาทะเล

Christopher Creek, 
Arizona

ฟอสฟอรัสและแบคทีเรียอีโคไลเกิน

มาตรฐานจากพื ÊนทีÉฝึกลกูเสือ boy scout 
camp และพื ÊนทีÉเลี Êยงม้า

ซอ่มแซมบอ่เกรอะทีÉรัÉวซมึ และทําความสะอาดพื ÊนทีÉ

เลี Êยงม้า
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National Laboratory Service (NLS) 
Environment Agency, England 

National Laboratory Service (NLS) 
Environment Agency, England 
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การรายงานผลคุณภาพนํÊาขององักฤษ

การรายงานผลคุณภาพนํÊาผิวดินและนํÊ าทะเลของไทย

Seasonal monitoring and real-time monitoring system (website and mobile application)

http://iwis.pcd.go.th/index.php
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ดัชนีคุณภาพนํ Êาแหล่งนํ Êาผิวดิน 

(Water Quality Index : WQI)
- ออกซิเจนละลาย (DO) 
- ความสกปรกในรูปสารอินทรีย์ (BOD) 
- แบคทีเรียกลุม่โคลิฟอร์มทั Êงหมด 

- แบคทีเรียกลุม่ฟีคอลโคลฟิอร์ม 

- แอมโมเนีย-ไนโตรเจน (NH3-N)

คุณภาพนํÊ าผิวดินของประเทศไทย ปี 2559

รายงานสถานการณ์มลพิษของประเทศไทยปี 2559 (กรมควบคุมมลพิษ 2560)

รายงานสถานการณ์มลพิษของประเทศไทยปี 2559 (กรมควบคุมมลพิษ 2560)

พารามิเตอร์ท ีÉใช้ประเมินคุณภาพนํ Êาทะเล

ออกซิเจนละลาย โคลิฟอร์มทั Êงหมด  ฟอสเฟตฟอสฟอรัส

ไนเตรทไนโตรเจน      อณุหภมิู   สารแขวนลอย

แอมโมเนียไนโตรเจนพีเอช

คุณภาพนํÊ าทะเลชายฝัÉงของประเทศไทย ปี 2559
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ภาคผนวก ฌ3. เอกสารน าเสนอที่ 2 “นวัตกรรมการระบุแหล่งปล่อยมลพิษ ด้วย Microbial Source Tracking (MST)” 
โดย ดร.ขวัญรวี สิริกาญจน และ ดร.ปิณิดา ลีลพนัง ก าแพงทอง นักวิชาการสิ่งแวดล้อมช านาญการ ส่วนแหล่งน  าจืด  

กรมควบคุมมลพิษ, คณะผู้วิจัย 
 
 
 
 
 
 
 
 



Thailand 4.0 กับนวัตกรรมการจัดการแหล่งกําเนิดมลพิษ non-point sources 
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ห้องปฏิบติัการวิจยัเทคโนโลยีชีวภาพ สถาบนัวิจยัจฬุาภรณ์

kwanrawee@cri.or.th

นวัตกรรมการระบุแหล่งปล่อยมลพษิ ด้วย 

Microbial Source Tracking (MST)

1

ดร.ปิณิดา ลีลพนงั กําแพงทอง 

สว่นแหลง่นํ Êาจืด สํานกัจดัการคณุภาพนํ Êา กรมควบคมุมลพิษ

p.leelapanang@gmail.com

ขาด O2นํ Êาเน่าเสยี เป็นพิษ

สารอาหารสงู

สาหร่ายเจริญเติบโตผิดปกติ สตัว์นํ Êาตาย

บนฝัÉง

แม่นํ Êา ลําคลอง

ทะเล

ความเชืÉอมโยงของกิจกรรมบนฝัÉงต่อผลกระทบในแหล่งรองรับ

เกษตรกรรม อตุสาหกรรม ชมุชน

กลุ่มบ่งชี Êความ

เสืÉอมโทรมโดยรวม

เชน่ DO BOD กลุ่มบ่งชี Ê

ความเป็นพิษ

เชน่ H.M. 
Pest

กลุ่มบ่งชี ÊความเสืÉอม

โทรมจากสารอาหาร

เชน่ TN TP 

กลุ่มบ่งชี Êความการ

ปนเปืÊอนจากมูล

สัตว์/คน

เชน่ TCB FCB

2
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แบคทเีรียชี Êแนะคุณภาพนํ Êาทางชีววิทยา

http://www.doh.wa.gov/ehp/DW/Programs/coliform.htm

3

แบคทีเรียกลุม่โคลิฟอร์มทั Êงหมด คือ กลุม่ของแบคทีเรีย แกรมลบ รูปร่าง

เป็นท่อน ไมส่ร้างสปอร์ เจริญได้ทั Êงมีอากาศและไมมี่อากาศ สามารถ
หมกันํ Êาตาลแล็กโทส ให้เกิดกรด และแก๊ส ได้ทีÉอณุหภมิู 35-37 องศา

เซลเซียส ภายใน 48 ชัÉวโมง ไมท่นความร้อน ไมผ่ลิตเอนไซม์ออกซิเดส

แบคทีเรียกลุม่ฟีคอลโคลิฟอร์ม คือ กลุม่แบคทีเรียโคลิฟอร์มทีÉทนความ

ร้อนได้สงู ทน bile salts ไมผ่ลิตเอนไซม์ออกซิเดส  สามารถหมกั
นํ Êาตาลแล็กโทส ให้เกิดกรด และแก๊ส ได้ทีÉอณุหภมิู 35-37 องศา

เซลเซียส ภายใน 48 ชัÉวโมง 

https://en.wikipedia.org/wiki/Colif
orm_bacteria

แบคทีเรียกลุม่เอ็นเทอโรคอคไค คือ genus ของแบคทีเรียแกรมบวก 
รูปร่างกลม เจริญได้ทั Êงมีอากาศและไมมี่อากาศ 

https://en.wikipedia.org/wiki/E
nterococcus

ปัญหาแบคทีเรียเกินมาตรฐานในนํÊาผวิดิน (แม่นํÊาและทะเลสาปนํÊาจืด)

4

การใช้งานประเภท

โคลิฟอร์ม

ทั Êงหมด 
(MPN/10

0 ml)

ฟีคอลโคลิ

ฟอร์ม 

(MPN/100 
ml)

1
เพืÉอการอนรัุกษ์ระบบนิเวศน์ชองแหลง่นํ Êา การขยายพนัธุ์ตามธรรมชาติ

ของสิÉงมีชีวิตระดบัพื Êนฐาน และการอปุโภคบริโภคทีÉผ่านการฆ่าเชื Êอโรค
ธรรมชาติธรรมชาติ

2

เพืÉอการอนรัุกษ์สตัว์นํ Êา การประมง การว่ายนํ Êาและกีฬาทางนํ Êา และ

การอปุโภคบริโภคทีÉผ่านการฆ่าเชื Êอโรคและกระบวนการปรับปรุง

คณุภาพนํ ÊาทัÉวไป

1,0005,000

3
เพืÉอการเกษตร และการอปุโภคบริโภคทีÉผ่านการฆ่าเชื Êอโรคและ

กระบวนการปรับปรุงคณุภาพนํ ÊาทัÉวไป
4,00020,000

4
เพืÉอการอตุสาหกรรม การอปุโภคบริโภคทีÉผ่านการฆ่าเชื Êอโรคและ

กระบวนการปรับปรุงคณุภาพนํ Êาเป็นพิเศษ

ไม่กําหนดไม่กําหนด

5 เพืÉอ ไม่กําหนดไม่กําหนดการคมนาคม

ประกาศคณะกรรมการสิÉงแวดล้อมแห่งชาติ ฉบับทีÉ 8 (พ.ศ. 

2537) เร ืÉอง ก ําหนดมาตรฐานคุณภาพนํ Êาในแหล่งน ํ Êาผิวดิน

รายงานสถานการณ์มลพิษของประเทศไทยปี 2559 (กรมควบคุมมลพิษ 2560)
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ปัญหาแบคทีเรียเกินมาตรฐานในนํÊาทะเล

5

การใช้งานประเภท
โคลิฟอร์มทั Êงหมด 

(MPN/100 ml)
ฟีคอลโคลิฟอร์ม 

(CFU/100 ml)
เอน็เทอโรคอกไค 

(CFU/100 ml)
1 เพืÉอการอนรัุกษ์ทรัพยากรธรรมชาติ ไมเ่กิน 1000 ไมเ่กิน 70 ไมกํ่าหนด

2 เพืÉอการอนรัุกษ์แหลง่ประการัง ไมเ่กิน 1000 ไมเ่กิน 70 ไมเ่กิน 35

3 เพืÉอการเพาะเลี Êยงสตัว์นํ Êา ไมเ่กิน 1000 ไมเ่กิน 70 ไมกํ่าหนด 

เพื4 Éอการนนัทนาการ ไมเ่กิน 1000 ไมเ่กิน 100 ไมเ่กิน 35

เพื5 Éอการอตุสาหกรรมและท่าเรือ ไมเ่กิน 1000 ไมเ่กิน 100 ไมกํ่าหนด

6 สําหรับเขตชมุชน ไมเ่กิน 1000 ไมเ่กิน 100 ไมกํ่าหนด

ประกาศคณะกรรมการสิÉงแวดล้อมแห่งชาติ เร ืÉอง ก ําหนดมาตรฐานคุณภาพนํ Êาทะเล 2560

มาตรฐานตวัชีÊวดัทางชีววิทยาในต่างประเทศ

6

2012 Recreational Water Quality Criteria (US EPA 2012)

*GM = geometric mean
**STV = statistical threshold value = 90th percentile 

DIRECTIVE 2006/7/EC OF THE EUROPEAN PARLIAMENT AND 
OF THE COUNCIL of 15 February 2006 concerning the 
management of bathing water quality and repealing Directive 
76/160/EEC

Beach warning and beach closure
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Policy brief. Dila and McLellen 2016. Univ of Wisconsin, Milwaukee.

