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บทคัดย่อ 
 

 การศึกษาในครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือประเมินระบบจุลินทรีย์ดัชนีและคุณภาพน้้าในแม่น้้าบาง
ปะกงซึ่งเป็นแม่น้้าสายหลักในระบบลุ่มน้้าของระเบียงเศรษฐกิจพิเศษภาคตะวันออกด้วยการวิเคราะห์
เมตาจีโนมิกส์ของจุลินทรีย์ เก็บข้อมูลจากพารามิเตอร์คุณภาพน้้าทั้งทางกายภาพ เคมีและชีวภาพ
จาก 6 สถานีของแม่น้้าบางปะกง ครอบคลุม ต้นน้้า กลางน้้าและปลายน้้า ในปี พ. ศ. 2563 และ
ศึกษาข้อมูลอนุกรมวิธานของจุลินทรีย์ที่ได้จากการวิเคราะห์ชุมชีพจุลินทรีย์ด้วย shotgun 
metagenomics ผลการศึกษาที่ค้านวณจาก ดัชนีคุณภาพน้้าแหล่งน้้าผิวดิน (Water Quality 
Index, WQI) พบว่า สถานีปากน้้ามีคุณภาพน้้าอยู่ในเกณฑ์เสื่อมโทรม ส่วนสถานีกลางน้้าและต้นน้้าที่
อยู่ในชุมชนมีคุณภาพน้้าอยู่ในเกณฑ์พอใช้ ขณะที่สถานีต้นน้้าและเป็นพื้นที่ป่าคุณภาพน้้าอยู่ในเกณฑ์
ดี ซึ่งสอดคล้องกับข้อมูลอนุกรมวิธานของจุลินทรีย์ที่ได้จากการวิเคราะห์โดย shotgun 
metagenomics นอกจากนี้ยังพบว่ากลุ่มจุลินทรีย์เด่น (dominant taxon) คือ Pseudomonas 
spp. ซึ่งพบที่สถานีปากแม่น้้ามากกว่าสถานีอ่ืนๆ ที่เป็นแหล่งน้้าคุณภาพดีมากกว่า ดังนั้นมีความ
เป็นไปได้ว่าแบคทีเรียกลุ่มนี้อาจใช้เป็นจุลินทรีย์ดัชนีเพื่อประเมินมลพิษทางน้้าในเขตน้้ากร่อยหรือ
แม่น้้าบางปะกงได้ 
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Abstract 
 

This study was aimed to investigate assessment of microbial indicator system 
and water quality of Bangpakong River as the major river basin system in Eastern 
Economic Corridor based on metagenomic analysis. We collected the water quality 
data: physical, chemical and biological parameters from 6 stations (from upstream, 
middle-stream, and downstream of Bangpakong River) in 2020. We also explored 
microbial taxonomy from shotgun metagenomic analysis of microbial community. 
From Surface Water Quality Index (WQI), the station at the river mouth was poor 
while the stations at middle-stream and upstream with human settlement were fair 
and the stations at the upstream with the forest were good. These WQI results were 
corresponded to the taxonomy profiles from the shotgun metagenomic analysis. 
Also, Pseudomonas spp. were dominant taxa at the station at the river mouth and 
were more abundant when comparing to other stations with better water quality. 
Therefore, it is possible that these bacterial groups could be used as indicators for 
assessment of water pollution in estuary or Bangpakong River. 
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บทน า 
 
ความส าคัญและที่มาของปัญหา 

นโยบายระเบียงเขตเศรษฐกิจภาคตะวันออก (Eastern Economic Corridor : EEC) เป็น
นโยบายตามแผนยุทธศาสตร์ประเทศภายใต้นโยบายไทยแลนด์ 4.0 มีโครงการพัฒนาขนาดใหญ่เป็น
จ านวนมาก โดยมติคณะรัฐมนตรีมีมติเห็นชอบให้ 3 จังหวัดภาคตะวันออก ได้แก่ ฉะเชิงเทรา ชลบุรี 
และระยอง เป็นพ้ืนที่เปูาหมายของโครงการพัฒนาระเบียงเศรษฐกิจพิเศษภาคตะวันออก (ECC) เพ่ือ
สนับสนุนการยกระดับขีดความสามารถในการแข่งขันของประเทศ ส่งเสริมการขยายตัวทางเศรษฐกิจ 
เพ่ิมการจ้างงาน ยกระดับคุณภาพชีวิตและรายได้ของประชาชน ซ่ึงการส่งเสริมพ้ืนที่เขตระเบียง
เศรษฐกิจพิเศษภาคตะวันออกจะส่งผลให้พื้นที่มีประชากรหนาแน่นและมีประชากรเพ่ิมข้ึนอย่าง
รวดเร็ว และมีผลต่อความต้องการทรัพยากรธรรมชาติที่มากขึ้น ทั้งนี้รวมถึงนโยบายหรือโครงการ
ขนาดใหญ่ (Mega Project) อ่ืนๆ ที่ภาครัฐผลักดัน ก็อาจส่งผลต่อความต้องการการใช้ทรัพยากรที่
เพ่ิมสูงขึ้นอย่างรวดเร็วได้เช่นกัน 
 

จากการพัฒนา EEC จะท าให้จ านวนประชากรและการพัฒนาทางเศรษฐกิจเพิ่มสูงขึ้น จึงมี
ความต้องการการใช้ทรัพยากรน้ า ซึ่งเป็นปัจจัยต้นทุนที่ส าคัญที่สุดในระบบนิเวศท่ีจะได้รับผลกระทบ
อย่างรวดเร็วในช่วงระยะเวลาอันสั้น เกิดการเปลี่ยนแปลงการใช้ประโยชน์ที่ดินในลุ่มน้ า ซึ่งกิจกรรม
การใช้ที่ดินส่วนใหญ่เป็นที่พักอาศัย การเกษตร อุตสาหกรรม ที่ล้วนเป็นสาเหตุท าให้แหล่งน้ าเสื่อม
โทรมเกิดมลพิษทางน้ า เนื่องด้วยระบบนิเวศแหล่งน้ าไม่สามารถฟ้ืนฟูตัวเองได้ทันกับสถานการณ์ที่มี
การใช้ทรัพยากรน้ ามากข้ึนกว่าที่ระบบนิเวศสามารถรับได้ และอาจส่งผลกระทบต่อระบบนิเวศในเชิง
ลบ อีกทั้งมีผกระทบต่อความหลากหลายทางชีวภาพในระบบนิเวศแหล่งน้ า โดยเฉพาะจุลินทรีย์ ซึ่ง
เป็นสิ่งมีชีวิตที่มีความส าคัญในระบบนิเวศของแหล่งน้ า เพราะจุลินทรีย์ท าหน้าที่เป็นผู้ย่อยสลาย ท า
ให้เกิดการหมุนเวียนวัฏจักรของสารต่างๆ ในระบบนิเวศ มีบทบาทต่อการเปลี่ยนแปลงวัฏจักรของ
สาร และเป็นที่ทราบกันดีอยู่แล้วว่า จุลินทรีย์ที่พบในแหล่งน้ ามีทั้งชนิดที่ดีและช่วยรักษาระบบนิเวศ 
และมีทั้งชนิดที่เป็นอันตรายต่อระบบนิเวศและก่อโรคในมนุษย์และสัตว์ และเมื่อระบบนิเวศแหล่งน้ า
ไม่ดีก็จะเกิดปัญหาด้านสาธารณสุข เศรษฐกิจ สังคมและสิ่งแวดล้อม 
 

การประเมินความเสี่ยงและการจัดการคุณภาพน้ าเป็นสิ่งส าคัญ และเก่ียวข้องกับการออก
กฎระเบียบและการควบคุมของภาครัฐ ปัจจุบันมุ่งเน้นและให้ความส าคัญกับแหล่งน้ าที่สามารถ
น าไปใช้ในการบริโภค และประกอบกิจกรรมต่างๆ ของมนุษย์ ซึ่งก็คือน้ าดื่มและน้ าประปา โดยกล
ยุทธ์นี้ยังไม่เพียงพอต่อการปูองกันการระบาดของโรคท่ีปนเปื้อนในแหล่งน้ า ความส าเร็จของการ
ประเมินความเสี่ยงและการจัดการคุณภาพน้ าไม่เพียงแต่มุ่งเน้นสุขภาพของมนุษย์ แต่ต้องมุ่งเน้น
สุขภาพของระบบนิเวศแหล่งน้ าด้วย เพื่อให้ครอบคลุมความส าเร็จดังกล่าว จึงจ าเป็นต้องประเมิน
ระบบน้ าในระบบนิเวศทั้งหมด ซึ่งเป็นการจัดการน้ า ตั้งแต่แหล่งของน้ า ต้นทางของน้ า จนถึงน้ าที่
พร้อมน าไปใช้บริโภคและกิจกรรมต่างๆ (Source-to-tap framework) 
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ประชากรจุลินทรีย์พบในทุกระบบนิเวศ ตั้งแต่ในล าไส้ของแมลงไปจนถึงในทะเล หรือใน
ตะกอนดินใต้ทะเล ซึ่งจุลินทรีย์ที่พบมีทั้งชนิดที่สามารถเพาะเลี้ยงเพ่ือคัดแยกให้ได้เชื้อบริสุทธิ์ได้ ซึ่ง
พบว่ามีเพียงประมาณ 1 เปอร์เซ็นต์เท่านั้น และที่เหลือเป็นชนิดที่ไม่สามารถเพาะเลี้ยงบนจานอาหาร
ในห้องปฏิบัติการได้ซึ่งเป็นการจ ากัดการศึกษาวิจัยด้านความหลากหลายของจุลินทรีย์ ดังนั้น
การศึกษาความหลากหลายของจุลินทรีย์ในระบบนิเวศแหล่งน้ าโดยการใช้เทคโนโลยีเมตาจีโนมิกส์  
ในแม่น้ าบางปะกงที่เป็นแม่น้ าสายหลักในเขตพ้ืนที่ภาคตะวันออกและพ้ืนที่สนับสนุน ECC บริเวณต้น
น้ า กลางน้ า และปลายน้ าโดย แต่ละบริเวณของแม่น้ าให้บริการทางนิเวศท่ีสนับสนุนกิจกรรมมนุษย์ที่
แตกต่างกัน การปลดปล่อยสารเคมีลงสู่แหล่งน้ าแตกต่างกัน และสภาพภูมิอากาศในช่วงฤดูกาลที่
แตกต่างกัน ล้วนเป็นปัจจัยที่ส่งผลต่อความหลากหลายของจุลินทรีย์ในระบบนิเวศแหล่งน้ า ซึ่งการ
วิเคราะห์เมตาจีโนมิกส์เป็นการใช้ความก้าวหน้าทางเทคโนโลยีชีวภาพขั้นสูงท าให้ได้ข้อมูลที่สามารถ
น าไปบูรณาการกับข้อมูลการตรวจวัดคุณภาพแหล่งน้ าทางเคมีและกายภาพท่ีหน่วยงานภาครัฐ
ด าเนินการ เพื่อเป็นแนวทางในการประเมินความเสี่ยงและการจัดการคุณภาพน้ าส าหรับพื้นท่ีพัฒนา
ระเบียงเศรษฐกิจภาคตะวันออกให้เกิดประโยชน์สูงสุด และเป็นรูปธรรมต่อไป  
 
วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

1. เพ่ือได้ข้อมูลความหลากหลายของจุลินทรีย์ และการปนเปื้อนของจุลินทรีย์ก่อโรคในแม่น้ า
บางปะกงจากตัวอย่างแหล่งน้ าในบริเวณต้นน้ า กลางน้ า และ ปลายน้ า ซึ่งเป็นแหล่งที่มีกิจกรรมการ
ใช้ประโยชน์จากประชาชนในพื้นท่ี ทั้งเพ่ือการอยู่อาศัย การเกษตร และ อุตสาหกรรม ในแต่ละ
ฤดูกาล  

2. เพ่ือใช้ข้อมูลจากการวิเคราะห์เมตาจีโนมิกส์ในการจัดจ าแนกจุลินทรีย์ดัชนี ที่สามารถใช้
เป็นอ้างอิงในการประเมินความเสี่ยงและการจัดการคุณภาพของระบบนิเวศน้ าจืดในเขต พ้ืนที่ ECC ใน
แต่ละฤดูกาล 

3. เพ่ือให้ประชาชน เกษตรกร และผู้ประกอบการอุตสาหกรรม ที่อาศัยอยู่บริเวณพ้ืนที่วิจัย
ทราบ และตระหนักถึงการใช้น้ าในการอุปโภคบริโภคอย่างปลอดภัย และร่วมกันดูแลสภาพแวดล้อม 
รวมทั้งปูองกันการปนเปื้อนของจุลินทรีย์ และสิ่งปฏิกูลลงสู่แม่น้ า 

 
ขอบเขตของโครงการวิจัย 

งานวิจัยในครั้งนี้ต้องการศึกษาความหลากหลายของจุลินทรีย์ จากตัวอย่างแหล่งน้ าใน
ตัวอย่างแหล่งน้ าในบริเวณต้นน้ า กลางน้ า และ ปลายน้ า ของแม่น้ าบางปะกง ด้วยเทคโนโลยีเมตาจี
โนมิกส์ซึ่งเป็นแหล่งที่มีกิจกรรมการใช้ประโยชน์จากประชาชนในพื้นท่ี ทั้งเพ่ือการอยู่อาศัย 
การเกษตร และอุตสาหกรรม ในแต่ละฤดูกาลในช่วงเวลา 1 ปี ของแหล่งน้ าในเขตพ้ืนที่พัฒนาระเบียง
เศรษฐกิจภาคตะวันออก (ECC)  

 
ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ  

1. ทราบข้อมูลความหลากหลาย และการปนเปื้อนของจุลินทรีย์ก่อโรคในเขตพ้ืนที่ EEC จาก
ตัวอย่างแหล่งน้ าในแม่น้ าบางปะกงบริเวณต้นน้ า กลางน้ าและปลายน้ าซึ่งเป็นแหล่งที่มีกิจกรรมการใช้
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ประโยชน์จากประชาชนในพื้นท่ี และแหล่งที่ใช้ประโยชน์ทางการเกษตรในแต่ละฤดูกาล เพื่อวาง
แผนการจัดการน้ าแบบบูรณาการต่อไป 

2. สามารถใช้ข้อมูลจากการวิเคราะห์เมตาจีโนมิกส์ในการจัดจ าแนกจุลินทรีย์ดัชนีที่สามารถ
ใช้เป็นอ้างอิงในการออกแบบการจัดการคุณภาพของระบบนิเวศน้ าจืดในเขตพ้ืนที่ EEC และเขต
เศรษฐกิจอ่ืน ๆ ของประเทศได้ 

3. ประชาชน เกษตรกร และผู้ประกอบการอุตสาหกรรม ที่อาศัยอยู่บริเวณพ้ืนที่วิจัยทราบ 
และตระหนักถึงการใช้น้ าในการอุปโภคบริโภคอย่างปลอดภัย และร่วมกันดูแลสภาพแวดล้อม รวมทั้ง
ปูองกันการปนเปื้อนของจุลินทรีย์ และสิ่งปฏิกูลลงสู่แม่น้ า 
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วิธีด าเนินการวิจัย 
 
