
โปรโตซัวในน้าํประปา 

โปรโตซัว (Protozoa) หรือสัตวเซลลเดียวเปนกลุมสิ่งมีชีวิตที่ถูกจัดอยูในอาณาจักรโพรทิสตา (Protista) ตามการ
แบงของ Kudo (1943)โดยมีลักษณะสําคัญคือ เปนเซลลที่มีนิวเคลียส (Eukaryotic cell) และแตละเซลลมีการเคลื่อนที่ที่เปน
อิสระตอกันหรือถารวมตัวกันก็จะเปนแบบโคโลนีเทานั้น นักชีววิทยาไดทําการจัดหมวดหมูโปรโตซัวโดยอาศัยลักษณะ
ทางสัณฐานวิทยาและโครงสรางการเคลื่อนที่ ซึ่งแบงออกมาได 4 คลาสดังตอไปน้ี 

- Sarcodina โปรโตซัวในคลาสนี้มีเยื่อหุมเซลลที่ยืดออกไดหรือขาเทียม (pseudopodium) เปนโครงสรางหลัก
ในการเคลื่อนที่ อาศัยอยูไดทั้งในน้ําจืด น้ําเค็ม ดิน และโคลน วงชีวิตของโปรโตซัวกลุมนี้มี 2 ระยะคือ 
โทรโฟซอยด (trophozoite) และซิสต (cyst) โดยระยะแรกจะพบในสภาวะที่เหมาะสม เซลลมีการเคลื่อนที่  
กินอาหาร เติบโต และแบงเซลล (binary fission) สวนระยะหลังจะพบในสภาวะที่ไมเหมาะสม เซลลจะหยุด
กิจกรรมเกือบทุกอยางแลวสรางเกราะมาหุมตัวเอง ระยะนี้จะไมมีการแบงเซลลแตสามารถแบงนิวเคลียสได 
นอกจากนี้ซิสตยังมีความทนตอสภาวะตาง ๆ เชน ความรอน ความเย็น กรด-เบส และการขาดออกซิเจน ได
มากกวาโทรโฟซอยต  ตัวอยางโปรโตซัวของคลาสนี้ไดแก Amoeba spp. และ Nagleria spp. เปนตน 

- Mastigophora (Flagellata) โปรโตซัวในคลาสนี้มีเสนขนยาวหรือแฟลเจลลัม (flagellum) เปนโครงสรางหลัก
ในการเคลื่อนที่ โดยสวนใหญพบอาศัยในน้ํา วงชีวิตมีสองระยะเชนเดียวกับอะมีบา ตัวอยางโปรโตซัวของ
คลาสนี้ไดแก Euglena spp. และ Trypanosoma spp. เปนตน 

 

 

ภาพที่ 1 รูปวาดแสดงสัณฐานวิทยาของโปรโตซัวทั้ง 4 คลาส 

 

- Ciliophora โปรโตซัวในคลาสนี้มีเสนขนสั้นหรือซิเลีย (cilia) เปนโครงสรางหลักในการเคลื่อนที่ โดยสวน
ใหญพบอาศัยในแหลงน้ําตาง ๆ เชน แมน้ํา ทะเลสาบ และบึง เปนตน แตก็มีบางชนิดที่อาศัยอยูในดินได วง



ชีวิตมีสองระยะเชนเดียวกับอะมีบา ตัวอยางโปรโตซัวของคลาสนี้ไดแก Paramecium spp. และ Balantidium 
spp. เปนตน 

- Apicomplexa โปรโตซัวในคลาสนี้เคลื่อนที่ไมไดยกเวนระยะเซลลสืบพันธุ (gamete) และเปนปรสิตทั้งหมด 
พวกมันมีอวัยวะพิเศษ (apical complex) เพื่อใชเจาะเยื่อหุมเซลลของเซลลเจาบานได วงชีวิตคอนขางซับซอน
ตามอวัยวะและชนิดของเจาบานที่อาศัยอยู ตัวอยางโปรโตซัวของคลาสนี้ไดแก Plasmodium spp. และ 
Cryptosporidium spp. เปนตน 

การปนเปอนโปรโตซัวในน้ําประปา สวนใหญมาจากโปรโตซัวที่อาศัยอยูอยางอิสระ (free-living protozoa) ใน 
ธรรมชาติตามพื้นที่ตาง ๆ และเนื่องจากมีระยะซิสตที่ทนตอระบบฆาเชื้อโรคในน้ําประปา (คลอรีน) ได จึงทําใหโปรโตซัว
เหลานี้มีโอกาสที่จะปนเปอนเขาสูระบบน้ําประปาและกอโรคในคนได วิธีการจําแนกโปรโตซัวในน้ําประปาทําได 2 วิธี
ดังนี้ 