จากตวัอยา่งนํÊาทีÉค่าแบคทีเรียมาตรฐานไม่ผ่านเกณฑ ์พบวา่มี

เพียง 65 เปอร์เซ็นตเ์กิดจากการปนเปืÊ อนนํÊาเสียชุมชน!!

แนวทางการแกไ้ข...เริÉมจากการระบุแหล่งกาํเนิดนํÊาเสีย

• แบคทีเรียชี Êแนะคณุภาพนํ Êาทางชีววิทยา (Total coliforms, fecal coliforms, E. coli, 
enterococci) ในมาตรฐานปัจจบุนัไมส่ามารถระบแุหลง่กําเนิดทีÉจําเพาะได้

– นํ Êาเสียชมุชน

– ฟาร์มปศสุตัว์

– แหลง่กําเนิดแบบ Non-point sources เช่น นกนํ Êา บริเวณพื ÊนทีÉสตัว์ป่า

– จากการเติบโตเพิÉมจํานวนในนํ Êา (regrowth)
7

USEPA 2011 Using Microbial Source Tracking to 
Support TMDL Development and Implementation

Microbial source tracking 
การใชจุ้ลินทรียเ์พืÉอจาํแนกแหล่งกาํเนิดนํÊาเสีย

MST คือ การใช้จลุนิทรีย์ในลําไส้ทีÉจําเพาะกบั
คนหรือสตัว์ประเภทตา่งๆ เช่น สกุร โค ม้า แพะ 
แกะ ไก่ เป็ด นก เป็นต้น เพืÉอบ่งชี Êแหลง่ปลอ่ยนํ Êา
เสียลงสูแ่ม่นํ Êา หรือ ทะเล ว่ามาจาก ชมุชน หรือ
ฟาร์มเลี Êยงสตัว์ หรือ แหลง่ธรรมชาต ิเช่น นกนํ Êา 
นกทะเล เป็นต้น  

8

https://medium.com/@thryve/the-development-of-the-gut-
microbiome-f060a6ba41bf

• เป็นวิธีการระบแุหลง่ปลอ่ยมลพิษนํ Êาเสียลงสู่

สิÉงแวดล้อม

• เป็นเครืÉองมือในการจําแนกและประเมินแหลง่

ปลอ่ยมลพิษทีÉอาจมีหลายแหลง่ (ชมุชน ฟาร์ม

ปศสุตัว์ พื ÊนทีÉสตัว์ป่า นกนํ Êาและนกทะเล เป็น

ต้น)

• สามารถชว่ยในการประเมินความเสีÉยง

ผลกระทบตอ่สขุภาพมนษุย์ได้
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Fecal Source 
Tracking

Using 
chemicals

Using 
microorganisms

(MST)

- caffeine and fragrances: human     
sewage 
- steroids: agricultural input or 
wildlife input 

Drawbacks: their spread, 
transport, and persistence may 
be not be correlated with those 
of pathogens

- viruses, bacteria, protozoa
- culture-based vs. non-cultured 
based methods 

Chemical- vs. biological-based methods

9

10

ความสาํเร็จและกา้วหนา้ของเทคนิค MST ในต่างประเทศ

United States (US EPA 2011):

-MST has been adopted in many states, 
e.g., Virginia, Idaho, Oregon, New Mexico, 
New Hampshire, Michigan, South Dakota

United Kingdom (Environment Agency 
2008)
- MST could solve water quality problems in 
Ireland, France, Portugal, and UK

Guidelines

Policy brief Private company
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ความสาํเร็จของการพฒันา MST ในไทย

11

Q1, Impact 6.653

Q1, Impact 3.340

Q1, Impact 5.099

วธีิทีÉ 1 การตรวจวดัแบคเทอริโอเฟจ (bacteriophage) 

12

Dalmasso et al., 2014

Booncharoen et al., 2018

http://textbookofbacteriology.net/phage.html

วงจรชีวิตของไวรัสเฟจ 
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วิธีทีÉ 1 การตรวจวดัเฟจ (ต่อ)

• ใช้เครืÉองมืออปุกรณ์สําหรับเลี Êยงเชื ÊอทีÉไมซ่บัซ้อน ราคาไมแ่พง

• เป็นตวับง่ชี Êการปนเปื Êอนนํ ÊาเสียชมุชนทีÉแมน่ยํา (ความจําเพาะ 1.0; ความไว 0.90) 

• ตรวจพบในนํ ÊาเสียชมุชนทีÉระดบั 100 – 10,000 PFU/100 ml (Wangkahad et al. 2017)

• คงอยูใ่นนํ Êาทะเลสะอาดได้เป็นเวลา 9-23 วนั ในนํ Êาทะเลสกปรก 2-10 วนั นํ Êาจืดสะอาด 5-15 
วนั และนํ Êาจืดสกปรก 7-10 วนั ทีÉอณุหภมิูนํ Êา 30°C (เชื Êอลดลง 5 log) (Booncharoen et 
al. 2018)

13

Time (days)

25201050 15 30

lo
g 

(N
/N

0
)

-5

-4

-3

-2

-1

0

1
A1 at 30oC

CF (No. 2) 
PF (No. 3)
CS (No. 5)
PS (No. 6)

CF (No. 2)
PF (No. 3)
CS (No. 5)
PS (No. 6)

Unfiltered Filtered

วิธีทีÉ 2 ตรวจดีเอน็เอของแบคทีเรียกลุ่ม Bacteroidales

• แบคทีเรีย ออเดอร์ Bacteroidales พบเยอะทีÉสดุใน
สาํไล้คนและสตัว์เลอืดอุ่น

• Phylum: Bacteroidetes
• Class: Bacteroidia
• Order: Bacteroidales
• Family: Bacteroidaceae
• Genus: Bacteroides
• Species: Bacteroides fragilis

https://en.wikipedia.org/wiki/Gastrointestinal_tract Bacteroides fragilis

(Huse et al., 2008 Plos Genetics)

• เป็นแบคทีเรียไมใ่ช้อากาศ การตรวจวดัด้วยดีเอ็นเอจึง

มีความเหมาะสมกวา่การเลี Êยงเชื Êอ

• พบวา่ 16s rRNA gene สามารถบง่ชี Êได้วา่มาจาก
การปนเปื Êอนจากนํ Êาเสียชมุชนหรือจากสตัว์ชนิดใด

14
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ตรวจวดัดีเอ็นเอของแบคทีเรียด้วยพีซีอาร์

PCR primers and qPCR probes targeting Bacteroidetes genes 
ทดสอบคดัเลือกจาก 16 ไพรเมอร์ ทดสอบกบัตวัอย่างนํ Êาเสียและมลูสตัว ์

100 ตวัอย่าง

สกดัดีเอ็นเอจากตวัอยา่งนํ Êา

Target Assay name References

Siefring et al. 2008GenBac3Universal

Haugland et al. 2010Human sewage HF183/BFDrev
Mieszkin et al. 2009Pig-2-BacPig
Shanks et al. 2006; this studyBac3Cow

ตรวจวดัดีเอ็นเอของแบคทีเรียด้วยพีซีอาร์เชิงปริมาณ

15

วิธีทีÉ 2 ตรวจดีเอน็เอของแบคทีเรียกลุ่ม Bacteroidales

เปรียบเทียบประสิทธิภาพของ MST 3 วิธี

วิธ ี บ่งช ี Ê

แหล่งกําเนิด

ระยะเว

ลาตรวจ
ต้นทุน* (บาท) ข้อดีประสิทธ ิภาพ

เพาะเลี Êยง

ไวรัสเฟจ

นํ Êาเสียชมุชน 5 – 7 
ชม.