การตรวจวัดคุณภาพน้ าและการเก็บตัวอย่างน้ า 

เนื่องจากสถานการณ์โรคระบาดของไวรัสโคโรนา (COVID-19) ทางส านักอุทยานแห่งชาติ 
กรมอุทยานแห่งชาติสัตว์ปุาและพันธุ์พืช ประกาศปิดการเข้าในอุทยานแห่งชาติและวนอุทยานทุกแห่ง 
ระหว่างวันที่ 25 มีนาคมถึงวันที่ 30 มิถุนายน 2563 ท าให้การออกภาคสนามเพื่อเก็บตัวอย่างน้ าที่ใน
สถานีอ้างอิง BK-06 (Reference site) ซึ่งอยู่ในเขตอุทยานแห่งชาติเขาใหญ่ ไม่สามารถด าเนินการได้
ตามแผนงานที่วางไว้ ดังนั้นเพื่อให้การด าเนินการวิจัยสอดคล้องกับวัตถุประสงค์หลัก การออก
ภาคสนามตามฤดูเก็บตัวอย่างน้ าเพ่ือศึกษา shotgun metagenomics จึงเก็บข้อมูลได้เพียง 3 ครั้ง
ในรอบปีตามฤดูกาลของประเทศไทยที่สอดคล้องกับประกาศของกรมอุตุนิยมวิทยา ที่แบ่งเป็น 3 ฤดู
คือ ฤดูร้อนเก็บตัวอย่างในภาคสนามในเดือนกุมภาพันธ์ 2563 ฤดูฝนในเดือนกันยายน 2563 และฤดู
หนาวเดือนพฤศจิกายน 2563 ตามล าดับ อย่างไรก็ตามข้อมูลที่ได้จาก shotgun metagenomics มี
เพียงแค่ 2 ฤดูคือฤดูน้ ามาก/ฤดูฝนในเดือนกันยายน 2563 และฤดูน้ าน้อย/ฤดูหนาวในเดือน
พฤศจิกายน 2563 เท่านั้น เนื่องจากปัญหาทางเทคนิคในการกรองตัวอย่างน้ าและการสกัดดีเอ็นเอ
และคุณภาพดีเอ็นเอเพ่ือส่งตัวอย่างไปวิเคราะห์ shotgun metagenomics ในเดือนกุมภาพันธ์ 2563 

  
ตรวจวัดคุณภาพน้ าทางกายภาพ และเก็บตัวอย่างน้ าเพ่ือตรวจวัดคุณภาพน้ าทางเคมี และ

ชีวภาพ ตลอดความยาวแม่น้ าบางปะกงรวม 177 กิโลเมตร จ านวน 6 สถานี ได้แก่ สถานี BK-01 
ศูนย์ฝึกอบรมบางปะกง การไฟฟูาฝุายผลิตแห่งประเทศไทย (กฟผ) ต าบลท่าข้าม อ าเภอบางปะกง
จังหวัดฉะเชิงเทรา ตั้งอยู่บริเวณปากแม่น้ าบางปะกงซึ่งรองรับคุณภาพน้ าจากทุกสถานีก่อนระบาย
ออกสู่บางปะกงเอสทูรี สถานี BK-02 วัดสมานรัตนาราม ต าบลก้อนแก้ว อ าเภอเมืองฉะเชิงเทรา 
จังหวัดฉะเชิงเทรา ที่เป็นชุมชนและพ้ืนที่รับน้ าจากเข่ือนทดน้ าบางปะกง มีระยะทางห่างจากศูนย์
ฝึกอบรมบางปะกง กฟผ. ประมาณ 45 กิโลเมตร สถานี BK-03 วัดหัวไทร ต าบลหัวไทร อ าเภอบาง
คล้า จังหวัดฉะเชิงเทรา เป็นพื้นที่รับน้ าจากชุมชนและพ้ืนที่เกษตรกรรมในพ้ืนที่ มีระยะทางห่างจาก
วัดสมานรัตนารามประมาณ 20 กิโลเมตรสถานี BK-04 สะพานต้นน้ าบางปะกง ต าบลวังดาล อ าเภอ
กบินทร์บุรี จังหวัดปราจีนบุรี ซึ่งรับน้ าจากชุมชนและเกษตรกรรมจากคลองพระปรงและแม่น้ าหนุ
มาน มีระยะทางห่างจากวัดหัวไทรประมาณ 80 กิโลเมตร สถานี BK-05 สะพานหิน (รอบนอกเขต
อุทยาน) ต าบลสะพานหิน อ าเภอนาดี จังหวัดปราจีนบุรี ซึ่งรับน้ าจากชุมชนบริเวณคลองใสน้อยแม่น้ า
หนุมาน มีระยะทางห่างจากสะพานต้นน้ าบางปะกงประมาณ 22 กิโลเมตร และสถานี BK-06 แก่งหิน
เพิงในอุทยานฯ (จุดอ้างอิงต้นน้ า) ในแม่น้ าหนุมานใสใหญ่ อ าเภอนาดี จังหวัดปราจีนบุรี มีระยะทาง
ห่างจากสะพานหินประมาณ 10 กิโลเมตร(ตารางที่ 1 และภาพท่ี 1) ด าเนินการตรวจวัดคุณภาพน้ า
ทางกายภาพและเก็บตัวอย่างน้ ารวมจ านวน 3 ครั้งในรอบปี ตามฤดูกาลของประเทศไทยที่สอดคล้อง
กับประกาศของกรมอุตุนิยมวิทยา ได้แก่ ช่วงฤดูร้อนในวันที่ 13 กุมภาพันธ์ 2563 ช่วงฤดูฝนในวันที่ 
10 กันยายน 2563 และช่วงฤดูหนาวในวันที่ 10 พฤศจิกายน 2563 ตามล าดับ โดยท าการตรวจวัด
คุณภาพน้ าและเก็บตัวอย่างน้ าในช่วงน้ าขึ้นตามตารางน้ า (กรมอุทกศาสตร์, 2563) แสดงในภาพที่ 2, 
3 และ 4 ตามล าดับ 
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ตารางที่ 1   ต าแหน่งสถานีตรวจวัดคุณภาพน้ าและเก็บตัวอย่างน้ า 
สถานี ลองจิจูด แลตติจูด 

BK-01 ศูนย์ฝึกอบรมบางปะกง กฟผ. 100° 58' 55.6" E 13° 28' 33.2" N 
BK-02 วัดสมานรัตนาราม 101° 08' 30.3" E 13° 42' 07.4" N 
BK-03 วัดหัวไทร 101° 12' 10.3" E 13° 46' 39.4" N 
BK-04 สะพานต้นน้ าบางปะกง 101° 42' 19.3" E 13° 59' 11.8" N 
BK-05 สะพานหิน รอบนอกเขตอุทยาน 101° 43' 38.4" E 14° 08' 48.1" N 
BK-06 แก่งหินเพิงในอุทยานฯ (จุดอ้างอิง) 101° 43' 46.5" E 14° 10' 03.1" N 

 

 
ภาพที่ 1   สถานีตรวจวัดคุณภาพน้ าและเก็บตัวอย่างน้ า จ านวน 6 สถานี บริเวณแม่น้ าบางปะกง  

   (ดัดแปลงจากภาพถ่ายดาวเทียมจาก www.google.co.th) 
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ภาพที่ 2   ช่วงเวลาตรวจวัดคุณภาพน้ าและเก็บตัวอย่างน้ า เก็บตัวอย่างวันที่ 13 กุมภาพันธ์ 2563 
 

 
ภาพที่ 3   ช่วงเวลาตรวจวัดคุณภาพน้ าและเก็บตัวอย่างน้ า เก็บตัวอย่างวันที่ 10 กันยายน 2563 
 

 
ภาพที่ 4   ช่วงเวลาตรวจวัดคุณภาพน้ าและเก็บตัวอย่างน้ า เก็บตัวอย่างวันที่ 10 พฤศจิกายน 2563 
 

ท าการตรวจวัดคุณภาพน้ าทางกายภาพที่ผิวน้ า ณ สถานีเก็บตัวอย่าง (in-situ) ในภาคสนาม 
ได้แก่ อุณหภูมิ (Temperature, T ºc) ความเค็ม (Salinity, S psu) ความเป็นกรด-ด่าง (pH) 
ปริมาณออกซิเจนละลายน้ า (Dissolved Oxygen, DO mg/L) ปริมาณของแข็งละลายทั้งหมด 
(Total Dissolved Solids, TDS g/L) ด้วยเครื่องวัดคุณภาพน้ าแบบหลายตัวแปร (Multi 
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parameter sensors / Multi-probe) ยี่ห้อ YSI รุ่น 6600 และเก็บตัวอย่างน้ าที่ผิวน้ าเพื่อหลีกเลี่ยง
การรบกวนจากตะกอนพื้นท้องน้ า น าตัวอย่างน้ ากลับมาวิเคราะห์ในห้องปฏิบัติการทางเคมีได้แก่ 
ปริมาณของแข็งแขวนลอย (Suspended Solids, SS mg/L) ความต้องการออกซิเจนทางชีวภาพ 
(Biological Oxygen Demand, BOD mg/L) สารอาหารอนินทรีย์ไนโตรเจนละลายน้ า (Dissolved 
Inorganic Nitrogen, DIN) ได้แก่ แอมโมเนีย (Ammonia, NH3–N µg/L) ไนไตรท์ (Nitrite, NO2–N 
µg/L) ไนเตรท (Nitrate, NO3–N µg/L) สารอาหารอนินทรีย์ฟอสฟอรัสละลายน้ า (Dissolved 
Inorganic Phosphorous, DIP) ได้แก่ ออโธฟอสเฟต (Phosphate, PO4–P µg/L) และวิเคราะห์
ทางชีวภาพในห้องปฎิบัติการ ได้แก่ แบคทีเรียฟีคัลโคลิฟอร์ม (Fecal Coliform Bacteria, FCB 
MPN/100mL) แบคทีเรียโคลิฟอร์มรวมทั้งหมด (Total Coliform Bacteria, TCB MPN/100mL) 
และ Escherichia coli (E. coli) วิธีการวิเคราะห์คุณภาพน้ าทางเคมีและชีวภาพสรุปไว้ดังแสดงใน
ตารางที่ 2  โดยข้อมูลของพารามิเตอร์คุณภาพน้ าข้างต้นจะน ามาวิเคราะห์ความสัมพันธ์แบบหลายตัว
แปรโดยใช้การวิเคราะห์องค์ประกอบหลัก (principal component analysis) ในโปรแกรม R  
 
ตารางที่ 2   ปัจจัยคุณภาพน้ าทางกายภาพ เคมีและชีวภาพ และวิธีการตรวจวัด 

Parameters Equipments/Methods 
Temperature, T ºc Multi parameter sensors / Multi-probe 
Salinity, S psu Multi parameter sensors / Multi-probe 
pH Multi parameter sensors / Multi-probe 
Dissolved Oxygen, DO mg/L Multi parameter sensors / Multi-probe 
Total Dissolved Solids, TDS g/L Multi parameter sensors / Multi-probe 
Suspended Solid, SS mg/L GF/C Filter Gravimetric Method 
Biological Oxygen Demand, BOD mg/L Azide Modification (Strickland & Parsons, 1972) 
Ammonia, NH3–N µg/L Phenol-hypochloride (Grasshoff et al., 1999)   
Nitrite, NO2–N µg-N/L Diazotization (Strickland & Parsons, 1972) 
Nitrate, NO3–N µg/L Cd reduction & Diazotization (Strickland & Parsons, 1972) 
Phosphate, PO4–P µg/L Ascorbic acid (Strickland & Parsons, 1972) 
Fecal Coliform Bacteria, FCB MPN/100 mL Multiple Tube Fermentation Technique (APHA, AWWA & 

WEF, 2017) 
Total Coliform Bacteria, TCB MPN/100 mL Multiple Tube Fermentation Technique (APHA, AWWA & 

WEF, 2017) 
Escherichia coli (E. coli)  Multiple Tube Fermentation Technique (Feng et al., 

2002) 
 
การสกัดดีเอ็นเอและการวิเคราะห์ shotgun metagenomics  
 ภายหลังทดลองหาและคัดเลือกวิธีการที่เหมาะสมในการสกัดดีเอ็นเอ ชุดสกัดดีเอ็นเอจาก 
ZymoBIOMICS® น ามาใช้ในการสกัดดีเอ็นเอในโครงการนี้ โดยน ากระดาษกรองที่มีตัวอย่างดีเอ็นเอท่ี
ได้มาจากกระบวนการกรองน้ าที่ได้จากการเก็บตัวอย่างน้ าของแต่ละตัวอย่างในแต่ละสถานีมาตัด ให้มี
ขนาดเล็กและด าเนินการสกัดดีเอ็นเอด้วยตามขั้นตอนของการสกัดดีเอ็นเอด้วย ZymoBIOMICS® 
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DNA kit  ดีเอ็นเอที่สกัดได้จาก 3 กระดาษกรองของแต่ละซ้ าของแต่ละสถานีถูกน ามาวัดคุณภาพดี
เอ็นเอของแต่ละชุดของการสกัดดีเอ็นเอในแต่ละกระดาษกรอง เมื่อได้ดีเอ็นเอท่ีมีความบริสุทธิ์มากพอ   
และไม่ปนเปื้อนโปรตีนหรือสารตัวอ่ืนๆ ตัวอย่างที่ได้ที่มีคุณภาพท่ีดีที่สุดถูกน าส่งไปวิเคราะห์ที่  Zymo 
Research ส าหรับ shotgun metagenomics ต่อไปและตัวอย่างท่ีเหลือถูกเก็บไว้ในตู้แช่แข็ง
อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เพื่อใช้ในการศึกษาในอนาคต 
 
 การเตรียม library จากตัวอย่างดีเอ็นเอท่ีสกัดได้เพ่ือศึกษาล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วย shotgun 
metagenomics ท าด้วย Nextera® DNA Flex Library Prep Kit (Illumina, San Diego, CA) 
โดยการใช้ internal dual-index 8 bp barcodes กับ with Nextera® adapters (Illumina, San 
Diego, CA) library ทั้งหมดถูกวัดด้วย TapeStation® (Agilent Technologies, Santa Clara, 
CA) แล้วน ารวมกันเป็น abundance ในสัดส่วนที่เท่ากันโดยการรวมรอบสุดท้ายถูกวัดด้วย qPCR 
และ library สุดท้ายถูกน าไปศึกษาล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วย platform ของ NovaSeq® (Illumina, 
San Diego, CA) ส่วนตัวอย่างควบคุมในการศึกษา ใช้ ZymoBIOMICS® microbial community 
DNA standard (Zymo Research, Irvine, CA) เป็น positive control ส าหรับการเตรียม library 
เปูาหมายในแต่ละครั้ง ส่วน negative control เช่น การควบคุมการสกัดหรือการเตรียม library ถูก
รวมในการประเมินในกระบวนการในห้องปฏิบัติการ  
 

การวิเคราะห์โดยชีวสารสนเทศ ด าเนินการโดย Zymo Research ล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้ที่มี
ส่วนที่มีคุณภาพต่ าถูกขจัดออกและปรับด้วย Trimmomatic-0.33(Bolger et al., 2014) การระบุ
ยีนที่แสดงการดื้อยาของจุลินทรีย์ (antimicrobial resistance) และปัจจัยส าคัญในการก่อโรค 
(virulence factor) ถูกแสดงโดย DIAMOND sequence aligner (Buchfink et al., 2015)
ส่วนข้อมูลองค์ประกอบจุลินทรีย์ถูกแสดงโดย Centrifuge (Kim et al., 2016) จากชุดข้อมูลจีโนม
ของ มนุษย์ หน ูรา ไวรัสและแบคทีเรีย ส าหรับข้อมูลความชุกชุมในระดับสายพันธุ์ (Strain-level 
abundance ) ได้มาจากการสกัดผลลัพธ์จาก Centrifuge เพ่ือน าไปวิเคราะห์เพิ่มเติมดังนี้ (1) การ
วิเคราะห์ความหลากชนิดทั้งระดับ alpha-diversity และ beta-diversity (2) การสร้างแผนภูมิแท่ง
แสดงองค์ประกอบบของจุลินทรีย์ QIIME (Caporaso et al., 2012) 3 แผนที่ความร้อน (heatmap) 
แสดงความชุกชุมของกลุ่มทางอนุกรมวิธานด้วยการวิเคราะห์แบบจัดกลุ่มตามล าดับชั้น (hierarchical 
clustering) ตามความไม่คล้ายคลึงกันแบบ Bray-Curtis (Bray-Curtis dissimilarity) และ 4 การ
ค้นหา biomarker ด้วย LEfSe (Segata et al., 2011) โดยการตั้งค่าปริยายไว้ที่ p > 0.05 และ 
LDA effect size > 2 อย่างไรก็ตามด้วยสถานการณ์โควิดท าให้เกิดความล่าช้าในรับตัวอย่างและผล
การวิเคราะห์โดยชีวสารสนเทศทั้งทางฝั่ง Zymo Research และคณะผู้วิจัย ท าให้การรายงานผลที่
ได้มาจากการวิเคราะห์ที่เป็นข้อมูลมหาศาล (big data) ไม่สามารถแสดงผลได้ทั้งหมด ดังนั้นในการ
แสดงผลการวิเคราะห์ข้อมูลชีวสารสนเทศในรายงานฉบับนี้จะแสดงผลเฉพาะ taxonomy profile 
ส่วนผลการวิเคราะห์อื่นๆ จะน ามาศึกษาอย่างละเอียดในอนาคตเพ่ือเผยแพร่ผลงานวิจัยในวารสาร
ต่อไป  
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ผลการศึกษา 
 