- จําแนกโดยสัณฐานวิทยา 
เปนการจําแนกรูปรางที่มองเห็นดวยตาเปลาภายใตกลองจุลทรรศน วิธีนี้นิยมใชกันมากเนื่องจากไมตองมี
อุปกรณซับซอนและใชเวลาไมนาน แตวิธีนี้มีขอจํากัดอยูที่ผูวิเคราะหจะตองมีความเชี่ยวชาญคอนขางมาก 

- จําแนกโดยเทคนิคทางชีวโมเลกุล 
เปนการจําแนกชนิดโดยอาศัยความแตกตางกันทางพันธุกรรมในจีโนม โดยอาศัยหลักวาโปรโตซัวแตละ
ชนิดจะมีพันธุกรรมที่แตกตางกัน วิธีนี้จําแนกไดอยางเที่ยงตรง ผูวิเคราะหไมจําเปนตองมีทักษะมาก แตก็มี
ขอจํากัดคือ เสียเวลาและคาใชจายในการวิเคราะหมาก ตัวอยางเทคนิคที่นิยมใชในการวิเคราะหไดแก วิธี    
T-RFLP (Terminal-Restriction Fragment Length Polymorphism) เทคนิคนี้เปนการวิเคราะหหาลายพิมพ     
ดีเอ็นเอในบริเวณที่จําเพาะในจีโนม โดยในโปรโตซัวจะนิยมวิเคราะหยีน 18s rRNA ซึ่งมีขั้นตอนวิเคราะห
ดังตอไปนี้ สกัดดีเอ็นเอ เพิ่มจํานวนดีเอ็นเอดวย PCR (polymerase chain reaction) ตัดทอนดีเอ็นเอดวย
เอนไซมตัดจําเพาะ แยกขนาดดีเอ็นเอดวยวิธี Gel electrophoresis และวิเคราะหขอมูลตามลําดับ 

 

 
ภาพที่ 2 แผนภาพแสดงขั้นตอนการวิเคราะหดวยวิธี T-RFLP 
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Introduction

Legionella pneumophila

Acanthamoeba Naegleria Saccamoeba

Hartmannella Vexillifera

Legionella

Legionella

proliferates in the aquatic environment within certain

free-living protozoa, e.g. , , ,

and (2, 3, 4). Controlling the multiplication of

in water systems requires detailed knowledge about its behavior,

including the presence and behavior of host protozoa. However, information

about identity and presence of bacteriovorous free-living protozoa, in

particular those serving as host for , is still scarce.

The objective of this study was to develop molecular methods to obtain information about the

presence and identity of free-living protozoa in surface water, treated water and tap water in

the Netherlands.

Quantification of

and spp.

H.vermiformis

Legionella

Legionella

L. pneumophila L. anisa

H. vermiformis

H. vermiformis

L. pneumophila L. anisa

spp. were detected in all

samples. and

were only observed in tap water.

was also detected in

these samples and in TW4 (Fig. 3).

Most likely, ,

and

multiplied in the tap water systems

at elevated temperatures.

Objective

Results
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Free-living protozoa can be defined as phagotrophic protists, that feed on detritus or other

protists. Several species are heterotrophic. The major part of protozoa are unicellular organisms

and different life-cycle forms can be

distinguished,

. Free-living fresh water protozoa can be

divided in three clusters (Fig. 1). Most protozoa

reproduce asexually, but sexual reproduction

takes place e.g. in flagellates.

e.g.

(Fig. 2)

Hartmannella vermiformis

Free-living protozoa
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T-RFLP analysis with the right primers
and enzymes in combination with clone
libraries is an efficient method to
determine the eukaryotic diversity and to
estimate the diversity of free-living
protozoa in fresh water;
Free-living protozoa are ubiquitous in
treated water but genetically poorly
defined;
Protozoa which may serve as host for

are present in treated water;
is not a dominant species

in the protozoa community.

L. pneumophila
H. vermiformis

Conclusions

Eukaryotic diversity

The T-RFLP analysis showed a high eukaryotic diversity in all water samples (Fig. 4). Free-

living protozoa represented a major cluster of the total eukaryotic community (Fig. 5). TW 3

is used as example for the pilot studies with T-RFLP analysis in combination with sequence

analysis of clones. Clones with the highest similarity for different genera cannot always be

distinguished from each other with the used primers and restriction enzyme (Fig. 6).

Diversity and identity of free-living protozoa in treated water

A total of 308 clones from five types of treated water were analyzed

and 62% were most closely related to free-living protozoa, representing

41 different genera (Fig. 5). Blast analysis of the clones revealed the

presence of a highly diverse group of free-living protozoa in all three

water types. was detected in the clone library of Tap 2.