ค่าเครืÉองมืออปุกรณ์ – เครืÉองมือ
พื Êนฐาน

ค่ารายตวัอยา่ง – 1,000 

ความไว 0.90

ความจําเพาะ 1.00

ต้นทนุตํÉา, อปุกรณ์

เครืÉองมือไมซ่บัซ้อน, 

วิธีการไมซ่บัซ้อน

ตรวจดีเอ็น

เอแบคทีเรีย

ด้วยพีซีอาร์

นํ Êาเสียชมุชน, 

สกุร, โค, และ

รวมทกุ

แหลง่กําเนิด

5-7 ชม. ค่าเครืÉองมืออปุกรณ์ – 710,000

ค่าวิเคราะห์ต่อตวัอยา่ง**–
3,320 (4 แหลง่กําเนิด), 1,800 (1 

แหลง่)

ความไว 0.89,1.00, 

0.88, 1.00

ความจําเพาะ 

0.81, 0.98,1.00,ไม่

มี

ต้นทนุไมส่งู, มีวิธีสําหรับ

แหลง่กําเนิดหลายชนิด

ตรวจดีเอ็น

เอแบคทีเรีย

ด้วยพีซีอาร์

เชิงปริมาณ 

นํ Êาเสียชมุชน, 

สกุร, โค, และ

รวมทกุ

แหลง่กําเนิด

5-6 ชม. ค่าเครืÉองมืออปุกรณ์และกราฟ

มาตรฐาน – 1,367,000
ค่าวิเคราะห์ต่อตวัอยา่ง*** -  

6,000 (4 แหลง่กําเนิด), 3,200 (1 

แหลง่) 

ความไว 1.00, 

1.00, 0.68, 0.96

ความจําเพาะ 

0.84, 0.97, 0.95, 

ไมมี่

เปรียบเทียบระดบัการ

ปนเปื Êอนจากหลายๆ

แหลง่กําเนิดได้

*ไมร่วมคา่แรงบคุลากร คา่เครืÉองมือพื Êนฐาน คา่บํารุงรักษารายปี และคา่สกึหรอ เช่น ตู้ เย็น ตู้แช่ตวัอย่าง เครืÉองนึÉงอบฆ่าเชื Êอแรงดนั เครืÉองวดัพีเอช เป็นต้น

**36 ปฏิกริยาตอ่ตวัอย่าง รวมการทํา 2 ซํ Êาและตวัอย่างควบคมุคณุภาพ  *** 60 ปฏิกริยาตอ่ตวัอย่าง รวมการทํา 2 ซํ Êาและตวัอย่างควบคมุคณุภาพ 16
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ประเภททีÉ 2 (1) การอปุโภคและบริโภคโดยต้องผ่านการฆ่าเชื Êอโรคตามปกติและผ่านกระบวนการปรับปรุงคณุภาพนํ ÊาทัÉวไป

ก่อน  (2) การอนรัุกษ์สตัว์นํ Êา 

 (3) การประมง (4) การว่ายนํ Êาและกีฬาทางนํ Êา

ประเภททีÉ 3 (1) การอปุโภคและบริโภคโดยต้องผ่านการฆ่าเชื Êอโรคตามปกติและผ่านกระบวนการปรับปรุงคณุภาพนํ ÊาทัÉวไป

ก่อน (2) การเกษตร

ประเภททีÉ 4 (1) การอปุโภคและบริโภคโดยต้องผ่านการฆ่าเชื Êอโรคตามปกติและผ่านกระบวนการปรับปรุงคณุภาพนํ Êาเป็น

พิเศษก่อน  (2) การอตุสาหกรรม 17

การจาํแนกแหล่งกาํเนิดมลพิษดว้ยกลุ่มแบคทีเรีย 
กรณีศึกษา ลุ่มนํÊาท่าจีน

ชืÉอแม่นํÊ ชืา Éอย่อ ตาํแหน่งจุดเกบ็ แกน X แกน Y คุณภาพนํÊาตามประเภทแหล่งนํÊาa

แม่นํÊาท่าจนี TC01 ปากแม่นํÊาท่าจนี อ.เมอืง จ.สมุทรสาคร 637969N 1493895E 4

แม่นํÊาท่าจนี TC04 วดัศริมิงคล อ.เมอืง จ.สมุทรสาคร 633383N 1501093E 4

แม่นํÊาท่าจนี ร.ร.TC07 บ้านปล่องเหลีÉยม อ 41510839E634993N.กระทุ่มแบน จ.สมุทรสาคร

แม่นํÊาท่าจนี TC09 หน้าวดัเทยีนดดั บ้านท่าใหม่ อ.สามพราน จ.นครปฐม 41514600E634400N

แม่นํÊาท่าจนี TC10 วดับางช้างเหนอื อ.สามพราน จ.นครปฐม 630899N 1517001E 4

แม่นํÊาท่าจนี TC13 หน้าทีÉว่าการ อ.นครชยัศร ีจ.นครปฐม 658667N 1525838E 4

แม่นํÊาท่าจนี 31549429E627714Nสะพานบางเลน อ.บางเลน จ,นครปฐมTC15

แม่นํÊาท่าจนี TC17 ใต้ปากคลองพระยาบรรลอื อ.สองพีÉน้อง จ.สุพรรณบุรี 31564946E622055N

แม่นํÊาท่าจนี TC22 ท้ายเมอืงสุพรรณบุร ีอ.เมอืง จ.สุพรรณบุรี 620685N 1599046E 3

แม่นํÊาท่าจนี TC23 ประตูระบายนํÊาโพธิ Íพระยา อ.เมอืง จ.สุพรรณบุรี 621057N 1606545E 3

แม่นํÊาท่าจนี 21630756E618291Nสะพาน อ.สามชุก จ.สุพรรณบุร ีTC25

แม่นํÊาท่าจนี TC28 สะพานมะขามเฒ่า อ.วดัสิงห์ จ.ชยันาท 615384N 1681834E 2

หมายเหตุ
a
ตามมาตรฐานคุณภาพนํÊาในแหล่งนํÊาผวิดนิ แหล่งท ีÉมา: ประกาศกรมควบคุมมลพษิ เรืÉองกําหนดประเภท ของแหล่งนํÊา

ในแม่นํÊาท่าจนี ตพีมิพ์ใน ราชกจิจานุเบกษา ฉบับประกาศท ั Éวไป เล่ม 111 ตอนท ีÉ 62 ง ลงวนัท ีÉ 4 สิงหาคม 2537

แผนความถีÉและสถานีในการเกบ็ตวัอย่าง

หมายเหตุ ฤดฝูนนบัตั Êงแต่เดือนพฤษภาคมถงึเดือนตลุาคม

ฤดแูล้งนบัตั Êงแต่เดือนพฤศจิกายนถงึเดือนเมษายน

รอบทีÉ ฤดกูาล* วนัทีÉเกบ็

ตวัอย่าง 

สถานีเกบ็นํÊา ตวัอย่างควบคมุคณุภาพ 

1  ฤดฝูน 29 ก.ค. 60 TC01, TC04, TC07, TC09, TC10, TC13 ตวัอย่างซํÊาทีÉ TC13  

  ฤดฝูน 5 ส.ค. 60 TC15, TC17, TC22, TC23, TC25, TC28 ตวัอย่างเปล่า เกบ็ทีÉ TC28  

2  ฤดฝูน 19 ส.ค. 60 TC01, TC04, TC07, TC09, TC10, TC13 ตวัอย่างซํÊาทีÉ TC13  
 ฤดฝูน 26 ส.ค. 60 TC15, TC17, TC22, TC23, TC25, TC28 ตวัอย่างเปล่า เกบ็ทีÉ TC28  

3  ฤดแูลง้ 3 ก.พ. 61 TC01, TC04, TC07, TC09, TC10, TC13 ตวัอย่างซํÊาทีÉ TC13  
 ฤดแูลง้ 10 ก.พ. 61 TC15, TC17, TC22, TC23, TC25, TC28 ตวัอย่างเปล่า เกบ็ทีÉ TC28  

4  ฤดแูลง้ 3 ม.ีค. 61 TC01, TC04, TC07, TC09, TC10, TC13 ตวัอย่างซํÊาทีÉ TC13  
 ฤดแูลง้ 10 ม.ีค. 61 TC15, TC17, TC22, TC23, TC25, TC28 ตวัอย่างเปล่า เกบ็ทีÉ TC28  
 

18TC01 TC04

TC23

TC07

TC09
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หมายเหตุ  *วเิคราะห์ตามวธีิของ Standard Methods for the Examination of Water & Wastewater (American Public Health 
Association et al., 2017)

พารามิเตอร์คุณภาพนํÊาทีÉทําการวิเคราะห์

19

Sewage marker + มัÉนใจได้ 58%ว่า

เป็นการปนเปื Êอนจากนํ Êาเสยีชมุชนจริง 

อืÉนๆ มัÉนใจได้ 96-100% ว่าบวก/ลบจริง
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21Uni marker: all stations

แผนทีÉแหล่งกําเนิดมลพษิ (กรมควบคุมมลพษิ) 

22

Uni marker: all stations
TC25: sew marker (2)

แผนทีÉแหล่งกําเนิดมลพษิ 

(กรมควบคุมมลพษิ) 

240



23

แผนทีÉแหล่งกําเนิดมลพษิ (กรมควบคุมมลพษิ) 

TC10: pig (3), cow (1), sew (1)Uni marker: all stations
TC09: pig (4), cow (1), sew (1)TC13: pig (3), cow (1)