ผลการตรวจวัดคุณภาพน้ า  

ผลจากการตรวจวัดคุณภาพน้ าที่ผิวหน้าน้ าในแม่น้ าบางปะกงทางกายภาพ เคมีและชีวภาพ
แยกตามพารามิเตอร์และฤดูกาลสรุปดังแสดงในตารางที่ 2 ส าหรับการเปลี่ยนแปลงของค่าเฉลี่ยข้อมูล
ในแต่ละสถานีและฤดกาลแสดงด้วยกราฟแบบ Box and Whisker plots (ภาพที่ 5 ถึงภาพท่ี 10) 
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 คุณภาพน้ าทางกายภาพ ได้แก่ อุณหภูมิ (Temperature ºc) และความเค็ม (Salinity psu) 
(ภาพที่ 5) มีความแตกต่างกันในแต่ละสถานีเก็บตัวอย่างและฤดูกาล โดยพบอุณหภูมิมีการ
เปลี่ยนแปลงมากที่สุดที่สถานี BK-06 โดยมีค่าเฉลี่ย 27.44 ºc และเปลี่ยนแปลงน้อยที่สุดที่สถานี BK-
04 โดยมีค่าเฉลี่ย 28.70 ºc ส่วนค่าความเค็มพบว่ามีการเปลี่ยนแปลงมากที่สุดที่สถานี BK-01 โดยมี
ค่าเฉลี่ย 6.84 psu และไม่เปลี่ยนแปลงเลยที่สถานี BK-05 และ BK-06 ซึ่งมีค่าความเค็ม 0.00 psu 
และยังพบว่าอุณหภูมิมีความแตกต่างตามฤดูกาลมากที่สุดในช่วงฤดูฝนและน้อยที่สุดในช่วงฤดูร้อน
ส่วนความเค็มพบว่ามีการเปลี่ยนแปลงมากที่สุดในฤดูร้อน ส่วนในฤดูฝนและฤดูหนาวแทบจะมีการ
เปลี่ยนแปลงความเค็มที่ผิวหน้าน้ าในแม่น้ าบางปะกง 

 
ภาพที่ 5   การเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิ (Temperature ºc) และความเค็ม (Salinity psu) ตามสถานี 

   และฤดูกาลที่ผิวน้ าในแม่น้ าบางปะกง 
 

ความเป็นกรด-ด่างของน้ า (pH) และปริมาณสารแขวนลอยในน้ า (Suspended Solids, SS 
mg/L) (ภาพที่ 6) มีความแตกต่างกันในแต่ละสถานีเก็บตัวอย่างและฤดูกาล โดยพบว่าความเป็นกรด-
ด่างของน้ ามีการเปลี่ยนแปลงมากที่สุดที่สถานี BK-05 และ BK-06 โดยมีค่าเฉลี่ย 6.97 และ 7.07 
ตามล าดับ และเปลี่ยนแปลงน้อยที่สุดที่สถานี BK-01 โดยมีค่าเฉลี่ย 7.15 และค่าปริมาณสาร
แขวนลอยในน้ าพบว่ามีการเปลี่ยนแปลงมากที่สุดในรอบปีที่สถานี BK-01 และ BK-03 โดยมีค่าเฉลี่ย 
46.58 mg/L และ 58.42 mg/L ตามล าดับ และแทบจะไม่มีการเปลี่ยนแปลงเลยที่สถานี BK-06 ซึ่งมี
ค่าปริมาณสารแขวนลอยในน้ าเฉลี่ย 4.42 mg/L และพบว่าความเป็นกรด-ด่างของน้ ามีความแตกต่าง
ตามฤดูกาลอย่างมากในช่วงฤดูร้อนและฤดูฝน โดยมีค่าเฉลี่ย 7.98 และ 6.83 ตามล าดับ และน้อย
ที่สุดในช่วงฤดูหนาวมีค่าเฉลี่ย 7.15 ส่วนปริมาณสารแขวนลอยในน้ าพบว่ามีการเปลี่ยนแปลงมาก
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ที่สุดในฤดูร้อนมีค่าเฉลี่ย 35.23 mg/L ส่วนในฤดูฝนและฤดูหนาวมีการเปลี่ยนแปลงปริมาณสาร
แขวนลอยในน้ าน้อยกว่ามาก โดยมีค่าเฉลี่ย 20.28 mg/L และ 37.79 mg/L ตามล าดับ 
 

 
ภาพที่ 6   การเปลี่ยนแปลงความเป็นกรด-ด่าง (pH) และปริมาณสารแขวนลอยในน้ า (Suspended  

   Solids mg/L) ตามสถานีและฤดูกาลที่ผิวน้ าในแม่น้ าบางปะกง 
 

คุณภาพน้ าทางเคมี ได้แก่ ปริมาณออกซิเจนละลายน้ า (Dissolved Oxygen, DO mg/L) 
และความต้องการใช้ออกซิเจนทางชีวภาพ (Biological Oxygen Demand, BOD mg/L) (ภาพที่ 7) 
พบว่ามีความแตกต่างกันในแต่ละสถานีเก็บตัวอย่างและฤดูกาล โดยพบปริมาณออกซิเจนละลายน้ ามี
การเปลี่ยนแปลงอย่างมากท่ีสถานี BK-01, BK-03 และ BK-06 และยังสามารถแบ่งได้เป็น 2 กลุ่ม
ได้แก่ กลุ่มที่มีปริมาณออกซิเจนละลายน้ าน้อยระหว่างสถานี BK-01 ถึง BK-03 โดยมีค่าเฉลี่ย 2.46 
mg/L, 3.53 mg/L และ 3.24 mg/L ตามล าดับ และกลุ่มท่ีมีปริมาณออกซิเจนละลายน้ ามากกว่า
ระหว่างสถานี BK-04 ถึง BK-06 โดยมีค่าเฉลี่ย 6.42 mg/L, 7.55 mg/L และ 7.67 mg/L ตามล าดับ 
ในขณะที่ค่าความต้องการใช้ออกซิเจนทางชีวภาพพบว่ามีการเปลี่ยนแปลงอย่างมากที่สถานี BK-01, 
BK-02, BK-04 และ BK-05 โดยมีค่าเฉลี่ย 2.00 mg/L, 3.83 mg/L, 2.87 mg/L และ 0.90 mg/L 
ตามล าดับ แต่พบว่าสถานี BK-03 และ BK-01 มีการเปลี่ยนแปลงน้อยกว่า โดยมีค่า 2.10 mg/L และ 
0.73 mg/L ตามล าดับ และพบว่าทั้งการเปลี่ยนแปลงปริมาณออกซิเจนละลายน้ าและความต้องการ
ใช้ออกซิเจนทางชีวภาพตามฤดูกาลมีการเปลี่ยนแปลงอย่างมากตามฤดูกาลทั้งหมด โดยพบปริมาณ
ออกซิเจนละลายน้ าเฉลี่ยในฤดูร้อน ฤดูฝน และฤดูหนาวมีค่า 5.63 mg/L, 4.97 mg/L และ 4.42 
mg/L ตามล าดับ และความต้องการใช้ออกซิเจนทางชีวภาพเฉลี่ยในฤดูร้อน ฤดูฝน และฤดูหนาวมีค่า 
4.23 mg/L, 2.38 mg/L และ 1.85 mg/L ตามล าดับ 
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ภาพที่ 7   การเปลี่ยนแปลงปริมาณออกซิเจนละลายน้ า (Dissolved Oxygen, DO mg/L) และความ 

   ต้องการออกซิเจนในกระบวนการทางชีวภาพ (Biological Oxygen Demand, BOD  
   mg/L) ตามสถานีและฤดูกาลที่ผิวน้ าในแม่น้ าบางปะกง 

 
ปริมาณสารอาหารอนินทรีย์ไนโตรเจนละลายน้ า (Dissolved Inorganic Nitrogen, DIN) 

ได้แก่ แอมโมเนีย (Ammonia, NH3–N µg/L) ไนไตรท์ (Nitrite, NO2–N µg/L) ไนเตรท (Nitrate, 
NO3–N µg/L) (ภาพที่ 8) พบว่ามีการเปลี่ยนแปลงอย่างมากที่สถานี BK-01 และ BK-02 มีค่าเฉลี่ย 
NH3–N 64.89 µg/L และ 56.75 µg/L, NO2–N 38.62 µg/L และ 34.97 µg/L และ NO3–N 
171.46 µg/L และ 184.22 µg/L ตามล าดับ ส่วนสถานี BK-03 และสถานี BK-04 พบค่าเฉลี่ยน้อย
กว่า มีค่าเฉลี่ย NH3–N 22.28 µg/L และ 14.79 µg/L, NO2–N 3.95 µg/L และ 11.45 µg/L และ 
NO3–N 109.76 µg/L และ 185.72 µg/L ตามล าดับ และพบค่าเฉลี่ยน้อยที่สุดระหว่างสถานี BK-02 
และสถานี BK-01 มีค่าเฉลี่ย NH3–N 9.25 µg/L และ 9.38 µg/L, NO2–N 1.56 µg/L และ 0.96 
µg/L และ NO3–N 33.79 µg/L และ 74.75 µg/L ตามล าดับ และท่ีส าคัญพบว่าปริมาณสารอาหาร 
อนินทรีย์ไนโตรเจนละลายน้ ามีความแตกต่างตามฤดูกาลอย่างมากในช่วงฤดูฝนและฤดูหนาว  พบว่ามี
ค่าเฉลี่ย NH3–N 18.53 µg/L และ 50.24 µg/L, NO2–N 7.70 µg/L และ 24.45 µg/L และ NO3–N 
208.25 µg/L และ 140.61 µg/L ตามล าดับ ส่วนในฤดูร้อนพบว่ามีค่าเฉลี่ยน้อยที่สุด โดยพบค่าเฉลี่ย 
NH3–N 11.75 µg/L, NO2–N 0.96 µg/L และ NO3–N 3.93 µg/L ตามล าดับ ในขณะที่ปริมาณ
สารอาหารอนินทรีย์ฟอสฟอรัสละลายน้ า (Dissolved Inorganic Phosphorus, DIP) ได้แก่ ออโธ
ฟอสเฟต (Phosphate, PO4–P µg/L) (ภาพที่ 9) พบว่ามีการเปลี่ยนแปลงอย่างมากที่สถานี BK-01 
และ BK-02 มีค่าเฉลี่ย 61.47 µg/L และ 58.10 µg/L พบน้อยกว่าที่สถานี BK-03 และ BK-04 มีค่า 
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35.67 µg-N/L และ 40.97 µg/L และพบน้อยมากที่สถานี BK-05 และ BK-06 มีค่าเฉลี่ย 12.30 
µg/L และ 10.97 µg/L ตามล าดับ เมื่อพิจารณาสารอาหารอนินทรีย์ฟอสฟอรัสละลายน้ า พบว่ามี
การเปลี่ยนแปลงมากในช่วงฤดูฝนและฤดูหนาว โดยมีค่าเฉลี่ย 38.32 µg/L และ 50.97 µg/L ส่วนใน
ฤดูร้อนพบว่ามีค่าเฉลี่ยน้อยที่สุด โดยพบค่าเฉลี่ย 0.75 µg/L ตามล าดับ 
 

 
ภาพที่ 8   การเปลี่ยนแปลงปริมาณสารอาหารอนินทรีย์ไนโตรเจนละลายน้ า (Dissolved Inorganic  

   Nitrogen, DIN) ได้แก่ แอมโมเนีย (Ammonia, NH3–N µg/L) ไนไตรท์ (Nitrite, NO2–N  
   µg/L) และไนเตรท (Nitrate, NO3–N µg/L) ตามสถานีและฤดูกาลที่ผิวน้ าในแม่น้ า 
   บางปะกง 
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ภาพที่ 9   การเปลี่ยนแปลงปริมาณสารอาหารอนินทรีย์ฟอสฟอรัสละลายน้ า (Dissolved Inorganic  

   Phosphorous, DIP) ได้แก่ ออโธฟอสเฟต (Phosphate, PO4–P µg/L) ตามสถานีและ 
   ฤดูกาลที่ผิวน้ าในแม่น้ าบางปะกง 

 
คุณภาพน้ าทางชีวภาพ ได้แก่ แบคทีเรียฟีคัลโคลิฟอร์ม (Fecal Coliform Bacteria, FCB 

MPN/100mL) แบคทีเรียโคลิฟอร์มรวมทั้งหมด (Total Coliform Bacteria, TCB MPN/100mL) 
และ Escherichia coli (E. coli) (ภาพที่ 10) พบว่ามีการเปลี่ยนแปลงมากที่สุดที่สถานี BK-01 และ 
BK-02 โดยมีค่าเฉลี่ย FCB 513.33 MPN/100mL และ 253.33 MPN/100mL, TCB 4,666.67 
MPN/100mL และ 3,400.00 MPN/100mL และ E. coli 313.33 MPN/100mL และ 1,070.00 
MPN/100mL ตามล าดับ ในขณะที่สถานี BK-03 ถึง BK-05 กลับพบน้อยกว่า โดยพบ FCB 69.00 
MPN/100mL, 144.33 MPN/100mL, และ 76.00 MPN/100mL ตามล าดับ TCB 873.33 
MPN/100mL และ 1,996.67 MPN/100mL และ 733.33 MPN/100mL ที่สถานี BK-06 ตามล าดับ 
และ E. coli 45.67 MPN/100mL และ 152.17 MPN/100mL ยกเว้นที่สถานี BK-05 ที่พบ E. coli 
สูงถึง 432.13 MPN/100mL ส่วนที่สถานี BK-06 กลับพบน้อยมากโดยพบ FCB 36.67 
MPN/100mL ยกเว้น TCB 229.33 MPN/100mL ที่สถานี BK-05 และ E. coli 10.77 
MPN/100mL ตามล าดับ ในขณะที่ตามฤดูกาลพบว่า FCB และ TCB มีการเปลี่ยนแปลงอย่างมากใน
ฤดูฝนและฤดูหนาว โดยมีค่า FCB 255.00 MPN/100mL และ 141.67 MPN/100mL และ TCB 
1,973.33 และ 1,435.00 MPN/100mL ส่วนในฤดูร้อนพบ FCB 66.00 MPN/100mL และ TCB 
333.00 MPN/100mL ซึ่งน้อยกว่ามาก ในทางตรงกันข้ามกลับพบ E. coli มากในฤดูฝน มีค่า 
340.00 MPN/100mL และพบน้อยกว่าอย่างมากในฤดูหนาว เพียง 32.83 MPN/100mL 
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ภาพที่ 10   การเปลี่ยนแปลงปริมาณแบคทีเรีย ได้แก่ แบคทีเรียฟีคัลโคลิฟอร์ม (Fecal Coliform  

    Bacteria, FCB MPN/100mL) แบคทีเรียโคลิฟอร์มรวมทั้งหมด (Total Coliform  
    Bacteria, TCB MPN/100mL) และ Escherichia coli ตามสถานีและฤดูกาลที่ผิวน้ าใน 
    แม่น้ าบางปะกง 