In TW3 a total of thirteen genera of free-living protozoa was

distinguished (Table 3). and are potential hosts

for .

H. vermiformis

Acanthamoeba Vexillifera

L. Pneumophila

The eukaryotic community in treated water

Table 3. Identified free-living protozoa from TW 3.

Water samples and molecular techniques

were constructed from PCR

products amplified with universal eukaryotic

18S rRNA gene-targeted primers. Clones

were randomly picked, sequenced and

compared to sequences in the NCBI-data

base by BLAST searches.

of ,

spp and

was performed with a real-time PCR

method in combination with a cell-based

standard curve and species/genus specific

primers targeting the 18S rRNA gene or

16S rRNA gene and gene respectively.

Water samples

DNA

T-RFLP

were collected in the Netherlands.

was extracted with the Fast DNA spin kit for Soil (Qbiogene, Irvine, CA).

is a molecular technique to generate fingerprints of communities. The method

includes a PCR amplification with fluorescent primers and a digestion step after the

amplification. Universal eukaryotic 18S rRNA gene-targeted primers and the restriction

enzyme I were used to study the

eukaryotic community.

Hha

Clone libraries

Quantitative detection H. vermiformis

Legionella ., L. pneumophila L. anisa

mip
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Detection and identification of free-living protozoa in tap water
Partner for progress

Figure 1: Classification of protozoa (1).

Free-living fresh water protozoa

Ciliates FlagellatesAmoebae

Figure 5. Classification of eukaryotic clone libraries made from surface, treated and tap water obtained in the Netherlands.
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Similarity

(%)

>95

91

>91

>92

92

94

96
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89

98

>89

87

94

Highest similarity

with the genus

Acanthamoeba

Alexandrium

Bodo

Cercomonas

Diaphanoeca

Entorhipidium tenue

Frontonia

Neobodo

Paravahikampfia

Rhynchomonas

Uncultured cercozoan clone

Uncultured petrich clone

Vexillifera

Part of the total protozoa population

(%)

7.9

1.6

12.7

14.3

3.2

3.2

1.6

7.9

3.2

7.9

25.4

3.2

7.9

Highest similarity

with the genus

Acanthamoeba

Alexandrium

Bodo

Cercomonas

Diaphanoeca

Entorhipidium tenue

Frontonia

Neobodo

Paravahikampfia

Rhynchomonas

Uncultured cercozoan clone

Uncultured petrich clone

Vexillifera

Table 2: Used clones from TW 3 to identify
T-RFs observed in community samples.

Highest similarity with the genus

Uncultured cercozoan clone (89%)
(95%)

(88%)
Bodo

Pyrrhospora

Vexillifera

Vexillifera

Bodo

Acanthamoeba

H.vermiformis

(94%)
(94%)

Cercomonas (92%)
Uncultured nematode (98%)

(95%)
(99%)

(99%)
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Figure 4: Eukaryotic diversity in treated, surface and tap waters determined by T-RFLP analysis.

Figure 6: T-RFLP analysis of clones retrieved from
sample TW3.
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Figure 2: Two life stages of Hartmannella vermiformis.

Trophozoite Cyst

Figure 3: Quantification of H. Vermiformis and Legionella .spp
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Table 1: Water samples collected in the Netherlands.

Sample name

Treated aerobic ground

Treated anaerobic ground water

Treated aerobic ground water

Treated surface

Treated anaerobic ground water

Tap water after 15 min. flushing

Stagnant tap water

Stagnant tap water 3

Surface water (river)

Surface water (river)

Code

TW1

TW2

TW3

TW4

TW5

Tap1

Tap2

Tap3

SW1

SW2

Temperature (°C)

10.2

11

10.8

14.9

13.7

16.4

20.8

20

13

13

Water type

Treated aerobic groundwater

Treated anaerobic groundwater

Treated aerobic groundwater

Treated surface water

Treated anaerobic groundwater

Tap water after 15 min. flushing

Stagnant tap water

Stagnant tap water

Surface water (river)

Surface water (river)

Code

TW1

TW2

TW3

TW4

TW5

Tap1

Tap2

Tap3

SW1

SW2

T (°C)

10

11

11

15

14

16

21

20

13

13

1.0E+00

1.0E+01

1.0E+02

1.0E+03

1.0E+04

1.0E+05

1.0E+06

1.0E+07

TW 1 TW 2 TW 3 TW 4 TW 5 Tap 1 Tap 2 Tap 3 SW 1 SW 2

samples

C
e
ll
s
/l

H.vermiformis Legionella L.pneumophila L.anisaH. vermiformis Legionella L. pneumophila L. anisa