24

แผนทีÉแหล่งกําเนิดมลพษิ (กรมควบคุมมลพษิ) 

TC04: sew (2)Uni marker: all stations
TC01: sew (2)TC07: pig (4), cow (1), sew (3)

241



25

ทางเลือกในการวเิคราะห์ทีÉนําเสนอแบบเป็นขัÊนตอน (tier approach) เพืÉอให้เหมาะสม

กบังบประมาณและความรุนแรงของปัญหาในพืÊนทีÉนัÊนๆ

อภิปรายและระดมสมอง “กา้วต่อไป..เพืÉอต่อยอดงานวิจยั

และนาํไปสู่นโยบายการจดัการมลพิษทางนํÊา 

non-point sources”

ภาคการศึกษาวิจัย (ขวัญรวี)

วตัถปุระสงค์ 

1. เพืÉอสร้างเครือขา่ยนกัวิจยั

2. เพืÉอระดมแนวทางการพฒันา

งานวิจยัไปสูก่ารแก้ไขปัญหา

มลพิษทางนํ Êา

ภาคนโยบาย (ปิณิดา)

วตัถปุระสงค์ 

1. เพืÉอระดมแนวทางการจดัทํา
นโยบายการจดัการมลพิษ
ทางนํ Êา

2. เพืÉอนําเสนอโครงสร้างหน้าทีÉ
ของหนว่ยงานตา่งๆในการ 
บรูณาการการแก้ปัญหา
มลพิษ
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ภาคผนวก ฌ4. ประมวลภาพบรรยากาศงานเสวนาฯ 
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บรรยากาศการลงทะเบียนของงานเสวนาฯ 

 

 

 

 

 

 

 

  
ประธานกลา่วเปิดงานเสวนาฯ โดย รศ.ดร.ชนาธิป ผารโิน ผู้อ านวยการสกว. ฝา่ยสวสัดภิาพสาธารณะ (ภาพด้านซ้าย) และ ศ.ดร.

ศกรณ์ มงคลสุข ผู้อ านวยการห้องปฏิบัติการวจิัยเทคโนโลยีชีวภาพ สถาบันวิจัยจุฬาภรณ์ (ภาพด้านขวา) 
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ดร.ขวัญรวี สิริกาญจน นักวิจัยช านาญการ สถาบันวิจัย
จุฬาภรณ์ หัวหน้าโครงการวิจยั กล่าวบรรยายในหัวข้อ 
มลพิษ non-point sources: ความท้าทายจากอดีตถึง
ปัจจุบัน  

ช่วงเสวนาในหัวข้อ “ความส าเรจ็และโอกาสในการจดัการ
มลพิษยุค Thailand 4.0” โดยวิทยาการ 5 ท่าน 

ท่านแรก รศ.ดร.พิสุทธ์ิ  เพียรมนกุล ภาควิชาวิศวกรรม
สิ่งแวดล้อม จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย และ คณะกรรมการ
จัดท ายุทธศาสตร์ชาติ (2560 วาระ 5 ปี) บรรยายในหัวข้อ: 
ความก้าวหน้าในการจดัท ายุทธศาสตรด์้านมลพิษและที่
เกี่ยวข้อง 

ท่านที่สอง ดร.พรศรี สุทธนารกัษ์ ผู้อ านวยการส านัก
จัดการคณุภาพน  า กรมควบคุมมลพิษ บรรยายในหัวข้อ: 
นโยบาย กฎหมาย และการจัดการมลพิษ 
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ท่านที่สี่ ดร.สมสิทธ์ิ มลูสถาน  กรรมการสถาบันน  าและ
สิ่งแวดล้อมเพื่อความยั่งยืน สภาอตุสาหกรรมแห่ง
ประเทศไทย บรรยายในประเด็น:  เทคโนโลยี มาตรการ
และการป้องกันของผู้ประกอบการ 

 

ท่านที่สาม ศ.ดร.จงรักษ์ ผลประเสริฐ ภาควิชาวิศวกรรมโยธา 
คณะวิศวกรรมศาสตร์มหาวิทยาลยัธรรมศาสตร์ บรรยายใน
ประเด็น: ความก้าวหน้าด้านงานวจิัยและเทคโนโลยีที่
เกี่ยวข้อง 

ท่านที่ห้า นายแพทย์ดนัย ธีวันดา รองอธิบดีกรมอนามัย 
บรรยายในประเด็น: นโยบาย กฎหมาย และปัญหาด้าน
สาธารณสุข 

 

บรรยากาศผู้เข้าร่วมงานในระหว่างเสวนาหัวข้อ
ความส าเร็จและโอกาสในการจดัการมลพิษยคุ 
Thailand 4.0” 
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ผู้ร่วมงานเสวนาฯ ซกัถามในประเด็นต่างๆ 

 

 

 

 

 

 

 

ประธานและคณะผูจ้ัดงานมอบของที่ระลึกให้กับวิทยากรทั ง 5 ท่าน และถ่ายภาพหมูร่วมกันกับผูเ้ข้ารว่มงานในช่วงเช้า 
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บรรยากาศงานเสวนาฯ ในช่วงบ่าย 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
ดร.ขวัญรวี สิริกาญจน และ ดร.ปณิิดา ลีลพนัง ก าแพงทอง บรรยายในหัวข้อ “นวัตกรรมการระบุแหล่งปล่อยมลพิษ ด้วย Microbial 

Source Tracking (MST)” เพื่อเผยแพร่เทคโนโลยีและผลการศึกษาในแม่น  าท่าจีน 

 

 

 

 

 

อภิปรายและระดมสมอง หัวข้อ “ก้าวต่อไป...เพื่อต่อยอดงานวิจัยและน าไปสู่นโยบายการจัดการมลพษิทางน  า” โดยแบ่งออกเป็น 2 
หัวข้อ ตามความสมัครใจของผูเ้ข้าร่วม 
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หัวข้อแรกการพัฒนางานวิจัย MST ในการแก้ไขปัญหาสิ่งแวดล้อมและการสรา้งเครือข่ายนักวิจยัในไทย 
 (ภาคการศึกษาและวิจัย) ด าเนินรายการโดย ดร.ขวัญรวี สิริกาญจน 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

กิจกรรมเครือข่ายความรู้: แนะน าตัวและความเชี่ยวชาญของผู้ร่วม
กิจกรรมแต่ละท่าน 

กิจกรรมสิ่งที่อยากให้เกิดขึ น: งานวิจยัหรือสิ่งที่อยากให้เกิดขึ นโดยแบ่ง
ระยะเวลาออกเป็น 1-3 ปี, 3-5 ปี, 5-10 ปี และ 10 ปีขึ นไป 

กิจกรรมสิ่งที่อยากให้เกิดขึ น: ผู้เข้ารว่มกิจกรรมอธบิายความคิดเห็น
ของตนเองแก่ผู้เข้ากิจกรรมท่านอื่น 

กิจกรรมต้นไม้ปัญหา: น าประเด็นปัญหาที่เกิดขึ นจากช่วงที่ผ่านมาขอ
ความคิดเห็นและแนวทางแก้ไขจากผู้เขา้ร่วมกิจกรรม 

ผู้เข้าร่วมกิจกรรมแลกเปลี่ยนความคิดเห็นของปัญหาที่เกิดขึ น ดร.ขวัญรวี สิริกาญจน สรุปรวมความคิดเห็นที่เกิดขึ นจากกิจกรรม
แก่ผู้เข้าร่วมกิจกรรมทุกทา่น 
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ภาพแผนผังความคิดเห็นที่ไดจ้ากทั งภาคการศึกษาและรัฐบาลในกิจกรรมการพัฒนางานวิจัย MST ในการแก้ไขปัญหาสิ่งแวดล้อมและ
การสร้างเครือข่ายนักวิจยัในไทย (ภาคการศึกษาและวิจยั) 

 

  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



251 
 

หัวข้อท่ีสองการน าผลการวิจัยไปสูน่โยบายและ/หรือมาตรการที่เกี่ยวข้อง (หน่วยงานภาครัฐและรัฐวิสาหกิจ)  
ด าเนินรายการโดย ดร.ปณิิดา ลลีพนัง ก าแพงทอง 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

กิจกรรมเครือข่ายความรู้: แนะน าตัวและความเชี่ยวชาญของผู้ร่วม
กิจกรรมแต่ละท่าน 

กิจกรรมต้นไม้ปัญหา: ท าไมปัจจุบันยังไม่มีนโยบาย non-point source 
เพื่อขอความคิดเห็นและแนวทางแก้ไขจากผู้เข้าร่วมกิจกรรม 

ผู้ร่วมกิจกรรมแต่ละทา่นก าลังเสนอความคิดและข้อเสนอแนะต่างๆ กิจกรรมนโยบายและกฎหมายที่อยากให้เกิดในอนาคต 

รับฟังความคิดเห็นต่อแผนผังนโยบายทีจ่ะเกิดเกี่ยวกับนโยบายด้าน 
non-point source ที่จะเกิดขึ นในอนาคต 