 
สุดท้ายเพ่ือวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างพารามิเตอร์คุณน้ าและสถานี น าองค์ประกอบหลัก 

(principal component) มาพล็อตเป็นกราฟ 2 มิติ ประกอบด้วย PC1 และ PC2 ซึ่งอธิบายความ
แปรปรวนของข้อมูล 28.1% และ 21.1% ตามล าดับ โดยความสัมพันธ์ของพารามิเตอร์คุณภาพน้ า 
แสดงดังภาพที่ 11 โดยเวคเตอร์ของพารามิเตอร์ที่อยู่ใกล้กันและห่างจากจุด (0,0) ด้วยระยะใกล้เคียง
กันจะมีความสัมพันธ์มากกว่าเวคเตอร์ของพารามิเตอร์ที่อยู่ไกลกัน โดยพบว่า แอมโมเนีย  
(Ammonia, NH3–N) ไนไตรท์ (Nitrite, NO2–N) ไนเตรท (Nitrate, NO3–N) ฟอสเฟต (Phosphate, 
PO4–P µg/L) มีความสัมพันธ์กันมากกว่ากลุ่มอ่ืน ส่วน E. coli และ TSS (Total Suspended 
Solids) เป็นอีกหนึ่งกลุ่มที่ใช้อธิบายการจัดกลุ่มของสถานีเก็บตัวอย่างได้ 
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ภาพที่ 11   กราฟแสดงการวิเคราะห์ค่าของพารามิเตอร์คุณภาพน้ าด้วยการวิเคราะห์องค์ประกอบ  

     หลัก (Principal component analysis) 
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Taxonomy profile จากการวิเคราะห์ชุมชีพจุลินทรีย์ (microbial community) ด้วย 
shotgun metagenomics  

จากการวิเคราะห์ shotgun metagenomics เพื่อศึกษาจุลินทรีย์ดัชนี (microbial 
indicator system) จากตัวอย่างน้ าที่ได้จากสถานีเก็บตัวอย่างสถานีละ 3 ซ้ า ได้ผลแยกตามฤดูกาล
คือฤดูฝน (น้ ามาก) เดือนกันยายน 2563  และฤดูหนาว (น้ าน้อย) ในเดือนพฤศจิกายน 2563 จาก
สถานีเก็บตัวอย่างทั้งหมด 6 สถานีครอบคลุมปลายน้ า กลางน้ าและต้นน้ า ดังนี้ คือ 1) BK-01 ปากน้ า
บริเวณศูนย์ฝึกอบรมบางปะกง กฟผ. 2) BK-02 วัดสมานรัตนาราม 3) BK-03 วัดหัวไทร 4) BK-04 
สะพานต้นน้ าบางปะกง 5) BK-05 สะพานหิน รอบนอกเขตอุทยานแห่งชาติเขาใหญ่ และ 6) BK-06 
แก่งหินเพิงในอุทยานฯ (จุดอ้างอิง) แยกผลการศึกษาตามฤดูกาลได้ผลดังต่อไปนี้ (ภาพที่ 12 ถึงภาพท่ี 
14 และตารางท่ี 4 
 
ฤดูฝน (กันยายน 2563) 

จากการศึกษาท้ังหมดทุกสถานี ที่ได้จากการเก็บตัวอย่างในฤดูฝน (กันยายน 2563)  พบ
จุลินทรีย์จ านวนทั้งสิ้น 753 ชนิด จากไฟลัมทั้งหมด 23 Phylum โดยไฟลัมที่มีความชุกชุมสัมพัทธ์
สูงสุด 3 อันดับแรก โดยการรวมผลของทุกสถานี ได้แก่ 1) Proteobacteria (80.2%) 
2) Actinobacteria (8.6 %) และ 3) Bacteroidetes (3.2 %) โดยในไฟลัม Proteobacteria พบว่า 
แบคทีเรียกลุ่มที่พบทุกสถานีคือแบคทีเรียในจีนัส Limnohabitans spp. โดยพบท่ีสถานีต้นน้ า (BK-
04, BK-05 และ BK-06) พบมากกว่าสถานีกลางน้ าและปลายน้ า (BK-01, BK-02 และ BK-03) ขณะที่ 
Pseudomonas spp. พบที่สถานีต้นน้ า (BK-04, BK-05 และ BK-06) น้อยกว่าสถานีกลางน้ าและ
ปลายน้ า (BK-01, BK-02 และ BK-03) โดยที่สถานี BK-01 ซึ่งเป็นบริเวณปากแม่น้ าพบ 
Pseudomonas spp. มากที่สุดเมื่อเทียบกับสถานีอ่ืน นอกจากนี้ยังพบจีนัส Malikia spp. โดยมี
ความชุกชุมสัมพัทธ์สูงกว่าจุลินทรีย์กลุ่มอ่ืนที่สถานีวัดสมานรัตนาราม (BK-02) เมื่อท าการวิเคราะห์
จุลินทรีย์ดัชนีที่ใช้ประเมินมลพิษทางน้ า พบว่ามี Pseudomonas spp. ส่วนจุลินทรีย์ที่ถูกใช้ในการ
ประเมินการปนเปื้อนของสิ่งปฏิกูลที่เกิดจากมูลขับถ่าย (Fecal pollution) ได้แก่ Escherichia coli, 
Enterococcus spp. และ Clostridium perfringens ไม่พบเลยตลอดการศึกษาจากการเก็บ
ตัวอย่างในฤดูฝน เมื่อวิเคราะห์แบบจัดกลุ่ม (cluster analysis) และการวิเคราะห์แบบจัดกลุ่ม
ตามล าดับชั้น (Hierarchical clustering) ตามความไม่คล้ายคลึงกันแบบ Bray-Curtis (Bray-Curtis 
dissimilarity) ซึ่งกลุ่มที่มีการกระจายของข้อมูลคล้ายกันถูกรวมไว้ด้วยกัน พบว่าสามารถแบ่งกลุ่ม
สถานีที่มีความคล้ายคลึงกันของจุลินทรีย์ได้ออกเป็น 2 กลุ่มใหญ่ ได้แก่ กลุ่มสถานีต้นน้ าที่เป็นพ้ืนที่
ปุา (BK-05 และ BK-06) และกลุ่มสถานีปากน้ า สถานีกลางน้ าและสถานีต้นน้ าที่เป็นชุมชนเมือง (BK-
01, BK-02 และ BK-03, และ BK-04) โดยในกลุ่มนี้สถานีที่เป็นปากน้ า (BK-01) มีความคล้ายคลึงของ
ชุมชีพจุลินทรีย์น้อยกว่า 3 สถานี นอกจากนี้สถานี BK-02 มีความคล้ายคลึงของชุมชีพจุลินทรีย์น้อย
ว่ากลุ่มสถานี BK-03 และ BK-04 ซึ่งผลการศึกษาการจัดกลุ่มตามล าดับชั้นในฤดูฝนนี้แตกต่างจากฤดู
หนาว ที่ในฤดูฝนกลุ่มสถานีปากน้ า สถานีกลางน้ าและสถานีต้นน้ าที่เป็นชุมชนเมือง (BK-01, BK-02 
และ BK-03, และ BK-04) ที่ในแต่ละซ้ าของทุกสถานีอยู่ในกลุ่มเดียวกัน ไม่ผสมกันระหว่างสถานี ส่วน
การเปรียบเทียบความหลายหลายระหว่างสถานี (Beta diversity) โดยวัดความแตกต่างความ
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หลากหลายของจุลินทรีย์ระหว่างตัวอย่างโดยใช้ Principal Coordinate Analysis (PCoA) พบว่า
ได้ผลคล้ายคลึงกับการวิเคราะห์แบบจัดกลุ่มข้างต้นเช่นเดียวกัน  
 
ฤดูหนาว (พฤศจิกายน 2563) 

จากการศึกษาท้ังหมดทุกสถานี ที่ได้จากการเก็บตัวอย่างในฤดูหนาว (พฤศจิกายน 2563)  
พบจุลินทรีย์จ านวนทั้งสิ้น 658 ชนิด จากไฟลัมทั้งหมด 26 Phylum โดยไฟลัมที่มีความชุกชุมสัมพัทธ์
สูงสุด 3 อันดับแรกโดยการรวมผลของทุกสถานี ได้แก่ 1) Proteobacteria (81.4 %) 
2) Bacteroidetes (6.6 %) และ 3) Actinobacteria (6.5 %) โดยในไฟลัม Proteobacteria เมื่อ
เปรียบเทียบภายในสถานีของทุกสถานีมีความชุกชุมสัมพัทธ์สูงสุด และพบว่า แบคทีเรียกลุ่มที่พบทุก
สถานีคือแบคทีเรียในจีนัส Limnohabitans spp. โดยภาพรวมพบที่สถานีต้นน้ า (BK04 BK05 และ 
BK06) มากกว่าสถานีกลางน้ าและปลายน้ า (BK-01, BK-02 และ BK-03) ขณะที่ Pseudomonas 
spp. พบที่สถานีต้นน้ า ( ฺBK-04, BK-05 และ BK-06) และ สถานีกลางน้ า BK-03 (วัดหัวไทร) น้อย
กว่าสถานีกลางน้ า BK-02 (วัดสมาน) และสถานี BK-01 ซึ่งเป็นบริเวณปากแม่น้ าโดยพบ 
Pseudomonas spp. ที่สถานีนี้มากที่สุดและมีความชุกชุมสัมพัทธ์สูงสุดภายในสถานีปากน้ า 
(30.6%–49.4%) เมื่อเทียบกับสถานีอ่ืนที่เปรียบเทียบความชุกชุมสัมพัทธ์ภายในสถานีเดียวกัน  
(0.1 %–5.9%) นอกจากนี้ยังพบจีนัส Malikia spp. โดยมีความชุกชุมสัมพัทธ์สูงกว่าจุลินทรีย์กลุ่มอ่ืน
ที่สถานีวัดสมานฯ (BK-02)  เมื่อท าการวิเคราะห์จุลินทรีย์ดัชนีที่ใช้ประเมินมลพิษทางน้ า พบว่า มี 
Pseudomonas spp. ส่วนจุลินทรีย์ที่ถูกใช้ในการประเมินการปนเปื้อนของสิ่งปฏิกูลที่เกิดจากมูล
ขับถ่าย (Fecal pollution) ได้แก่ Escherichia coli, Enterococcus spp. และ Clostridium 
perfringens ไม่พบเลยตลอดการศึกษาจากการเก็บตัวอย่างในฤดูหนาว เมื่อวิเคราะห์แบบจัดกลุ่ม 
(Cluster analysis) และการวิเคราะห์แบบจัดกลุ่มตามล าดับชั้น (Hierarchical clustering) ตาม
ความไม่คล้ายคลึงกันแบบ Bray-Curtis (Bray-Curtis dissimilarity) ซึ่งกลุ่มที่มีการกระจายของ
ข้อมูลคล้ายกันถูกรวมไว้ด้วยกัน วิเคราะห์แบบจัดกลุ่ม พบว่าสามารถแบ่งกลุ่มสถานีที่มีความ
คล้ายคลึงกันของจุลินทรีย์ได้ออกเป็น 2 กลุ่มใหญ่ คือ กลุ่มสถานีต้นน้ าที่เป็นพ้ืนที่ปุา (BK-05 และ 
BK-06)  และกลุ่มสถานีปากน้ า สถานีกลางน้ าและสถานีต้นน้ าที่เป็นชุมชนเมือง (BK-01, BK-02 และ 
BK-03 และ BK-04) เช่นเดียวกันกับผลการศึกษาในฤดูฝน โดยในกลุ่มนี้สถานีที่เป็นปากน้ า (BK-01) 
มีความคล้ายคลึงของชุมชีพจุลินทรีย์น้อยกว่า 3 สถานี อย่างไรก็ตามสถานี BK-02 ของ 3 ตัวอย่าง 
(ซ้ า) ไม่ได้ถูกจัดกลุ่มอยู่ด้วยกันโดยอยู่ระหว่างกลุ่มของสถานี BK-03 และ BK-04 อีกนัยหนึ่งคือ 
สถานี BK-02 มีความคล้ายคลึงของชุมชีพจุลินทรีย์ใกล้เคียงกับกลุ่มสถานี  BK-03 และ BK-04 
มากกว่าแต่คล้ายคลึงกับสถานี BK-01 น้อยกว่า ซึ่งผลการศึกษาการจัดกลุ่มตามล าดับชั้นในฤดูหนาว
นี้ไม่เหมือนกับฤดูฝน ที่ในฤดูหนาวกลุ่มสถานีปากน้ า สถานีกลางน้ าและสถานีต้นน้ าที่เป็นชุมชนเมือง 
(BK-01, BK-02 และ BK-03 และ BK-04) ที่ในแต่ละซ้ าของทุกสถานีอยู่ในกลุ่มเดียวกันยกเว้นสถานี 
BK-02 ที่แทรกอยู่ระหว่างสถานี BK03 และ BK04 ส่วนการเปรียบเทียบความหลายหลายระหว่าง
สถานี (Beta diversity) ในฤดูหนาวโดยวัดความแตกต่างความหลากหลายของจุลินทรีย์ระหว่าง
ตัวอย่างโดยใช้ Principal Coordinate Analysis (PCoA) พบว่าได้ผลคล้ายกับการวิเคราะห์แบบจัด
กลุ่มข้างต้นเช่นเดียวกัน 
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ภาพที่ 12   แผนภูมิแท่งแสดง Phylum-profile ของจุลินทรีย์ที่เป็นองค์ประกอบตามระดับของ 

     ความชุกชุมสัมพัทธ์ในแต่ละแท่งของแต่ละซ้ าในแต่ละสถานีที่ได้มาจากการวิเคราะห์   
     shotgun metagenomics  ในฤดูฝน (กันยายน 2563) จาก 6 สถานี สถานีละ 3 ซ้ า  
     ตั้งแต่ปากน้ าแม่น้ าบางปะกง (BK-01) ถึงต้นน้ าในเขตอุทยานแห่งชาติเขาใหญ่ แก่งหิน 
     เพิง (BK-06) สถานีละ 3 ซ้ า *ค าอธิบายแกนในแผนภูมิแท่ง สีในแต่ละแผนภูมิแท่งแสดง 
     ด้วยสีของไฟลัมนั้น 
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ภาพที่ 13 แผนภูมิแท่งแสดง phylum-profile ของจุลินทรีย์ที่เป็นองค์ประกอบตามระดับของความ 

   ชุกชุมสัมพัทธ์ในแต่ละแท่งของแต่ละซ้ าในแต่ละสถานีที่ได้มาจากการวิเคราะห์  shotgun  
   metaagenomics ในฤดูหนาว (พฤศจิกายน 2563) จาก 6 สถานี สถานีละ 3 ซ้ า ตั้งแต่ 
   ปากน้ าแม่น้ าบางปะกง (BK-01) ถึงต้นน้ าในเขตอุทยานแห่งชาติเขาใหญ่ แก่งหินเพิง (BK- 
   06) สถานีละ 3 ซ้ า *ค าอธิบายแกนในแผนภูมิแท่ง สีในแต่ละแผนภูมิแท่งแสดงด้วยสีของ 
   ไฟลัมนั้น 
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ภาพที่ 14   แผนภูมิแท่งแสดง Strain profile ของจุลินทรีย์ที่เป็นองค์ประกอบตามระดับของความ 

     ชุกชุมสัมพัทธ์ในแต่ละสถานีที่ได้มาจากการวิเคราะห์ shotgun metagenomics  โดย 
     แผนภูมิบนแสดงในฤดูฝน (กันยายน 2563) และแผนภูมิล่างแสดงในฤดูหนาว  
     (พฤศจิกายน 2563) จาก 6 สถานี สถานีละ 3 ซ้ า ตั้งแต่ปากน้ าแม่น้ าบางปะกง (BK-01)  
     ถึงต้นน้ าในเขตอุทยานแห่งชาติเขาใหญ่ แก่งหินเพิง (BK-06) สถานีละ 3 ซ้ า 
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ภาพที่ 15   แผนที่ความร้อนทางอนุกรมวิธาน (Taxonomy heatmap) แสดงความชุกชุมสัมพัทธ์ 