ดร.ปิณิดา ลีลพนัง ก าแพงทองสรุปรวมความคิดเห็นที่เกิดขึ นจาก
กิจกรรมแก่ผู้เขา้ร่วมกจิกรรมทุกท่าน 
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ภาพแผนผังความคิดเห็นที่ไดจ้ากทั งภาคการศึกษาและรัฐบาลในกิจกรรมการน าผลการวจิัยไปสู่นโยบายและ/หรือมาตรการที่เกี่ยวข้อง 
(หน่วยงานภาครัฐและรัฐวสิาหกิจ) 
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ดร.ขวัญรวี สิริกาญจน หัวหน้าโครงการกล่าวสรุปและขอขอบคณุผูเ้ข้าร่วมงานทุกท่านท่ีเข้าร่วมงานเสวนาฯ  

 

 

 

 

 

 

คณะผู้จัดงานและผู้เข้าร่วมงานเสวนาฯ ร่วมกันถ่ายภาพหมู่ในช่วงปิดงาน 

 

 

 

 

 

 

 

คณะผู้จัดงานถ่ายภาพหมูร่่วมกันเป็นท่ีระลึกในการจัดงานเสวนาฯ 
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ตารางที่ ญ1 กิจกรรมที่ด าเนินการในหกเดือนแรกเพื่อให้บรรลุวัตถุประสงค์ของการวิจัย (เปรียบเทียบแผนที่เสนอในข้อเสนอโครงการ 
และกิจกรรมที่ท าจริง)  
 

 
 
 

ก.ย.-59 ต.ค.-59 พ.ย.-59 ธ.ค.-59 ม.ค.-60 ก.พ.-60

1.1 รวบรวมขอ้มลูทีผ่า่นมาในเรือ่งปัญหามลพษิ 

ความไมพ่อเพยีงของขอ้มลูการเชือ่มโยงกบั

แหล่งก าเนิด ขอ้มลูการรอ้งเรยีน และช่องโหวข่อง

มาตรฐานน ้าในแหล่งน ้าผวิดนิปัจจุบนั

1.2 วเิคราะหส์ถานการณ์ทีม่คีวามจ าเป็นตอ้ง

เชือ่มโยงขอ้มลูการปนเป้ือนกบัแหล่งก าเนิด

1.3 ทบทวนนโยบายทีเ่กีย่วขอ้ง

1.4 ทบทวนแนวทางการแกไ้ข โดยใชก้รณีศกึษาใน

ต่างประเทศ

1. (ทีด่ ำเนินกำรจรงิ)

2.1 เกบ็ตวัอยา่งมลูสตัวแ์ละน ้าเสยีชุมชนในพืน้ทีลุ่่ม

น ้าท่าจนี

2.1 (ทีด่ ำเนินกำรจรงิ)

2.1.1 ศกึษาประเภทและทีต่ ัง้ของแหล่งก าเนิด

มลพษิทีส่ าคญัในลุ่มน ้าท่าจนี ซึ่งประกอบดว้ย 

ชุมชน และฟารม์เลีย้งสตัวท์ีส่ าคญั ไดแ้ก่ สกุร โค 

และไก่ รวมเรยีกวา่ แหล่งก าเนิดหลกั

2.1.1 (ทีด่ ำเนินกำรจรงิ)

2.1.2 ก าหนดจ านวนตวัอยา่งและสถานทีเ่กบ็

ตวัอยา่งของแหล่งก าเนิดหลกั ตามสดัสว่นการ

กระจายตวัของแหล่งก าเนิด โดยอา้งองิขอ้มลูกรม

ปศุสตัว ์(ส าหรบัสกุร โค และไก่) และขอ้มลูจ านวน

ประชากร จากส านักงานสถติแิห่งชาต ิปีล่าสดุ 

(ส าหรบัน ้าเสยีชุมชนในพืน้ที่) จ านวนรวมทัง้สิน้ 80 

ตวัอยา่ง (มลูสตัว ์60 ตวัอยา่ง น ้าเสยี 20 ตวัอยา่ง)

2.1.2 (ทีด่ ำเนินกำรจรงิ 119 ตวัอยำ่ง)

2.1.3 ก าหนดประเภทและทีต่ ัง้ของแหล่งก าเนิดรอง 

เช่น แพะ แกะ กระบอื เป็ด เป็นตน้ เพือ่ใช้

ตรวจสอบความจ าเพาะของวธิวีเิคราะห ์และก าหนด

จ านวนตวัอยา่งและสถานทีเ่กบ็ ตามสดัสว่นการ

กระจายตวัของแหล่งก าเนิด จ านวนรวมทัง้สิน้ 20 

ตวัอยา่ง

2.1.3 (ทีด่ ำเนินกำรจรงิ 26 ตวัอยำ่ง)

2.1.4 ท าการเกบ็ตวัอยา่งมลูสตัว ์โดย 1 ตวัอยา่งที่

กล่าวมาขา้งตน้ มาจากการผสมมลูสดของสตัวช์นิด

เดยีวกนัตัง้แต่ 20 ตวัขึน้ไป เพือ่เป็นตวัแทนทีด่ขีอง

กลุ่มประชากร จากนัน้สกดัดเีอน็เอดว้ยชุดสกดั

2.1.4 (ทีด่ ำเนินกำรจรงิ)

ดร.ขวญัรวี2.เพ่ือพฒันาวิธีทาง

ห้องปฏิบติัการด้วยเทคนิค

พีซีอารแ์ละพีซีอารเ์ชิง

ปริมาณส าหรบัตรวจ

วิเคราะหก์ลุม่พารามิเตอร์

แบคทีเรีย ท่ีสามารถ

จ าแนกส่ิงปฏิกลูจาก

แหล่งก าเนิดมลพิษเฉพาะ

กิจกรรม ท่ีส าคญัในพืน้ท่ี

ลุม่น ้าท่าจีน ด้วย

ความจ าเพาะ (specificity) 

ไม่น้อยกวา่  90 เปอรเ์ซน็ต์

 และความไว (sensitivity) 

ไม่น้อยกวา่ 65 เปอรเ์ซน็ต์

ช่วงเวลาด าเนินการ
วตัถปุระสงค์ กิจกรรมหลกั/กิจกรรมรอง ผู้รบัผิดชอบ

ดร.ปิณิดา1.เพ่ือจดัท ารายงาน

ประเมินสถานการณ์มลพิษ

ปัจจบุนัในแหล่งน ้าและ

ศึกษาวิเคราะหค์วามจ าเป็น

ในการจ าแนกแหล่งก าเนิด

มลพิษเฉพาะกิจกรรม
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ตารางที่ ญ1 (ต่อ) กิจกรรมที่ด าเนินการในหกเดือนแรกเพื่อให้บรรลุวัตถุประสงค์ของการวิจัย (เปรียบเทียบแผนที่เสนอในข้อเสนอ
โครงการ และกิจกรรมที่ท าจริง)  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ก.ย.-59 ต.ค.-59 พ.ย.-59 ธ.ค.-59 ม.ค.-60 ก.พ.-60

2.1.5 ท าการเกบ็ตวัอย่างน ้าเสยีชุมชนจากอาคาร

พกัอาศยัหรอือาคารส านกังาน จากนัน้ท าการกรอง

และน ากระดาษกรองมาสกดัดเีอ็นเอดว้ยชุดสกดั

2.1.5 (ทีด่ ำเนนิกำรจรงิ)

2.2 พฒันาและทดสอบวธิตีรวจวเิคราะห์แบคทเีรยี

ดว้ยวธิพีซีอีาร์

2.2 (ทีด่ ำเนนิกำรจรงิ)

2.2.1 ทดสอบไพรเมอร ์10-12 คู่กบัตวัอย่างจาก

แหลง่ก าเนดิเป้าหมาย (targets) และแหลง่ก าเนดิที่

ไมใ่ช่เป้าหมาย (non-targets)

2.2.1 (ทีด่ ำเนนิกำรจรงิ 22 คู่ไพรเมอร)์

2.2.2 ค านวณหาความจ าเพาะ (specificity) และ

ความไว (sensitivity)

2.2.2 (ทีด่ ำเนนิกำรจรงิ)

2.2.3 ประเมนิคดัเลอืกไพรเมอรค์ู่ที่เหมาะสม

ส าหรบัทดสอบดว้ยเทคนคิพซีอีารเ์ชงิปรมิาณต่อไป

โดยใหม้อีย่างน้อย 1-2 คู่ต่อหนึง่ชนดิแหลง่ก าเนดิ

หลกั (ชุมชน สุกร โค ไก่ และแหลง่ก าเนดิรวม)

2.2.3 (ทีด่ ำเนนิกำรจรงิ) ไดค้ดัเลอืกไพรเมอรค์ู่ที ่

เหมำะสมส ำหรบัแหลง่ก ำเนดิรวม 3 คู่, ชุมชน 3 คู่, 

สุกร 1 คู,่ และ โค 1 คู่

วตัถปุระสงค์ กิจกรรมหลกั/กิจกรรมรอง
ช่วงเวลาด าเนินการ

ผู้รบัผิดชอบ
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ตารางที่ ญ2 กิจกรรมที่ด าเนินการในรอบหกเดือนที่สองเพื่อให้บรรลุวัตถุประสงค์ของการวิจัย (เปรียบเทียบแผนที่เสนอในข้อเสนอ
โครงการ และกิจกรรมที่ท าจริง)  
 

 
 
  

มี.ค.-60 เม.ย.-60 พ.ค.-60 มิ.ย.-60 ก.ค.-60 ส.ค.-60

2.3 พฒันาและทดสอบวธิตีรวจวเิคราะหแ์บคทเีรยี

ดว้ยวธิพีซีอีารเ์ชงิปรมิาณ

2.3.1 ท า positive controls โดยใชพ้ลาสมดิ และ

สรา้ง standard curves ส าหรบัไพรเมอรแ์ต่ละคู่

2.3.1 (ทีด่ ำเนินกำรจรงิ)

2.3.2 ทดสอบแต่ละไพรเมอรก์บัตวัอยา่งจาก

แหล่งก าเนิดเป้าหมายและแหล่งก าเนิดทีไ่มใ่ช่

เป้าหมาย

2.3.2 (ทีด่ ำเนินกำรจรงิ)

2.3.3 ค านวณหาความจ าเพาะ (specificity) และ

ความไว (sensitivity)

2.3.3 (ทีด่ ำเนินกำรจรงิ)

2.3.4 ประเมนิเพือ่คดัเลอืกไพรเมอรค์ู่ทีเ่หมาะสม

ส าหรบัการตรวจตดิตามในปีที ่2 ต่อไปโดยใหม้ี

อยา่งน้อย 1 คู่ต่อหนึ่งชนิดแหล่งก าเนิดเป้าหมาย 

(ชุมชน สกุร โค ไก่ และรวมทุกแหล่งก าเนิด)

2.3.4 (ทีด่ ำเนินกำรจรงิ)

2.4 วเิคราะหค์วามเหมาะสมระหวา่งเทคนิคพซีอีาร์

และพซีอีารเ์ชงิปรมิาณเปรยีบเทยีบกนัในดา้นตน้ทุน

 ขอ้ไดเ้ปรยีบและขอ้จ ากดัเชงิเทคนิค

2.4 (ทีด่ ำเนินกำรจรงิ)

ช่วงเวลาด าเนินการ
วตัถปุระสงค์ กิจกรรมหลกั/กิจกรรมรอง ผู้รบัผิดชอบ

2.เพ่ือพฒันาวิธีทาง

ห้องปฏิบติัการด้วยเทคนิค

พีซีอารแ์ละพีซีอารเ์ชิง

ปริมาณส าหรบัตรวจ

วิเคราะหก์ลุม่พารามิเตอร์

แบคทีเรีย ท่ีสามารถ

จ าแนกส่ิงปฏิกลูจาก

แหล่งก าเนิดมลพิษเฉพาะ

กิจกรรม ท่ีส าคญัในพืน้ท่ี

ลุม่น ้าท่าจีน ด้วย

ความจ าเพาะ (specificity) 

ไม่น้อยกวา่  90 เปอรเ์ซน็ต์

 และความไว (sensitivity) 

ไม่น้อยกวา่ 65 เปอรเ์ซน็ต์

ดร.ขวญัรวี
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ตารางที่ ญ2 (ต่อ) กิจกรรมที่ด าเนินการในรอบหกเดือนที่สองเพื่อให้บรรลุวัตถุประสงค์ของการวิจัย (เปรียบเทียบแผนที่เสนอใน
ข้อเสนอโครงการ และกิจกรรมที่ท าจริง)  
 

 
 
 
 

 

 

 

มี.ค.-60 เม.ย.-60 พ.ค.-60 มิ.ย.-60 ก.ค.-60 ส.ค.-60

3.1 ตรวจสอบกลุ่มแบคทเีรยีทีเ่ชือ่มโยงกบั

แหล่งก าเนิดดว้ยวธิทีีพ่ฒันาขึน้จากปีที ่1 ควบคู่กบั

การตรวจสอบคุณภาพน ้าพารามเิตอร ์FCB และ 

TCB ตามทีก่ าหนดในมาตรฐานคุณภาพน ้าในแหล่ง

น ้าผวิดนิ

3.1.1 คดัเลอืกสถานีตรวจวดัคุณภาพน ้าของกรม

ควบคุมมลพษิ จ านวน 11 สถานีในแมน่ ้าท่าจนี ที่

พบประวตักิารปนเป้ือน FCB และ TCB เกนิ

มาตรฐาน 

3.1.1 (ทีด่ ำเนินกำรจรงิ จ ำนวน 12 สถำนี)

3.1.2 เกบ็ตวัอยา่งน ้าตามสถานีดงักล่าว ครอบคลุม

ฤดฝูนและฤดแูลง้เป็นระยะเวลา 1 ปี จ านวน 4 ครัง้  

(แผนครอบคลุมเดอืน ก.ค. 60 - เม.ย. 61) ท าการ

กรองและสกดัดเีอน็เอ

3.1.2 (ทีด่ ำเนินกำรจรงิ จ ำนวน 2 ครัง้เพือ่เป็น

ตวัแทนฤดฝูน คอื 29 ก.ค. 60 และ 19 ส.ค. 60)

3.1.3 ตรวจวดัคุณภาพน ้าพารามเิตอร ์FCB, TCB 

และ E. coli (แผนครอบคลุมเดอืน ก.ค. 60 - เม.ย. 

61)

3.1.3 (ทีด่ ำเนินกำรจรงิ ส ำหรบัตวัอยำ่งน ้ำทีเ่กบ็ 2 

ครัง้)
3.1.4 ตรวจวดัดเีอน็เอเป้าหมายทีเ่ชือ่มโยงกบั

แหล่งก าเนิดดว้ยวธิพีซีอีารแ์ละพซีอีารเ์ชงิปรมิาณที่

พฒันาขึน้ (แผนครอบคลุมเดอืน ก.ค. 60 - เม.ย. 61)

3.1.4 (ทีด่ ำเนินกำรจรงิ)

3.2 รวบรวมขอ้มลูคุณภาพน ้าพารามเิตอรอ์ืน่ๆ ที่

เกีย่วขอ้ง จากการตดิตามตรวจสอบประจ าปีของ

กรมควบคุมมลพษิ เช่น พเีอช อุณหภมู ิบโีอด ี

ของแขง็ทัง้หมด โคลฟิอรม์ เป็นตน้

3.2 (ทีด่ ำเนินกำรจรงิ ท ำกำรตรวจวดัค่ำพำรำมเิตอร์

ในตวัอยำ่งน ้ำเอง เนือ่งจำกรอบกำรเกบ็น ้ำไมพ่รอ้ม

กบักำรตดิตำมตรวจสอบประจ ำปีของกรมควบคุม

มลพษิ)

ดร.ขวญัรวี3. เพ่ือบ่งช้ีกิจกรรมท่ี

ก่อให้เกิดการปนเป้ือนของ

แบคทีเรียกลุม่โคลิฟอรม์

เกินมาตรฐานคณุภาพน ้า

ในแหล่งน ้าผิวดินในแม่

น ้าท่าจีนพร้อมวิเคราะห์

และน าเสนอทางเลือกแบบ

เป็นขัน้ตอน (tier approach)

 เพ่ือให้เหมาะสมกบั

งบประมาณและความ

รนุแรงของปัญหาในพืน้ท่ี

นัน้ๆ

วตัถปุระสงค์ กิจกรรมหลกั/กิจกรรมรอง
ช่วงเวลาด าเนินการ

ผู้รบัผิดชอบ
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ตารางที่ ญ3 กิจกรรมที่ด าเนินการในรอบหกเดือนที่สามเพื่อให้บรรลุวัตถุประสงค์ของการวิจัย (เปรียบเทียบแผนที่เสนอในข้อเสนอ
โครงการ และกิจกรรมที่ท าจริง)  
 

 

ก.ย.-60 ต.ค.-60 พ.ย.-60 ธ.ค.-60 ม.ค.-61 ก.พ.-61

3.1 ตรวจสอบกลุม่แบคทเีรยีที่เชื่อมโยงกบั

แหลง่ก าเนดิดว้ยวธิทีี่พฒันาขึ้นจากปีที่ 1 

ควบคู่กบัการตรวจสอบคุณภาพน ้าพารามเิตอร์

 FCB และ TCB ตามที่ก าหนดในมาตรฐาน

คุณภาพน ้าในแหลง่น ้าผวิดนิ  (แผนด าเนนิการ 

ก.ค. 60 - เม.ย. 61)
3.1.2  เกบ็ตวัอย่างน ้าตามสถานดีงักลา่ว 

ครอบคลมุฤดฝูนและฤดแูลง้เป็นระยะเวลา 1 ปี 

จ านวน 4 ครัง้  (แผนครอบคลมุเดอืน ก.ค. 60 - 

เม.ย. 61) ท าการกรองและสกดัดเีอ็นเอ

3.1.2 (ทีด่ ำเนนิกำรจรงิ เกบ็น ้ำฤดแูลง้ 1 ครัง้ ใน

เดอืน ก.พ. 61)

3.1.3 ตรวจวดัคุณภาพน ้าพารามเิตอร ์FCB, 

TCB และ E. coli (แผนครอบคลมุเดอืน ก.ค. 