     ของ 50 สายพันธุ์ (strain) แรกของจุลินทรีย์ที่มีค่าสูงสุด ที่ได้มาจากการวิเคราะห์  
     shotgun metagenomics โดยการวิเคราะห์แบบจัดกลุ่ม (cluster analysis) และการ 
     วิเคราะห์แบบจัดกลุ่มตามล าดับชั้น (hierarchical clustering) ตามความไม่คล้ายคลึง 
     กันแบบ Bray-Curtis (Bray-Curtis dissimilarity) ซึ่งกลุ่มที่มีการกระจายของข้อมูล 
     คล้ายกันถูกรวมไว้ด้วยกัน โดยในแต่ละแถวแสดงความชุกชุมสัมพัทธ์ของแต่ละชนิดโดย 
     มีชื่อชนิดอยู่ทางขวามือ แผนที่ความร้อนแสดงในฤดูหนาว (พฤศจิกายน 2563) จาก 6  
     สถานี สถานีละ 3 ซ้ า ได้แก่ ศูนย์ฝึกการไฟฟูาท่าข้าม ปากน้ าแม่น้ าบางปะกง (BK-01)  
     วัดสมานฯ (BK-02) วัดหัวไทร (BK-03) สะพานต้นน้ าบางปะกง (BK-04) สะพานหินรอบ 
     นอกเขตอุทยานฯ (BK-05) และสถานีต้นน้ าในเขตอุทยานแห่งชาติเขาใหญ่ แก่งหินเพิง  
     (BK-06) สถานีละ 3 ซ้ า 
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ภาพที่ 16   แผนที่ความร้อนทางอนุกรมวิธาน (Taxonomy heatmap) แสดงความชุกชุมสัมพัทธ์ 
    ของ 50 สายพันธุ์ (Strain) ชนิดแรกของจุลินทรีย์ที่มีค่าสูงสุด ที่ได้มาจากการวิเคราะห์  
    shotgun metagenomics โดยการวิเคราะห์แบบจัดกลุ่ม (Cluster analysis) และการ 
    วิเคราะห์แบบจัดกลุ่มตามล าดับชั้น (Hierarchical clustering) ตามความไม่คล้ายคลึง 
    กันแบบ Bray-Curtis (Bray-Curtis dissimilarity) ซึ่งกลุ่มที่มีการกระจายของข้อมูล 
    คล้ายกันถูกรวมไว้ด้วยกัน โดยในแต่ละแถวแสดงความชุกชุมสัมพัทธ์ของแต่ละชนิดโดยมี 
    ชื่อชนิดอยู่ทางขวามือ แผนที่ความร้อนบนแสดงในฤดูฝน (กันยายน 2563) และแผนที่ 
    ความร้อนล่างแสดงในฤดูหนาว (พฤศจิกายน 2563) จาก 6 สถานี สถานีละ 3 ซ้ า ได้แก่  
    ศูนย์ฝึกการไฟฟูา ท่าข้าม ปากน้ าแม่น้ าบางปะกง (BK-01) วัดสมานฯ (BK-02) วัดหัวไทร  
    (BK-03) สะพานต้นน้ าบางปะกง (BK-04) สะพานหินรอบนอกเขตอุทยานฯ (BK-05) และ 
    สถานีต้นน้ าในเขตอุทยานแห่งชาติเขาใหญ่ แก่งหินเพิง (BK-06) สถานีละ 3 ซ้ า 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



26 
 

 

 
 
 
 
 
 



27 
 

ภาพที่ 17   การเปรียบเทียบความหลายหลายระหว่างสถานี (Beta diversity) วัดความแตกต่าง 
    ความหลากหลายของจุลินทรีย์ระหว่างตัวอย่างโดยใช้ Principal Coordinate Analysis  
    (PCoA) plots แสดงแบบ 3 มิติโดยการใช้ matrix ของระยะทางในแต่ละคู่ระหว่าง 
    ตัวอย่างมาใช้ค านวณหาความไม่คล้ายคลึงกันแบบ Bray-Curtis (Bray-Curtis  
    dissimilarity) ในระดับสายพันธุ์ (Strian) โดยจุดแต่ละจุดใน plot แทน profile ที่เป็น 
    องค์ประกอบจุลินทรีย์ทั้งหมดของแต่ละตัวอย่าง โดยจุดที่แทนตัวอย่างใดท่ีอยู่ใกล้กันมี  
    Profile ของจุลินทรีย์ดังกล่าวคล้ายกันมากกว่าจุดที่อยู่ไกลมากกว่า พล็อตบนแสดงในฤดู  
    ฝน (กันยายน 2563) และพล็อตล่างแสดงฤดูหนาว (พฤศจิกายน 2563) 

 
ตารางที่ 4   สรุปข้อมูลจุลินทรีย์ดัชนีที่สามารถบ่งชี้มลพิษทางน้ าที่ได้จากการวิเคราะห์ shotgun  

     metagenomics ทั้ง 2 ฤดูตลอดการศึกษา 
 

ชนิดจุลินทรีย์ พบ ไม่พบ 
E. coli   
Enterococcus spp.   
Clostridium perfringens    
Pseudomonas spp.    
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สรุปและวิจารณ์ผลการศึกษา 
 
 จากผลการตรวจวัดคุณภาพน้ าและผล Taxonomy profile จากการวิเคราะห์ชุมชีพ
จุลินทรีย์ (Microbial community) ด้วย shotgun metagenomics โดยตัวอย่างน้ าจากแม่น้ าบาง
ปะกงทั้งหมด 6 สถานีครอบคลุม ต้นน้ า กลางน้ า ปลายน้ า จาก 2 ฤดูกาล คือ ฤดูฝน (น้ ามาก) เดือน
กันยายน 2563 และฤดูหนาว (น้ าน้อย) ในเดือนพฤศจิกายน 2563 พบว่าโดยภาพรวมสอดคล้องกัน 
ประกอบกับการวิเคราะห์เพ่ิมเติม ตามการตรวจวัดและประเมินคุณภาพของแหล่งน้ าของส านักงาน
จัดการคุณภาพน้ า กรมควบคุมมลพิษ โดยใช้การพิจารณาจากดัชนีคุณภาพน้ า 5 พารามิเตอร์คือ 
ออกซิเจนเจนละลายน้ า (Dissolved Oxygen, DO) ความสกปรกในรูปสารอินทรีย์ (Biological 
Oxygen Demand, BOD) ปริมาณแอมโมเนีย-ไนโตรเจน (NH3-N) แบคทีเรียกลุ่มโคลิฟอร์มทั้งหมด 
(Total Coliform Bacteria, TCB) และแบคทีเรียกลุ่มฟีคอลโคลิฟอร์ม (Fecal Coliform Bacteria, 
FCB) ตาม WQI พบว่าผลของคุณภาพน้ าของทั้งสองฤดูท่ีสถานีเก็บตัวอย่างน้ าของแม่น้ าบางปะกง
ข้างต้นสอดคล้องกับผล Taxonomy profile จากการวิเคราะห์โดย shotgun metagenomics 
เช่นกัน ดังนี้ สถานี BK-01 ปากน้ าบริเวณศูนย์ฝึกการไฟฟูา ท่าข้าม มีคุณภาพน้ าอยู่ในเกณฑ์เสื่อม
โทรม ส่วนสถานี  BK-02 วัดสมาน BK-03 วัดหัวไทร BK-04 สะพานต้นน้ าบางปะกง มีคุณภาพน้ าอยู่
ในเกณฑ์พอใช้ ขณะที่สถานี BK-05 สะพานหิน รอบนอกเขตอุทยานแห่งชาติเขาใหญ่ และ BK-06 
Reference site ต้นน้ าในเขตอุทยานแห่งชาติเขาใหญ่ แก่งหินเพิงมีคุณภาพน้ าอยู่ในเกณฑ์ดี อย่างไร
ก็ตามเพ่ือยืนยันถึงความสัมพันธ์ระหว่างความหลากชนิด/สายพันธุ์ของจุลินทรีย์ในแหล่งน้ าแต่ละ
บริเวณกับค่าพารามิเตอร์คุณภาพน้ าทั้งทางกายภาพ เคมีและชีวภาพเพ่ือให้ผลที่ได้มีความน่าเชื่อถือ
มากขึ้นควรวิเคราะห์ข้อมูลทั้งหมดด้วยกันมากกว่าวิเคราะห์แบบแยกส่วน 
 

จากผลการศึกษาความหลากหลายของจุลินทรีย์และการปนเปื้อนของจุลินทรีย์ก่อโรคใน
แม่น้ าบางปะกงจากตัวอย่างแหล่งน้ าในบริเวณต้นน้ า กลางน้ า และปลายน้ า โดยใช้ shotgun 
metagenomics พบว่า ความหลากหลายชนิดหรือสายพันธุ์ของจุลินทรีย์มีมากกว่าในฤดูฝน โดย
สถานีเก็บตัวอย่างที่อยู่ใกล้แหล่งที่มีกิจกรรมการใช้ประโยชน์จากประชาชนในพื้นท่ี ทั้งเพ่ือการอยู่
อาศัย การเกษตร และ อุตสาหกรรม ในกลางน้ าและปลายน้ า รวมทั้งอาจเกิดจากในฤดูฝนเกิดการชะ
ล้างน าจุลินทรีย์จากดินลงส่งสู่แหล่งน้ า โดยเฉพาะที่ปากน้ าพบว่ามีความชุกชุมของจุลินทรีย์ก่อโรค
มากกว่าสถานีอ่ืนคือ Pseudomonas spp. เป็อย่างไรก็ตามในการศึกษาครั้งนี้ไม่พบ จุลินทรีย์ที่ถูก
ใช้ในการประเมินการปนเปื้อนของสิ่งปฏิกูลที่เกิดจากมูลขับถ่าย (Fecal pollution) ได้แก่ 
Escherichia coli , Enterococcus spp. และ Clostridium perfringens  ถึงแม้ว่าจุลินทรีย์ทั้ง 3 
กลุ่มนี้เป็นดัชนีชี้วัดคุณภาพน้ าทางจุลชีววิทยาโดยทั่วไป (Scott et al., 2002 & Saingam et al. 
2020)  
  

จากผลการศึกษาในครั้งนี้ที่พบว่า  Pseudomonas spp. เป็น Dominat taxon โดย
เฉพาะที่ปากแม่น้ าซี่งจัดว่ามีคุณภาพน้ าอยู่ในเกณฑ์เสื่อมโทรม ในอนาคตถ้าสามารถยืนยันได้ว่าผล 
metagenomics ในครั้งนี้สอดคล้องกับการยืนยันชนิดด้วยเทคนิค qPCR แล้ว Pseudomonas spp. 
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อาจจะเป็นจุลินทรีย์ที่เป็นดัชนีที่ชี้วัดการปนเปื้อนของน้ าทิ้งจากบ้านเรือนหรือมลพิษทางน้ าในเขตน้ า
กร่อยหรือแม่น้ าบางปะกงได้ (Sumampouw & Risjani, 2014) 
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Abstract

Bacterial concentration is one of the most important aspects of water quality. Many regions in the world

are affected by increasing urbanization and a potential increase in bacterial concentrations in waters. We

used long-term data from 68 stations in eight watersheds in Eastern Thailand to quantify the temporal and

geographical variation in total and fecal coliform bacteria. Descriptive statistics showed considerable

seasonal, inter-annual, and geographical variation. In order to quantify this multi-level variation, we built a

predictive model of bacterial loads. Using fixed- and mixed-effects regression models, we built a model

including the effects of urbanization and other significant variables. The best model, fitted by restricted

maximum likelihood, included the effects of season, year, urbanization as fixed effects, and of watershed

and station as nested, random effects. Temporal variation was related to seasonal and annual variations.

Spatial variation had a very significant impact on the bacterial concentrations. Urbanization was an

important factor controlling concentrations of bacteria in rivers: we found that the proportion of urban area

around a station had a statistically significant effect on log-transformed total coliform bacterial

concentration with a slope equal to 1.3 (SE = 0.3), and on log-transformed fecal coliform bacterial

concentration with a slope equal to 1.4 (SE = 0.3). Our model predicts that bacterial concentrations would

be multiplied by 20 if land is transformed from non-urban to fully urban.

Keywords: Coliforms, Microbiological water quality, Mixed-effect models, Rivers, Thailand
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1. Introduction

The growth of urban areas is a major environmental issue around the world. Conversion of lands into

either agricultural lands or urban areas have different consequences with the former case being generally3

associated with increased soil erosion and increased chemical inputs in water (particularly nitrogen),

whereas increased human population density is generally associated to increased waste disposal from

urban areas which affect directly bacterial concentrations (Cabral and Marques, 2006; Diwan et al., 2018;6

Shukla et al., 2018). These issues affect water quality in rivers and waterbodies at different scales and

depending on ecological factors and the management of waste (Causse et al., 2015; Jeong et al., 2019).

Furthermore, land use change is a dynamic process taking place at different scales of time and space (Song9

et al., 2018), so we may expect the relationship between land use changes and water quality to be complex.

One of the most important components of water quality is the quantity of bacteria in rivers, and

particularly coliforms, as some of them are produced by human waste (Abraham, 2011; Rochelle-Newall12

et al., 2015). A crucial challenge is to predict the changes in concentrations of coliforms in relation to land

use (Lyautey et al., 2010; St Laurent and Mazumder, 2012; Rochelle-Newall et al., 2016). These

predictions are critical for environmental sustainability, but also to be able to take preventive decisions to15

avoid negative impacts on human and ecosystem health.

Bacterial contamination is one of the most important issues related to water pollution. The scientific

literature on this subject points to two main sources of coliforms in surface waters: agriculture (Lyautey18

et al., 2010; St Laurent and Mazumder, 2012) and urbanization (DiDonato et al., 2009). The considerable

ongoing changes in land use and occupation in Southeast Asia result in challenges in the management of

environmental resources. Such challenges may be local (Soytong and Perera, 2017) or regional (Taylor,21

2010; Paradis, 2018, 2020). Thailand is a country characterized by heterogeneous socioeconomic

development among its provinces, resulting in intense rural-urban migration (Shatkin, 2004; Soytong and

Perera, 2017). Eastern Thailand is characterized by highly contrasted land use: it includes large tracks of24

tropical forest in its interior, extensive agricultural lands, and fast-growing urban areas on the coast. The

past and current projects of economic development in this area, particularly on the sea coast, raise

concerns about water quality and its evolution with respect to changes in land use (Water Environmental27

Partnership in Asia, 2018; Eastern Economic Corridor Office, 2019).

In the context of increased urbanization in Eastern Thailand, the risk of water contamination by

coliforms could be increased because of the increasing local population densities in industrial areas30

(Soytong and Perera, 2014; Water Environmental Partnership in Asia, 2018). Surface waters in Thailand
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are classified into five categories according to different quantitative criteria; these categories are labelled

as: (1) extra clean, (2) very clean, (3) fairly clean, (4) moderately clean, and (5) unclassified in the previous33

classes (http://www.secot.co.th/secot_ww/std-e.html; accessed 2021-01-14). Only the

categories 1–3 are proper for human consumption. The main water quality problems in four major river

basins of Thailand are high loads in coliform bacteria (36% of the problems; Simachaya et al., 2000). In36

the Eastern Region, fecal coliform contaminations represent 17% of the water quality problems compared

to other parameters such as total solids, turbidity, biochemical oxygen demand, or dissolved oxygen. Fecal

coliform bacteria in the Bang Pakong River Basin, a watershed situated in the North of the Eastern39

Thailand Region, exceeded surface water standard category 3, which is specified as equal to or less than

4000 bacteria per 100 mL (Simachaya, 2003). This previous study suggested that organic loading caused

by human communities, industry, pig farms, and aquaculture were the sources of pollution in this basin.42

In this paper, we present a predictive model of bacterial concentrations in rivers and waterways. We

assessed the variability in total and fecal coliform bacteria throughout Eastern Thailand using data from a

long-term monitoring program of water quality. Using fixed- and mixed-effects regression models, we45

built a model that includes the effects of urbanization and other significant variables. We used this model

to predict changes in bacterial concentrations caused by urbanization taking other effects into account. We

conclude with some perspectives on water quality management in the context of growing urban areas.48

2. Materials and methods

2.1. Sampling

Sampling took place over the Eastern Thailand region in eight watersheds covering a variety of ecological51

situations (Fig. 1). In order to consider seasonal variation, sampling was conducted four times each year in

February, May, August, and November which made possible to cover the range of weather regimes in

Eastern Thailand: end of dry (cool) season, first peak of rainy season, start of second peak of rainy season,54

and start of dry season, respectively (http://www.climate.tmd.go.th/content/file/75).

The data used in this paper cover a period from December 2007 until August 2016. For logistic reasons,

sampling was done in December instead of November in 2007 and in 2008, and in April 2008 instead of57

May 2008. Additionally, several stations were added to the monitoring program in order to increase its

geographical coverage. Four stations (NK01, NK02, PT01, and PT02) were discontinued after four

sampling sessions because they could not be accessed continuously to sample water. A total of 68 stations60

were sampled between four and 36 times resulting in a total of 1999 samples. Five stations were sampled

3

Jo
urn

al 
Pre-

pro
of

http://www.secot.co.th/secot_ww/std-e.html
http://www.climate.tmd.go.th/content/file/75


four or six times, while the 63 others were sampled at least 19 times. The geographical coordinates

(longitude, latitude) of each station were recorded. The water samples were collected in sterile 250-mL63

plastic bottles and transported on ice to the laboratory of the Regional Environment Office of the Chonburi

Province within 24 hours.

2.2. Laboratory analyses66

The enumerations of total coliform bacteria (TCB) and fecal coliform bacteria (FCB) were done by means

of the multiple-tube fermentation (MTF) method according to the protocols of the American Public Health

Association (APHA, 1992). For TCB counts, a series of five fermentation tubes of lauryl sulphate broth69

(LSB, Merck; also known as lauryl tryptose broth) were inoculated with appropriate volumes of 10-fold

dilutions of water samples and incubated at 37 °C for 48 h. The number of five-tube series and the

inoculation volumes were chosen depending on the quality and character of the water to be examined72

(American Public Health Association, 1992, p. 9-46). All gas-positive LSB tubes were subcultured to

tubes of brilliant green lactose bile broth (BGLB, Merck) and incubated at 37 °C for 48 h. Gas-positive

BGLB tubes were considered positive for the presence of TCB. Gas-positive LSB tubes were subjected to75

further analysis with Escherichia coli broth (ECB, Merck). The EC tubes were incubated at 44.5 °C for

24 h. Gas-positive ECB tubes were considered positive for the presence of FCB. The values of TCB and

FCB (expressed in units of most probable number per 100 mL, or MPN/100 mL) were inferred using the78

following formula (American Public Health Association, 1992, p. 9-50):

Bacterial concentration =
100×number of positive tubes√(
mL sample in
negative tubes

)
×
(

mL sample in
all tubes

) .

2.3. Land cover data

The land cover data were downloaded from the European Space Agency Climate Change Initiative81

(ESACCI, http://maps.elie.ucl.ac.be/CCI/viewer/download.php, accessed

2018-04-18). These remote sensing data provide land cover and land use from 1992 to 2015 with a

resolution of 10′′ (ten arcseconds), which is equivalent to a distance of approximately 300 m. Land cover84

was classified into 38 categories ranging from “No data” to “Permanent snow and ice”. The land cover

data were extracted for Eastern Thailand (12.1–14° N, 100.8–102.7° E) and for the years 2007–2015. We

calculated an index of urbanization (variable called ‘Urbanization’ below) for each station as the87
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percentage of land use classified as “Urban areas” one kilometer around the point defined by the

coordinates of the station. This index was calculated for each station and each year from 2007 to 2015; its

value varied between 0 (no urban area around the station) and 1 (only urban area around the station). We90

also summarized land use changes, evaluated pixel by pixel, during this period with a focus on

urbanization by calculating the proportion of urban areas over Eastern Thailand and land conversion

related to urbanization.93

2.4. Statistical model-building

We modelled the variation in TCB and FCB with regression models using different approaches, starting

from simple linear models and then building more complex models. We first used simple linear regressions96

to assess the form and the significance of the variation of these relationships. We then performed multiple

regression models to test the relative statistical significance of several predictors (‘Year’, ‘Season’,

‘Station’, ‘Urbanization’) using F-tests, assessing the significance of each effect while taking others into99

account. Hereafter, variable names considered as effects in a model are written within single quotes.

However, these models must be interpreted with caution because of confounding effects. For instance, it is

difficult to test the effects of ‘Station’ and ‘Urbanization’ in the same model because these two effects are102

mostly confounded (i.e. both variables are geographically linked). Therefore, we used linear mixed-effects

(LME) models using ‘Watershed’ and ‘Station’ as random-effect terms. This made it possible to test for

the effect of ‘Urbanization’ while considering ‘Watershed’ and ‘Station’ as repeated, nested, correlated105

measures. Each individual effect was tested with a χ2-based likelihood-ratio test where the null hypothesis

is that the predictor has no effect on either TCB or FCB concentration while taking the effects of the other

predictors in the model into account. Different LME models were compared with their Akaike information108

criteria (AIC; Akaike, 1973) after fitting the models by maximum likelihood (Pinheiro and Bates, 2000):

the model with the smallest AIC was selected as the best one among those considered. TCB and FCB both

had strongly skewed distributions so they were log10-transformed before analyses, as commonly done111

when analyzing such data (e.g. Lyautey et al., 2010). Since ‘Urbanization’ was a continuous variable, its

effect in the model was linear; however, it could be that such an effect might not be linear, for instance,

urbanization may have no effect if its index is less than a threshold. Nonlinear effects of ‘Urbanization’114

were tested by transforming the urbanization index into two categories: a threshold was chosen and a new

categorical variable was defined as “urban” for the stations with ‘Urbanization’ greater than or equal to the

threshold, or as “non-urban” if ‘Urbanization’ was less than the threshold. Different values of threshold117
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were assessed. Predictions for LME models were done with best linear unbiased predictors (BLUP) which

include predictions for the random and the fixed effects (Robinson, 1991). The predictive power of a

model was calculated as the ratio of its explained variance on the total variance calculated with:120

R2 = 1− σ̂2
r

σ̂2 ,

where σ̂2
r is the residual variance of the model, and σ̂2 is the total variance.

All data analyses were done with R version 3.5.1 (R Core Team, 2019). The LME models were fitted

and analyzed with the package lme4 (Bates et al., 2015). The GIS data were handled with the packages123

rgdal (Bivand et al., 2018) and raster (Hijmans, 2018). A file with the commands used for these analyses is

available as supplementary information.

3. Results126

3.1. Summary of coliform bacterial concentrations

Very low or very large bacterial concentrations could not be quantified precisely in the laboratory with the

MTF method because the required numbers of dilutions are not achievable in practice. The detection129

thresholds in our study were found to be 18 MPN/100 mL ≤ bacterial concentration ≤

160,000 MPN/100 mL. However, presence of bacteria outside of this interval was found in 124 measures

of TCB (6.2%) and 134 measures of FCB (6.7%). Out of the 1999 measures of TCB, 47 (2.4%) were132

below the lower-bound of the detection threshold (TCB concentration < 18 MPN/100 mL), and 77 (3.9%)

were above the upper-bound limit (TCB concentration > 160,000 MPN/100 mL). For FCB, these numbers

were 110 (5.5%) and 24 (1.2%), respectively. It is therefore possible to infer the presence of bacteria in135

very low or very large concentrations in these 258 measures. In order to include this information in the

subsequent quantitative analyses, these values were replaced by values drawn randomly in the interval [1,

17] for those below 18 MPN/100 mL, or in the interval [160,000; 200,000] for those above138

160,000 MPN/100 mL.

Table 1 gives a summary of the distributions of TCB and FCB. Bacterial concentration exceeded

10,000 MPN/100 mL in 599 (30%) of the measures of TCB and in 246 measures (12.3%) of those of FCB.141

A small number of measures exceeded 100,000 MPN/100 mL: 131 (6.6%) for TCB and 45 (2.2%) for

FCB. The concentrations of FCB were greater than 4000 MPN/100 mL in 405 measures (20%). Both TCB

and FCB displayed extensive spatial and temporal variation (Figs. 2 and 3, for TCB and FCB,144
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respectively). All stations displayed strong seasonal variation in both TCB and FCB with the highest levels

measured in summer. Some inter-annual variation were visible for some stations (e.g. BK13, CB02, RY01,

TE01). The five stations with four or six measures (BTR01, NK01, NK02, PT01, and PT02) were dropped147

for the subsequent analyses which were thus done with the 63 stations with at least 19 measures out of the

36 sampling occasions (see Sampling subsection). The mean TCB for each station averaged over years and

seasons ranged between 479 MPN/100 mL (Station WR01 located upstream of the River Chantaburi) and150

115,576 MPN/100 mL (Station BPT01 near the seamouth of the River Bang Pakong). The mean FCB

ranged between 48 MPN/100 mL (Station WR01) and 83,659 MPN/100 mL (Station BPT01). Three

stations had a mean TCB larger than 100,000 MPN/100 mL: PR04 (upstream of the River Phang Rat on153

the border of the Provinces Rayong and Chantaburi), TE02 (upstream the River Bang Pakong), and BPT01

(see Table 1). The geographical distribution of the means for all stations showed considerable variation

among basins (Fig. 4). Large mean TCB were observed throughout the study area, particularly156

downstream the rivers close to their seamouths.

3.2. Land cover use and changes between 2007 and 2015

The area considered for the land cover analysis covered 42,031 km2 (including 10,323 km2 covered by159

water) and showed little change in land use between 2007 and 2015 with only 287 km2 (0.7%) of land that

changed during this period. Out of these, 221 km2 (77%) were converted into urban areas, mostly from

cropland (204 km2). The extent of urban areas changed from 283 km2 in 2007, to 504 km2 in 2015, an162

increase of 78%. The three main categories of land use in the study area in 2015 were: rainfed cropland

(15,360 km2, 48.4%, excluding water), herbaceous cover (5,966 km2, 18.8%), and evergreen, broadleaved

forest (3,429 km2, 10.8%).165

3.3. Linear models

All effects were highly significant when considered alone in a regression model (Table 2). The variable

‘Year’ was considered either as a continuous variable or as a categorical one: in both cases the relationship168

was significant, but more variation was explained when ‘Year’ was a categorical variable, which indicates

that TCB and FCB did not increase linearly over time. ‘Year’ was considered as a categorical variable in

the subsequent analyses. ‘Station’ explained 47% of the variance in both TCB and FCB, whereas171

‘Watershed’ explained 18%. On the other hand, ‘Year’ or ‘Season’ explained low quantities of variance.

This shows that geographical variation is far more important than temporal variation.
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A multiple regression model with the effects of ‘Year’, ‘Season’, and ‘Station’, as well as the174

interactions between ‘Season’ and ‘Station’ and between ‘Season’ and ‘Year’, was fitted. ‘Watershed’ and

‘Urbanization’ were not considered in this model because they are confounded with ‘Station’ (see

subsection Statistical model-building). All effects as well as the interactions were highly significant177

(Table 3). This model explained 66% of the variation of TCB, and 64% of FCB.

3.4. Mixed-effects models

To further elaborate our models, we fitted an LME model considering ‘Station’ and ‘Watershed’ as random180

effects, with the former nested in the latter, and including ‘Season’, ‘Year’, the interaction between these

two variables, and ‘Urbanization’, as main effects. All fixed effects of this model were strongly significant

with either TCB or FCB as the response (Table 4). For TCB, the final model with all the above effects had183

AIC = 4494. Transforming the urbanization index as a categorical variable did not improve the fit: AIC =

4501 with a threshold of 0.5 (i.e. stations with less than 50% of urban areas around 1 km were considered

as “non-urban”), or AIC = 4506 with a threshold of 0. The estimated variance associated with the random186

effect of ‘Station’ was σ̂2
Station = 0.26 (SE = 0.52), and the variance associated with ‘Watershed’ was

σ̂2
Watershed = 0.11 (SE = 0.33), both smaller than the residual variance σ̂2 = 0.47 (SE = 0.68).

For FCB, the final model had AIC = 4516. Transforming the urbanization index as a categorical189

variable did not improve the fit (AIC = 4527 with a threshold at 0.5, or AIC = 4535 with a threshold at 0).

The estimated variances associated with the random effects were σ̂2
Station = 0.24 (SE = 0.49) and

σ̂2
Watershed = 0.11 (SE = 0.33), again smaller than the residual variance σ̂2 = 0.47 (SE = 0.69).192

In order to use this final model for prediction, an artificial data set was built with all possible

combinations of the five predictors (‘Urbanizarion’, ‘Season’, ‘Year’, ‘Station’, and ‘Watershed’). The

predicted value of the response (TCB or FCB) was calculated for each combination of the predictors. This195

made it possible to predict the effect of a given predictor while taking into account the effect of the others.

Figure 5 shows the predictions of TCB for each effect in the final model, taking the variation from other

effects into account. Since ‘Urbanization’ is a continuous variable, the predicted values of TCB are on198

parallel straight lines with a slope equal to the estimated coefficient from the final model. These lines have

different intercepts because they represent the variation in the other predictors. For the other predictors,

which are all discrete, the variability from the others is represented with boxplots. This representation201

makes it possible to visualize the variability associated with the two random effects, ‘Watershed’ and

‘Station’, which are nested. In particular, some stations which are in the same watershed have different
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predicted values. Note that the predictions are made on the scale of the transformed response (i.e. log10).204

There is clearly considerable variability outside of each significant effect, meaning that a single effect

explains only a portion of the global variability. Figure 6 shows the predictions for FCB which are very

similar to those for TCB. The plots of the predicted values against the observed ones show that the207

predictions were best in the range between 1000 MPN/100 mL and 10,000 MPN/100 mL (Fig. S3).

Predictions tended to be overestimated for concentrations less than 1000 MPN/100 mL, and

underestimated for concentrations above 10,000 MPN/100 mL. The largest discrepancies were (on the210

log-scale) 3.6 and 2.8 for TCB and FCB, respectively.

The slope of the parallel lines associated with the effect of ‘Urbanization’ was estimated to be equal to

1.3 (SE = 0.3) for TCB and 1.4 (SE = 0.3) for FCB. Therefore, the process of urbanization in this region213

(increase of ‘Urbanization’ from 0 to 1) is predicted to result in a 20-times increase in TCB and 25-times

increase in FCB (since the responses were log10-transformed).

To further assess the precision of these predictions, we focused on three stations with contrasting216

features: a station characterized by an urbanization index equal to one (RY03), a station with an

urbanization index equal to zero but in the same watershed than the first one (RY02), and a station in an

area with increasing urbanization during the study period (WR02). This makes it possible to formulate219

predictions without the additional effects of the predictors ‘Watershed’ and ‘Station’. Furthermore,

focusing on a specific station is likely to be more meaningful for management purposes. Figure 7 shows

the predicted values of TCB for each year and each season for these three stations. Since the effect of222

‘Urbanization’ is linear in the final model, the predicted effect of this variable is to simply shift the

temporal curves downwards (decreasing ‘Urbanization’) or upwards (increasing ‘Urbanization’). For

simplicity, only the predictions for Urbanization = 0 (continuous curve) and for Urbanization = 1 (dashed225

curve) are displayed. Clearly, the predictions for RY03 and for RY02 are very similar. In the case of

WR02, the urbanization will increase the values of TCB, although not reaching the values predicted for the

two other stations. For the three stations, the observations are well predicted by the model. Figure 8 shows228

the predictions of FCB.