60 - เม.ย. 61)

3.1.3 (ทีด่ ำเนนิกำรจรงิ ส ำหรบัตวัอย่ำงฤดแูลง้

 1 ครัง้ในเดอืน ก.พ. 61)

3.1.4 ตรวจวดัดเีอ็นเอเป้าหมายที่เชื่อมโยงกบั

แหลง่ก าเนดิดว้ยวธิพีซีอีารแ์ละพซีอีารเ์ชงิ

ปรมิาณที่พฒันาขึ้น (แผนครอบคลมุเดอืน ก.ค.

 60 - เม.ย. 61)

3.1.4 (ทีด่ ำเนนิกำรจรงิ ส ำหรบัตวัอย่ำงฤดฝูน 2

 ครัง้ และฤดแูลง้ 1 ครัง้)

3.2 รวบรวมขอ้มลูคุณภาพน ้าพารามเิตอรอ์ื่นๆ

 ที่เกีย่วขอ้ง จากการตดิตามตรวจสอบ

ประจ าปีของกรมควบคุมมลพษิ เช่น พเีอช 

อุณหภมู ิบโีอด ีของแขง็ทัง้หมด โคลฟิอรม์ 

เป็นตน้

3.2 (ทีด่ ำเนนิกำรจรงิ ท ำกำรตรวจวดั

ค่ำพำรำมเิตอรใ์นตวัอย่ำงน ้ำเอง เนือ่งจำกรอบ

กำรเกบ็น ้ำไมพ่รอ้มกบักำรตดิตำมตรวจสอบ

ประจ ำปีของกรมควบคุมมลพษิ)

ดร.ขวญัรวี

3.3 วเิคราะห์ขอ้มลูที่ได ้(แผนด าเนนิการ ก.ค. 

60 - ม.ิย. 61)

3.3.1 วเิคราะห์ทางสถติเิพือ่หาความสมัพนัธ ์

ระหว่างพารามเิตอรค์ุณภาพน ้าอื่นๆ

3.3.1 (ทีด่ ำเนนิกำรจรงิ ส ำหรบัตวัอย่ำงฤดฝูน 2

 ครัง้)

3.3.2 วเิคราะห์ทางสถติเิพือ่ประเมนิความ

เชื่อมโยงของแหลง่ที่มาหลกัของการปนเป้ือน

แบคทเีรยีกลุม่โคลฟิอรม์ในแมน่ ้าท่าจนี และ

สดัส่วนที่มาจากชุมชน ฟารม์สุกร และฟารม์โค

3.3.2 (ทีด่ ำเนนิกำรจรงิ ส ำหรบัตวัอย่ำงฤดฝูน 2

 ครัง้)

วตัถปุระสงค์ กิจกรรมหลกั/กิจกรรมรอง
ช่วงเวลาด าเนินการ

ผู้รบัผิดชอบ

ดร.ขวญัรวี

ดร.ปิณดิา

3. เพ่ือบง่ช้ีกิจกรรมท่ีก่อให้เกิด

การปนเป้ือนของแบคทีเรียกลุม่

โคลิฟอรม์เกินมาตรฐาน

คณุภาพน ้าในแหล่งน ้าผิวดินใน

แม่น ้าท่าจีนพร้อมวิเคราะหแ์ละ

น าเสนอทางเลือกแบบเป็น

ขัน้ตอน (tier approach) เพ่ือให้

เหมาะสมกบังบประมาณและ

ความรนุแรงของปัญหาในพื้นท่ี

นัน้ๆ
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ตารางที่ ญ4 กิจกรรมที่ด าเนินการในรอบหกเดือนสุดท้ายเพื่อให้บรรลุวัตถุประสงค์ของการวิจัย (เปรียบเทียบแผนที่เสนอในข้อเสนอ
โครงการ และกิจกรรมที่ท าจริง)  

 

มี.ค.-61 เม.ย.-61 พ.ค.-61 มิ.ย.-61 ก.ค.-61 ส.ค.-61

3.1 ตรวจสอบกลุม่แบคทเีรยีที่เชื่อมโยง

กบัแหลง่ก าเนดิดว้ยวธิทีี่พฒันาขึ้นจากปีที่

 1 ควบคู่กบัการตรวจสอบคุณภาพน ้า

พารามเิตอร ์FCB และ TCB ตามที่ก าหนด

ในมาตรฐานคุณภาพน ้าในแหลง่น ้าผวิดนิ  

(แผนด าเนนิการ ก.ค. 60 - เม.ย. 61)

3.1.2  เกบ็ตวัอย่างน ้าตามสถานดีงักลา่ว 

ส าหรบัฤดแูลง้ 1 ครัง้  (แผนครอบคลมุ

เดอืน ก.ค. 60 - เม.ย. 61) ท าการกรอง

และสกดัดเีอ็นเอ

3.1.2 (ทีด่ ำเนนิกำรจรงิ เกบ็น ้ำฤดแูลง้ 1 

ครัง้ ในเดอืน ม.ีค. 61)

3.1.3 ตรวจวดัคุณภาพน ้าพารามเิตอร ์

FCB, TCB และ E. coli (แผนครอบคลมุ

เดอืน ก.ค. 60 - เม.ย. 61) ส าหรบัฤดแูลง้ 

1 ครัง้

3.1.3 (ทีด่ ำเนนิกำรจรงิ ส ำหรบัตวัอย่ำง

ฤดแูลง้ 1 ครัง้ในเดอืน ม.ีค. 61)

3.1.4 ตรวจวดัดเีอ็นเอเป้าหมายที่

เชื่อมโยงกบัแหลง่ก าเนดิดว้ยวธิพีซีอีาร์

และพซีอีารเ์ชงิปรมิาณที่พฒันาขึ้น (แผน

ครอบคลมุเดอืน ก.ค. 60 - เม.ย. 61) 

ส าหรบัฤดแูลง้ 1 ครัง้

3.1.4 (ทีด่ ำเนนิกำรจรงิ ส ำหรบัตวัอย่ำง

ฤดแูลง้ 1 ครัง้)

3.2 ตรวจวดัคุณภาพน ้าพารามเิตอร ์FCB,

 TCB และ E. coli (แผนครอบคลมุเดอืน 

ก.ค. 60 - เม.ย. 61)

3.2 (ทีด่ ำเนนิกำรจรงิ ส ำหรบัตวัอย่ำงฤดู

แลง้ 1 ครัง้)

3.3 วเิคราะห์ขอ้มลูที่ได ้(แผนด าเนนิการ 

ก.ค. 60 - ม.ิย. 61)

3.3.1 วเิคราะห์ทางสถติเิพือ่หา

ความสมัพนัธ ์ระหว่างพารามเิตอร์

คุณภาพน ้าอื่นๆ

3.3.1 (ทีด่ ำเนนิกำรจรงิ ส ำหรบัตวัอย่ำง

ฤดแูลง้ 2 ครัง้)

3.3.2 วเิคราะห์ทางสถติเิพือ่ประเมนิความ

เชื่อมโยงของแหลง่ที่มาหลกัของการ

ปนเป้ือนแบคทเีรยีกลุม่โคลฟิอรม์ในแม่

น ้าท่าจนี และสดัส่วนที่มาจากชุมชน 

ฟารม์สุกร และฟารม์โค

3.3.2 (ทีด่ ำเนนิกำรจรงิ ส ำหรบัตวัอย่ำง

ฤดแูลง้ 2 ครัง้)

วตัถปุระสงค์ กิจกรรมหลกั/กิจกรรมรอง

ช่วงเวลาด าเนินการ

ผู้รบัผิดชอบ

ดร.ขวญัรวี

ดร.ปิณดิา

3. เพ่ือบง่ช้ีกิจกรรมท่ีก่อให้เกิด

การปนเป้ือนของแบคทีเรียกลุม่โค

ลิฟอรม์เกินมาตรฐานคณุภาพน ้า

ในแหล่งน ้าผิวดินในแม่น ้าท่าจีน

พร้อมวิเคราะหแ์ละน าเสนอ

ทางเลือกแบบเป็นขัน้ตอน (tier 

approach) เพ่ือให้เหมาะสมกบั

งบประมาณและความรนุแรงของ

ปัญหาในพื้นท่ีนัน้ๆ
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ตารางที่ ญ4 (ต่อ) กิจกรรมที่ด าเนินการในรอบหกเดือนสุดท้ายเพื่อให้บรรลุวัตถุประสงค์ของการวิจัย (เปรียบเทียบแผนที่เสนอใน
ข้อเสนอโครงการ และกิจกรรมที่ท าจริง)  
 

 
 
 
โดยการประเมินผลที่ได้ (Output) ดังแสดงในตารางที่ ญ5, ญ6, ญ7 และ ญ8 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