4. Discussion

In this study of bacterial concentrations in waters of Eastern Thailand, we showed that total and fecal231

coliform bacteria showed considerable variation in the area studied both spatially and temporally. Several

studies have shown similar extensive variation in bacteria in Portugal (Cabral and Marques, 2006), Canada

9

Jo
urn

al 
Pre-

pro
of



(Lyautey et al., 2010), and India (Shukla et al., 2018). Temporal variation in our study was related to both234

seasonal and annual variation: the highest levels of TCB/FCB were measured in summer which could be

explained by the highest temperatures over the year during this season. However, Vermeulen and Hofstra

(2014) observed that concentrations of Escherichia coli in several major rivers in Netherlands and Belgium237

decreased with increasing temperatures because of bacterial die-off. On the other hand, summer in

Thailand is also the season with high precipitation which could lead to increased transport of bacteria. We

also observed considerable inter-annual variation in both TCB and FCB with no obvious trend. It is not240

clear what caused these variations, though a potential candidate explanation could be weather. This is

currently under further investigation.

Spatial variation had a huge impact on the measured TCB and FCB. It is complicated to assesss this243

variation because of the nestedness of the effects (e.g. ‘Station’ and ‘Watershed’). This nestedness implies

that these effects must be included as random effects in a mixed model. The variance associated with the

effect of ‘Station’ was estimated to be twice as large than the one associated with the effect of ‘Watershed’.246

This was apparent also when plotting the predicted values associated with each effect (Figs. 5 and 6).

Interestingly, urbanization appeared as a distinct effect from these two variables since the urbanization

index was strongly significant even after including ‘Station’ and ‘Watershed’ as random effects. It is still249

unclear what could explain the important variation among stations and we are currently investigating other

potential variables (e.g. distance to the shore, land use around the stations).

It is difficult to compare our results with those from the literature because of possible (unreported)252

differences in the field and laboratory protocols, which could add some systematic or random variation in

the data. Furthermore, the different methods may have different specificities towards bacterial species. On

the other hand, the particularities of different studies (e.g. climate, landscape) may help to better255

understand the mechanisms controlling bacterial concentrations in rivers. Keeping in mind these caveats,

previous studies reported maximum values of MPN equal to 2420 MPN/100 mL in Canada (Butler et al.,

2014), 5172 MPN/100 mL in Ecuador (Rao et al., 2015), 8000 MPN/100 mL in Belgium (de Brauwere258

et al., 2011), and 10,000 MPN/100 mL in Netherlands (Vermeulen and Hofstra, 2014) or in a rural area of

Laos (Causse et al., 2015). Lyautey et al. (2010) reported 2004 measures of E. coli concentration in

Ontario (Canada) with annual means between 10 MPN/100 mL and 1000 MPN/100 mL (global median:261

64 MPN/100 mL) and only three measures larger than 10,000 MPN/100 mL. Jeong et al. (2019) found that

67% of the E. coli in a watershed in Texas (U.S.A.) was contributed by wildflife. However, increase in

wastewater discharges and urban lands due to population growth resulted in increased concentration of E.264
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coli (Jeong et al., 2019). By contrast with these values from the literature, our results showed large values

of MPNs, particularly for TCB, with 38 out of 63 stations (60%) showing a mean TCB above

10,000 MPN/100 mL. Most of the studies cited above were conducted in temperate countries or in rural267

tropical areas (Laos and Ecuador), which could explain these differences. Besides, our study covered

several watersheds and a substantial geographic area and thus the data we analyzed were probably more

heterogeneous than those in these studies. As an illustration of this point, our models predicted a mean270

TCB around 100 MPN/100 mL for some stations (CB01, WR01) and above 50,000 MPN/100 mL for

others (e.g. BPT01). Nevertheless, it might be very useful to further assess the precision of the measures

reported here by analyzing some samples with different methods. Because of its location, BPT01 receives273

impacts from several land use activities, mainly shrimp and fish aquaculture, compared to CB01 and

WR01 where agriculture is the main activity.

Urban growth and its environmental impacts are very general issues in many countries. Several studies276

have shown that the growth of urban areas is not random and usually follows a dendritic pattern known as

urban sprawl (Pan et al., 2020; Xu et al., 2020). Studies in China, North America, and Europe showed that

the impact of urbanization is very likely to have different impacts on different areas (Tang et al., 2005; Du279

and Huang, 2017). This impact is also very likely to differ with respect to sociological factors, for instance

in relation to commuting behaviours which is typical of many large European and North American urban

systems (Pan et al., 2019). The growth of urban areas is expected to increase the proportion of impervious282

surfaces as well as surface water runoff (Tang et al., 2005).

In the present study, we used a statistical approach based on linear mixed-effect models which was

motivated by the geographical spread of the stations which covered several watersheds. The inclusion of285

random effects (here ‘Station’ and ‘Watershed’) makes it possible to fit complex models that would be

impossible to fit with standard linear models. Additionally, linear models, even with random effects, make

it possible to formulate predictions in a straightforward way which are easily interpretable.288

An important result from our analyses is the importance of urbanization as a factor controlling

concentrations of bacteria in rivers. Our models predict that TCB and FCB would be multiplied by 20 and

25, respectively, if land is transformed from non-urban to fully urban (i.e. urbanization index changed291

from zero to one). One motivation of monitoring water quality in this study area is its control in relation to

the development of the Eastern Seabord (ESB) or the Eastern Economic Corridor (EEC). The

transformation of the area started in 1982 and ESB has now the largest number of industrial estates in294

Thailand (i.e. 18 out of 38; Soytong and Perera, 2017). ESB, together with the Bangkok area, is a recipient

11

Jo
urn

al 
Pre-

pro
of



of rural migrants from other regions of Thailand (Jampaklay et al., 2007). Special economic zones (SEZ)

with extensive industrial and urban development have undeniable social and economic benefits, but their297

environmental sustainability is generally questionable (see review in Ślusarczyk and Grondys, 2018).

Previous studies have focused on social conflict arising from industrialization in ESB (Soytong and Perera,

2017). Zhang and Tripathi (2018) found a relationship between atmospheric pollution by fine particulate300

matter and lung cancer in Eastern Thailand (actually a subset of the area considered in the present study).

Therefore, health hazard is likely to be a general concern in ESB as in other SEZs. Other studies showed

the importance of urban areas in the concentrations of bacteria in rivers (Wu and Jackson, 2016), lakes303

(Newton and McLellan, 2015), or creeks (DiDonato et al., 2009).

5. Conclusions

The present study shows that coliform bacterial concentrations in waters of Eastern Thailand varied306

considerably both spatially and temporally. Temporal variation was related to both seasonal and annual

variation with the highest levels of bacterial concentrations measured in summer. These concentrations

varied extensively among stations and among watersheds. The concentrations of fecal coliforms were309

greater than 4000 MPN/100 mL, the upper limit for consumable surface water, in 20% of the measures.

The study also shows that urbanization is a very significant driver of bacterial concentrations in the rivers

of Eastern Thailand and is predicted to cause a 20-fold increase of these concentrations. These results312

bring important information for land management. First, wastewater treatment in urban areas is a crucial

element in improving water quality. Second, it is crucial to investigate the proximate, causal factors that

affect TCB and FCB as a consequence of urbanization. Other components such as cleaner production,315

legal framework, institutional and financial arrangements, monitoring and enforcement, and cooperation

with related agencies and local communities, should be taken into account as well. Most of all, an

ecosystem approach is the key to development planning strategies as rivers themselves provide several318

basic ecosystem services.
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Table 1: Distribution summaries of total coliform bacteria (TCB) and fecal coliform bacteria (FCB).

Number of measures greater than* Number of stations with mean greater than†
(in MPN/100 mL) (in MPN/100 mL)

10,000 50,000 100,000 10,000 50,000 100,000

TCB 599 248 131 38 7 3
FCB 246 84 45 14 2 0

*Out of 1999 measures from 68 stations. †Out of 63 stations.

Table 2: Simple linear regressions of total coliform bacteria (TCB) and fecal coliform bacteria (FCB); cont.: continuous; cat.: cate-
gorical. F : value of the F-statistic testing the effect of the predictor, d f : numbers of degrees of freedom of the test (d1,d2), P: P-value
of the test, R2: proportion of explained variance.

Predictor TCB FCB
F d f P R2 F d f P R2

Year (cont.) 5.28 1, 1997 0.021 0.00 46.04 1, 1997 < 0.001 0.02
Year (cat.) 5.47 9, 1989 < 0.001 0.02 9.41 9, 1989 < 0.001 0.04
Season 27.27 3, 1995 < 0.001 0.04 18.42 3, 1995 < 0.001 0.03
Station 25.79 67, 1931 < 0.001 0.47 25.80 67, 1931 < 0.001 0.47
Watershed 63.71 7, 1991 < 0.001 0.18 64.51 7, 1991 < 0.001 0.18
Urbanization 282.83 1, 1997 < 0.001 0.12 300.40 1, 1997 < 0.001 0.13

Table 3: Multiple linear regressions of total coliform bacteria (TCB) and fecal coliform bacteria (FCB). The F-tests are for the effect
of each predictor taking the effects of the others into account. F : value of the F-statistic testing the effect of the predictor, d f : numbers
of degrees of freedom of the test (d1,d2), P: P-value of the test.

Predictor TCB FCB
F d f P F d f P

Year (cat.) 9.70 8, 1695 < 0.001 14.30 8, 1685 < 0.001
Season* 46.47 3, 1919 < 0.001 29.94 3, 1919 < 0.001
Station 12.36 67, 1695 < 0.001 9.60 67, 1685 < 0.001
Season × Station 2.27 201, 1695 < 0.001 1.99 201, 1695 < 0.001
Season × Year 8.25 23, 1695 < 0.001 6.56 23, 1695 < 0.001

*Effect tested in a model without interactions.

Table 4: Linear mixed-effects model of total coliform bacteria (TCB) and fecal coliform bacteria (FCB). The χ2-based tests are
likelihood-ratio tests where the null hypothesis is that the predictor in the first column has no effect on either TCB or FCB as response
while taking the effects of the others into account. χ2: value of the χ2-statistic testing the effect of the predictor, d f : number of degrees
of freedom of the test, P: P-value of the test.

Effect TCB FCB
χ2 d f P χ2 d f P

Year (cat.) 78.02 9 < 0.001 89.58 9 < 0.001
Season 135.21 3 < 0.001 88.34 3 < 0.001
Urbanization 16.55 1 < 0.001 20.96 1 < 0.001
Season × Year 159.92 23 < 0.001 132.06 23 < 0.001
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Figure 1: Geographical distribution of sampling stations displayed with the main waterways in Eastern Thailand and the wastewater
treatment plants. The bold numbers indicate the watersheds used in the analyses. The stations RY02, RY03, and WR02, which are
used in Figures 7 and 8, are shown with arrows. The locations of the wastewater treatment plants are from Dumrongthai (2019).
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Figure 4: Abundance of total and fecal coliform bacteria (in MPN/100 mL) in Eastern Thailand averaged over all sampling occasions
for each station.

23

Jo
urn

al 
Pre-

pro
of



Fi
gu

re
5:

Pr
ed

ic
tio

ns
of

T
C

B
(i

n
M

PN
/1

00
m

L
)f

ro
m

th
e

fin
al

m
ix

ed
-e

ff
ec

ts
m

od
el

.E
ac

h
pa

ne
ls

ho
w

s
th

e
pa

rt
ia

lp
re

di
ct

io
ns

fo
re

ac
h

ef
fe

ct
in

cl
ud

ed
in

th
e

m
od

el
;t

he
di

sp
la

ye
d

va
ri

at
io

n
is

du
e

to
th

e
ot

he
re

ff
ec

ts

24

Jo
urn

al 
Pre-

pro
of



Fi
gu

re
6:

Pr
ed

ic
tio

ns
of

FC
B

(i
n

M
PN

/1
00

m
L

)f
ro

m
th

e
fin

al
m

ix
ed

-e
ff

ec
ts

m
od

el
.E

ac
h

pa
ne

ls
ho

w
s

th
e

pa
rt

ia
lp

re
di

ct
io

ns
fo

re
ac

h
ef

fe
ct

in
cl

ud
ed

in
th

e
m

od
el

;t
he

di
sp

la
ye

d
va

ri
at

io
n

is
du

e
to

th
e

ot
he

re
ff

ec
ts

.

25

Jo
urn

al 
Pre-

pro
of



0
1

2
3

4
5

6

lo
g

1
0
(T

C
B

)

RY03

2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016

Observations
Predictions (urbanization index = 0)
Predictions (urbanization index = 1)

0
1

2
3

4
5

6

lo
g

1
0
(T

C
B

)

RY02

0
1

2
3

4
5

6

lo
g

1
0
(T

C
B

)

WR02

2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016

Year

Figure 7: Predicted values of TCB (in MPN/100 mL) for three stations.

26

Jo
urn

al 
Pre-

pro
of



0
1

2
3

4
5

lo
g

1
0
(F

C
B

)

RY03

2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016

Observations
Predictions (urbanization index = 0)
Predictions (urbanization index = 1)

0
1

2
3

4
5

lo
g

1
0
(F

C
B

)

RY02

0
1

2
3

4
5

lo
g

1
0
(F

C
B

)

WR02

2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016

Year

Figure 8: Predicted values of FCB (in MPN/100 mL) for three stations.
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 A predictive model of bacterial concentrations in rivers in response to urbanization was built 
using data from 68 stations over 10 years. 

 Bacterial concentrations varied considerably through time, seasons, and among stations. 
 Linear models with fixed and random effects explained up to 66% of the variance in 

bacterial concentrations. 
 Urbanization is predicted to multiply bacterial concentrations by 20. 
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Cladogram

a: x__unknown

b: s__unknown

c: g__Candidatus_Aquiluna

d: x__unknown

e: s__Candidatus_Nanopelagicus_limnes

f: g__Candidatus_Nanopelagicus

g: x__unknown

h: s__Candidatus_Planktophila_sp_

i: g__Candidatus_Planktophila

j: x__unknown

k: s__Clavibacter_sp_

l: g__Clavibacter

m: x__unknown

n: s__unknown

o: g__Microbacterium

p: x__unknown

q: s__Mumia_flava

r: g__Mumia

s: x__unknown

t: s__unknown

u: g__Rhodococcus

v: x__unknown

w: s__Streptomyces_diastaticus

x: x__unknown

y: s__Acidimicrobiaceae_bacterium

z: x__unknown

a0: s__Acidimicrobiales_bacterium_mtb01

a1: x__unknown

a2: s__Acidimicrobiia_bacterium_UBA6912

a3: x__unknown

a4: s__Actinobacteria_bacterium

a5: x__unknown

a6: s__Actinobacteria_bacterium_BACL15_MAG_120619_bin91

a7: x__unknown

a8: s__Actinobacteria_bacterium_BACL4_MAG_120820_bin23

a9: x__unknown

b0: s__Actinobacteria_bacterium_IMCC25003

b1: x__unknown

b2: s__Actinobacteria_bacterium_IMCC26077

b3: x__unknown

b4: s__Actinobacteria_bacterium_casp_actino8

b5: x__unknown

b6: s__Actinomycetales_bacterium_mxb001

b7: x__unknown

b8: s__Micrococcales_bacterium

b9: x__unknown

c0: s__actinobacterium_SCGC_AAA027_L06

c1: x__unknown

c2: s__actinobacterium_SCGC_AAA278_O22

c3: g__unknown

c4: x__unknown

c5: s__unknown

c6: g__Chthonomonas

c7: x__unknown

c8: s__Algoriphagus_sanaruensis

c9: g__Algoriphagus

d0: x__unknown

d1: s__Aquirufa_antheringensis

d2: g__Aquirufa

d3: x__unknown

d4: s__Cloacibacterium_normanense

d5: g__Cloacibacterium

d6: x__unknown

d7: s__Flavobacterium_aciduliphilum

d8: x__unknown

d9: s__unknown

e0: g__Flavobacterium

e1: x__unknown

e2: s__Lacibacter_cauensis

e3: g__Lacibacter

e4: x__unknown

e5: s__Larkinella_soli

e6: g__Larkinella

e7: x__unknown

e8: s__Bacteriodetes_bacterium

e9: x__unknown

f0: s__Bacteroidetes_bacterium

f1: x__unknown

f2: s__Bacteroidetes_bacterium_SCGC_AAA027_G08

f3: x__unknown

f4: s__Bacteroidetes_bacterium_UBA5697

f5: x__unknown

f6: s__Bacteroidetes_bacterium_UBA955

f7: x__unknown

f8: s__Crocinitomicaceae_bacterium

f9: x__unknown

g0: s__Cryomorphaceae_bacterium

g1: x__unknown

g2: s__Cytophagaceae_bacterium_UBA6715

g3: x__unknown

g4: s__Cytophagaceae_bacterium_UBA7467

g5: x__unknown

g6: s__Flavobacteriaceae_bacterium_UBA3440

g7: x__unknown

g8: s__Flavobacteriaceae_bacterium_UBA3478

g9: x__unknown

h0: s__Flavobacteriales_bacterium_UBA3477

h1: x__unknown

h2: s__Flavobacteriales_bacterium_UBA7468

h3: g__unknown

h4: x__unknown

h5: s__Vampirovibrio_chlorellavorus

h6: g__Vampirovibrio

h7: x__unknown

h8: s__Chlorobaculum_limnaeum

h9: g__Chlorobaculum

i0: x__unknown

i1: s__Chloroflexi_bacterium

i2: g__unknown

i3: x__unknown

i4: s__Cylindrospermopsis_raciborskii

i5: g__Cylindrospermopsis

i6: x__unknown

i7: s__unknown

i8: g__Limnothrix

i9: x__unknown

j0: s__Microcystis_aeruginosa

j1: g__Microcystis

j2: x__unknown

j3: s__unknown

j4: g__Planktothricoides

j5: x__unknown

j6: s__Planktothrix_tepida

j7: g__Planktothrix

j8: x__unknown

j9: s__unknown

k0: g__Synechococcus

k1: x__Streptococcus_dysgalactiae_subsp__equisimilis

k2: s__Streptococcus_dysgalactiae

k3: g__Streptococcus

k4: x__unknown

k5: s__unknown

k6: g__Gemmatimonas

k7: x__unknown

k8: s__Ignavibacteria_bacterium_UBA961

k9: g__unknown

l0: x__unknown

l1: s__unknown

l2: g__Nitrospira

l3: x__unknown

l4: s__Planctomyces_bekefii

l5: x__unknown

l6: s__Planctomyces_sp_

l7: g__Planctomyces

l8: x__unknown

l9: s__Planctomycetaceae_bacterium

m0: x__unknown

m1: s__Planctomycetaceae_bacterium_UBA4655

m2: x__unknown

m3: s__Planctomycetaceae_bacterium_UBA6894

m4: x__unknown

m5: s__Planctomycetia_bacterium

m6: g__unknown

m7: x__unknown

m8: s__Acidovorax_avenae

m9: x__unknown

n0: s__Acidovorax_caeni

n1: x__unknown

n2: s__Acidovorax_defluvii

n3: x__unknown

n4: s__Acidovorax_soli

n5: x__unknown

n6: s__Acidovorax_temperans

n7: x__unknown

n8: s__Acidovorax_valerianellae

n9: x__unknown

o0: s__Acidovorax_wautersii

o1: x__unknown

o2: s__unknown

o3: g__Acidovorax

o4: x__unknown

o5: s__Acinetobacter_brisouii

o6: x__unknown

o7: s__Acinetobacter_johnsonii

o8: x__unknown

o9: s__Acinetobacter_junii

p0: x__unknown

p1: s__Acinetobacter_tandoii

p2: x__unknown

p3: s__Acinetobacter_towneri

p4: x__unknown

p5: s__unknown

p6: g__Acinetobacter

p7: x__unknown

p8: s__Aeromonas_jandaei

p9: g__Aeromonas

q0: x__unknown

q1: s__Aestuariisphingobium_litorale

q2: g__Aestuariisphingobium

q3: x__unknown

q4: s__Aestuariivirga_litoralis

q5: g__Aestuariivirga

q6: x__unknown

q7: s__Altererythrobacter_ishigakiensis

q8: g__Altererythrobacter

q9: x__unknown

r0: s__Aquitalea_pelogenes

r1: g__Aquitalea

r2: x__unknown

r3: s__Arcobacter_aquimarinus

r4: x__unknown

r5: s__Arcobacter_cibarius

r6: x__unknown

r7: s__Arcobacter_defluvii

r8: x__unknown

r9: s__Arcobacter_ellisii

s0: x__unknown

s1: s__Arcobacter_suis

s2: g__Arcobacter

s3: x__unknown

s4: s__Bradyrhizobium_elkanii

s5: x__unknown

s6: s__Candidatus_Fonsibacter_lacus

s7: x__unknown

s8: s__Candidatus_Fonsibacter_ubiquis

s9: g__Candidatus_Fonsibacter

t0: x__unknown

t1: s__Candidatus_Methylopumilus_rimovensis

t2: x__unknown

t3: s__Candidatus_Methylopumilus_turicensis

t4: x__unknown

t5: s__Candidatus_Methylopumilus_universalis

t6: g__Candidatus_Methylopumilus

t7: x__unknown

t8: s__Candidatus_Pelagibacter_ubique

t9: g__Candidatus_Pelagibacter

u0: x__unknown

u1: s__Chromobacterium_haemolyticum

u2: x__unknown

u3: s__Chromobacterium_vaccinii

u4: g__Chromobacterium

u5: x__unknown

u6: s__Comamonas_aquatica

u7: x__unknown

u8: s__Comamonas_terrae

u9: x__unknown

v0: s__Comamonas_terrigena

v1: x__unknown

v2: s__Comamonas_testosteroni

v3: g__Comamonas

v4: x__unknown

v5: s__Curvibacter_delicatus

v6: x__unknown

v7: s__Curvibacter_gracilis

v8: x__unknown

v9: s__Curvibacter_lanceolatus

w0: x__unknown

w1: s__Curvibacter_sp_

w2: x__unknown

w3: s__unknown

w4: g__Curvibacter

w5: x__unknown

w6: s__Dechloromonas_agitata

w7: g__Dechloromonas

w8: x__unknown

w9: s__Diaphorobacter_polyhydroxybutyrativorans

x0: g__Diaphorobacter

x1: x__unknown

x2: s__Dickeya_fangzhongdai

x3: g__Dickeya

x4: x__unknown

x5: s__unknown

x6: g__Erythrobacter

x7: x__unknown

x8: s__Gemmobacter_caeruleus

x9: x__unknown

y0: s__Gemmobacter_lutimaris

y1: g__Gemmobacter

y2: g__Herbaspirillum

y3: x__unknown

y4: s__Hydrogenophaga_palleronii

y5: x__unknown

y6: s__Hydrogenophaga_sp_

y7: x__unknown

y8: s__Hydrogenophaga_taeniospiralis

y9: x__unknown

z0: s__unknown

z1: g__Hydrogenophaga

z2: x__unknown

z3: s__Hylemonella_gracilis

z4: x__unknown

z5: s__unknown

z6: x__unknown

z7: s__Inhella_crocodyli

z8: x__unknown

z9: s__Inhella_inkyongensis

0: g__Inhella

1: x__unknown

2: s__Insolitispirillum_peregrinum

3: g__Insolitispirillum

4: x__unknown

5: s__Laribacter_hongkongensis

6: g__Laribacter

7: x__unknown

8: s__unknown

9: g__Limnobacter

10: x__unknown

11: s__Limnohabitans_curvus

12: x__unknown

13: s__Limnohabitans_planktonicus

14: x__unknown

15: s__unknown

16: g__Limnohabitans

17: x__unknown

18: s__Macromonas_bipunctata

19: x__unknown

20: s__unknown

21: g__Macromonas

22: x__unknown

23: s__Malikia_granosa

24: x__unknown

25: s__Malikia_spinosa

26: g__Malikia

27: x__unknown

28: s__unknown

29: g__Marinomonas

30: x__unknown

31: s__unknown

32: g__Marivivens

33: x__unknown

34: s__Massilia_putida

35: g__Massilia

36: x__unknown

37: s__Methylobacterium_indicum

38: x__unknown

39: s__Methylobacterium_organophilum

40: g__Methylobacterium

41: x__unknown

42: s__Methylotetracoccus_oryzae

43: g__Methylotetracoccus

44: x__unknown

45: s__unknown

46: g__Nitrosomonas

47: x__unknown

48: s__Novosphingobium_nitrogenifigens

49: x__unknown

50: s__unknown

51: g__Novosphingobium

52: x__unknown

53: s__Ottowia_oryzae

54: g__Ottowia

55: x__unknown

56: s__Phenylobacterium_zucineum

57: x__unknown

58: s__Polaromonas_jejuensis

59: g__Polaromonas

60: x__unknown

61: s__Polynucleobacter_acidiphobus

62: x__unknown

63: s__Polynucleobacter_asymbioticus

64: x__unknown

65: s__Polynucleobacter_hirudinilacicola

66: x__unknown

67: s__Polynucleobacter_necessarius

68: x__unknown

69: s__Polynucleobacter_sinensis

70: x__unknown

71: s__Polynucleobacter_victoriensis

72: x__unknown

73: s__Polynucleobacter_wuianus

74: x__unknown

75: s__Polynucleobacter_yangtzensis

76: x__unknown

77: s__unknown

78: g__Polynucleobacter

79: x__unknown

80: s__Prosthecomicrobium_hirschii

81: g__Prosthecomicrobium

82: x__unknown

83: s__Pseudacidovorax_intermedius

84: x__unknown

85: s__unknown

86: g__Pseudacidovorax

87: x__unknown

88: s__Pseudomonas_aeruginosa

89: x__unknown

90: s__Pseudomonas_aestusnigri

91: x__unknown

92: s__Pseudomonas_alcaligenes

93: x__unknown

94: s__Pseudomonas_alcaliphila

95: x__unknown

96: s__Pseudomonas_benzenivorans

97: x__unknown

98: s__Pseudomonas_composti

99: x__unknown

100: s__Pseudomonas_extremaustralis

101: x__unknown

102: s__Pseudomonas_fluorescens

103: x__unknown

104: s__Pseudomonas_fluvialis

105: x__unknown

106: s__Pseudomonas_guangdongensis

107: x__unknown

108: s__Pseudomonas_guguanensis

109: x__unknown

110: s__Pseudomonas_indoloxydans

111: x__unknown

112: s__Pseudomonas_juntendi

113: x__unknown

114: s__Pseudomonas_mendocina

115: x__Pseudomonas_oleovorans_subsp__oleovorans

116: x__unknown

117: s__Pseudomonas_oleovorans

118: x__unknown

119: s__Pseudomonas_oryzae

120: x__unknown

121: s__Pseudomonas_oryzihabitans

122: x__unknown

123: s__Pseudomonas_parafulva

124: x__unknown

125: s__Pseudomonas_sihuiensis

126: x__unknown

127: s__Pseudomonas_stutzeri

128: x__unknown

129: s__Pseudomonas_toyotomiensis

130: x__unknown

131: s__Pseudomonas_veronii

132: x__unknown

133: s__unknown

134: g__Pseudomonas

135: x__unknown

136: s__unknown

137: g__Pseudorhodoferax

138: x__unknown

139: s__Pseudoxanthomonas_composti

140: g__Pseudoxanthomonas

141: x__unknown

142: s__Ramlibacter_henchirensis

143: x__unknown

144: s__unknown

145: g__Ramlibacter

146: x__unknown

147: s__Rheinheimera_sp_

148: x__unknown

149: s__unknown

150: g__Rheinheimera

151: x__unknown

152: s__Rhodobacter_capsulatus

153: x__unknown

154: s__unknown

155: g__Rhodobacter

156: x__unknown

157: s__unknown

158: g__Rhodoferax

159: x__unknown

160: s__Rickettsia_sp_

161: g__Rickettsia

162: x__unknown

163: s__Rivicola_pingtungensis

164: g__Rivicola

165: x__unknown

166: s__Rubrivivax_albus

167: g__Rubrivivax

168: x__unknown

169: s__unknown

170: g__Ruegeria

171: g__Shewanella

172: x__unknown

173: s__Simplicispira_lacusdiani

174: x__unknown

175: s__Simplicispira_metamorpha

176: g__Simplicispira

177: x__Sphaerotilus_natans_subsp__sulfidivorans

178: s__Sphaerotilus_natans

179: g__Sphaerotilus

180: x__unknown

181: s__Tepidimonas_fonticaldi

182: g__Tepidimonas

183: x__unknown

184: s__Thauera_aminoaromatica

185: x__unknown

186: s__unknown

187: g__Thauera

188: x__unknown

189: s__Vogesella_indigofera

190: x__unknown

191: s__Vogesella_perlucida

192: g__Vogesella

193: x__unknown

194: s__unknown

195: g__Xenophilus

196: x__unknown

197: s__Youngimonas_vesicularis

198: g__Youngimonas

199: x__unknown

200: s__unknown

201: g__Zoogloea

202: x__unknown

203: s__Alphaproteobacteria_bacterium_casp_alpha6

204: x__unknown

205: s__Betaproteobacteria_bacterium_HGW_Betaproteobacteria_14

206: x__unknown

207: s__Betaproteobacteria_bacterium_HGW_Betaproteobacteria_9

208: x__unknown

209: s__Betaproteobacteria_bacterium_UBA5582

210: x__unknown

211: s__Burkholderiales_bacterium

212: x__unknown

213: s__Burkholderiales_bacterium_39_55_53

214: x__unknown

215: s__Burkholderiales_bacterium_RIFCSPHIGHO2_12_FULL_63_20

216: x__unknown

217: s__Burkholderiales_bacterium_RIFCSPLOWO2_12_FULL_65_40

218: x__unknown

219: s__Burkholderiales_bacterium_UBA2647

220: x__unknown

221: s__Burkholderiales_bacterium_UBA954

222: x__unknown

223: s__Comamonadaceae_bacterium_2FH

224: x__unknown

225: s__Comamonadaceae_bacterium_PBBC1

226: x__unknown

227: s__Comamonadaceae_bacterium_PBBC2

228: x__unknown

229: s__Comamonadaceae_bacterium_UBA2237

230: x__unknown

231: s__Gammaproteobacteria_bacterium

232: x__unknown

233: s__Gammaproteobacteria_bacterium_SG8_30

234: x__unknown

235: s__Methylococcaceae_bacterium

236: x__unknown

237: s__Methylococcaceae_bacterium_FWC3

238: x__unknown

239: s__Methylocystaceae_bacterium_UBA5192

240: x__unknown

241: s__Methylophilaceae_bacterium

242: x__unknown

243: s__Rhodobacteraceae_bacterium

244: x__unknown

245: s__Rhodobacteraceae_bacterium_HIMB11

246: x__unknown

247: s__Rhodocyclaceae_bacterium

248: x__unknown

249: s__Rhodocyclales_bacterium

250: x__unknown

251: s__Rhodocyclales_bacterium_GT_UBC

252: x__unknown

253: s__Rhodospirillaceae_bacterium_CCH5_H10

254: x__unknown

255: s__alpha_proteobacterium_HIMB59

256: g__unknown

257: x__unknown

258: s__Opitutaceae_bacterium

259: x__unknown

260: s__Opitutae_bacterium

261: x__unknown

262: s__Opitutae_bacterium_UBA953

263: x__unknown

264: s__Verrucomicrobia_bacterium

265: x__unknown

266: s__Verrucomicrobiaceae_bacterium

267: x__unknown

268: s__Verrucomicrobiaceae_bacterium_UBA1938

269: x__unknown

270: s__Verrucomicrobiaceae_bacterium_UBA2429

271: x__unknown

272: s__Verrucomicrobiales_bacterium

273: g__unknown

274: x__unknown

275: s__Sporothrix_brasiliensis

276: g__Sporothrix

277: x__unknown

278: s__Acanthamoeba_rhysodes

279: g__Acanthamoeba

280: g__unknown
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