มี.ค.-61 เม.ย.-61 พ.ค.-61 มิ.ย.-61 ก.ค.-61 ส.ค.-61

4.1 จดัท าคู่มอืปฏบิตักิารตรวจสอบ

แหลง่ที่มาของการปนเป้ือนแบคทเีรยีใน

แหลง่น ้าผวิดนิ
4.1.1 สรปุรายงานพารามเิตอรท์ี่บ่งชี้

กจิกรรมได ้ตามที่ไดพ้ฒันาในปีที่ 1

4.1.1 (ทีด่ ำเนนิกำรจรงิ ส ำหรบัตวัอย่ำง 

ฤดฝูน 2 ครัง้ ฤดแูลง้ 2 ครัง้)

4.1.2 สรปุเทคนคิและวธิกีารวเิคราะห์ 

วธิกีารเกบ็ตวัอย่างและการรกัษาสภาพ

ตวัอย่างส าหรบัส่งใหห้อ้งปฏบิตักิาร

4.1.2 (ทีด่ ำเนนิกำรจรงิ ส ำหรบัตวัอย่ำง 

ฤดฝูน 2 ครัง้ ฤดแูลง้ 2 ครัง้)

4.2 จดัท าขอ้เสนอแนะเชงินโยบาย 

(Policy brief)

4.3 จดัประชุมเพือ่เผยแพรข่อ้เสนอ

แนวทางและผลงานวจิยัต่อสาธารณะและ

หน่วยงานที่เกีย่วขอ้ง และจดัพมิพเ์อกสาร

เผยแพร่

4.3 (ทีด่ ำเนนิกำรจรงิ)

4. เพือ่จดัท าคู่มอืปฏบิตักิาร

ตรวจสอบแหลง่ที่มาของการปนเป้ือน

แบคทเีรยีในแหลง่น ้าผวิดนิ  และ

จดัท าขอ้เสนอแนะเชงินโยบาย (Policy

 brief)

ดร.ปิณดิา/ดร.

ขวญัรวี

วตัถปุระสงค์ กิจกรรมหลกั/กิจกรรมรอง

ช่วงเวลาด าเนินการ

ผู้รบัผิดชอบ
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ตารางที่ ญ5 ผลที่ได้จากโครงการในหกเดือนแรก (เปรียบเทียบผลที่เสนอในข้อเสนอโครงการ และผลที่ได้จริง) 
 

Output  ผลส ำเรจ็ (%) 
สำเหตแุละกำรแก้ไขท่ี
ด ำเนินกำรในกรณี

ล่ำช้ำ 

1.      รายงานความจ าเป็นของการจ าแนก
แหล่งก าเนิดมลพษิในบรบิทของประเทศ

ไทย การวเิคราะหช์่องว่างของ
กฎระเบยีบขอ้บงัคบัและมาตรฐานน ้าผวิ
ดนิในปัจจุบนัของประเทศไทย รวมถงึ
กรณีศกึษาจากต่างประเทศในการใช้

กลุ่มแบคทเีรยีทีเ่ชื่อมโยงกบั
แหล่งก าเนิดมลพษิมาสนบัสนุนระดบั
นโยบายในการจดัการมลพษิแหล่งน ้า 

100% (โปรดดภูาคผนวก ก.)  - 

2.      มาตรฐานการปฏบิตังิานวธิพีซีอีาร์
ส าหรบัตรวจวเิคราะหแ์บคทเีรยีที่
เชื่อมโยงแหล่งก าเนิดมลพษิเฉพาะ
กจิกรรมได ้อยา่งน้อย 1-2 คู่ไพรเมอร ์
ส าหรบัแต่ละชนิดแหล่งก าเนิดหลกั 

100% (โปรดดภูาคผนวก ข.)  - 

3.      บทความวชิาการจ านวน 2 เรื่อง 100% Pornjira Somnark, Natcha 
Chyerochana, Skorn Mongkolsuk, and 
Kwanrawee Sirikanchana (2018) 
Performance evaluation of Bacteroidales 
genetic markers for human and animal 
microbial source tracking in tropical 
agricultural watersheds. Environmental 
Pollution. 236C, 100-110. (impact factor 
5.099) (โปรดดภูาคผนวก ช.) 

 - 

100% PCR data and comparative 
performance of Bacteroidales microbial 
source tracking genetic markers (โปรดดู
ภาคผนวก ซ.) 

 - 
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ตารางที่ ญ6 ผลที่ได้จากโครงการในรอบหกเดือนที่สอง (เปรียบเทียบผลที่เสนอในข้อเสนอโครงการ และผลที่ได้จริง) 
 

 
 
 

ตารางที่ ญ7 ผลที่ได้จากโครงการในรอบหกเดือนที่สาม (เปรียบเทียบผลที่เสนอในข้อเสนอโครงการ และผลที่ได้จริง) 
 

 
 
 
 

Output ผลส าเรจ็ (%)
สาเหตแุละการแก้ไขท่ีด าเนินการ

ในกรณีล่าช้า

1.มาตรฐานการปฏบิตังิานวธิพีซีอีารเ์ชงิปรมิาณ

ส าหรบัตรวจวเิคราะห์แบคทเีรยีที่เชื่อมโยง

แหลง่ก าเนดิมลพษิเฉพาะกจิกรรมได ้อย่างน้อย 

1-2 คู่ไพรเมอร ์ส าหรบัแต่ละชนดิแหลง่ก าเนดิ

เป้าหมาย

100% (โปรดดู

ภาคผนวก ข11.)

 -

2. รายงานการวเิคราะห์ความเหมาะสมของ

วธิกีารตรวจวดัในหอ้งปฏบิตักิาร โดย

เปรยีบเทยีบระหว่างวธิพีซีอีาร ์และพซีอีารเ์ชงิ

ปรมิาณ ในดา้นตน้ทุน ขอ้ไดเ้ปรยีบและขอ้จ ากดั

ต่างๆทางเทคนคิ

100% (โปรดดู

หวัขอ้ 3.4)

 -

3. บทความวชิาการจ านวน 1 เรือ่ง หวัขอ้ 

“Validation of quantitative PCR assays 

specific to human-, swine-, cattle-, and 

chicken-fecal pollution in a tropical river”

80% ขณะนี้ไดผ้ลการทดลองครบถว้นตรง

ตามเวลา แต่อยู่ในระหว่างด าเนนิการ

เขยีน คาดว่าจะส่งตพีมิพไ์ดใ้นเดอืน

ตุลาคม 2561

Output ผลส าเรจ็ (%)
สาเหตแุละการแก้ไขท่ี

ด าเนินการในกรณีล่าช้า

1. บทวเิคราะห์สดัส่วนและแหลง่ที่มาหลกัของ

การปนเป้ือนแบคทเีรยีกลุม่โคลฟิอรม์ในแหลง่

น ้าท่าจนี จากการเกบ็น ้า 2 ครัง้

100% (โปรดดหูวัขอ้ 3.6)  -

2. บทวเิคราะห์และทางเลอืกในการวเิคราะห์ที่

น าเสนอแบบเป็นขัน้ตอน (tier approach) 

เพือ่ใหเ้หมาะสมกบังบประมาณและความ

รนุแรงของปัญหาในพืน้ที่นัน้ๆ

100% (โปรดดหูวัขอ้ 3.7)  -
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ตารางที่ ญ8 ผลที่ได้จากโครงการในรอบหกเดือนสุดท้าย (เปรียบเทียบผลที่เสนอในข้อเสนอโครงการ และผลที่ได้จริง) 
 

 

 

 

Output ผลส าเรจ็ (%)
สาเหตแุละการแก้ไขท่ีด าเนินการ

ในกรณีล่าช้า

1. คู่มอืปฏบิตักิารตรวจสอบแหลง่ที่มาของการ

ปนเป้ือนแบคทเีรยีในแหลง่น ้าผวิดนิ

100%
_

2. ขอ้เสนอแนะเชงินโนบาย (Policy brief) เพือ่

เผยแพรแ่ก่หน่วยงานที่เกีย่วขอ้ง

100%
_

3. จดัท าเอกสารเผยแพรแ่ละจดัประชุมเผยแพร่

สู่หน่วยงานผูใ้ชแ้ละสาธารณะ

70% ไดท้ าการจดัการประชุมในหวัขอ้ 

“Thailand 4.0 กบันวตักรรมการ

จดัการแหลง่ก าเนดิมลพษิ non-point 

sources” วนัพธุที่ 25 กรกฎาคม 

2561 ณ หอ้งครสิตลั 1-2 โรงแรมเซน็

จรูี ่พารค์ กรงุเทพมหานคร ซึง่ก าลงั

อยู่ในระหว่างการด าเนนิการเผยแพร่

4. บทความวชิาการจ านวน 1 เรือ่ง หวัขอ้ 

“Identification of fecal sources using 

quantitative PCR assays in Tha Chin river, 

Thailand”

80% ขณะนี้ไดผ้ลการทดลองครบถว้นตรง

ตามเวลา แต่อยู่ในระหว่างด าเนนิการ

เขยีน คาดว่าจะส่งตพีมิพไ์ดใ้นเดอืน

ตุลาคม 2561
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