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&'"�'*� ��$�����+,�-�#�	��������.��	
�����������������������������
��������� Giardia  intestinalis �� !�"�"!�� "��$�������	"#*����"/"�!��0��1"$�	
����
&���!��$������ 96  !'����.� ������.�*�$ ��#�����"��4� � �����0!��*����.�5�� 6,.���+	$���$���
���	���7�����������.$	�������0!�$	�#������"�$/*�	8�������.����!��$� !	��	�9	��	8$� ��������.
����"��8"��$����.���$����6!!%�	.�: ;� 0!���*��9!1"$����	"#*����"/"�!��0�� (OD) �����  

���+,�-���.�&����� �&>�����������.����0!���$���!������8*��������.
� ����� �8�*�������$���"��$�� eosin 0.5% �����5�	"�����;"���.#������������.�����$*��
���$ 105 cell/ml 0!�#*� OD ��.;"���#���0�������/�&,�;"�+,�-�9!������!���0!�;�*!���
�� ���!��$����������*����� fix ����� �8�*����.�8*��������7���!� 48 �	.�1�� ��� fix ����� !	���
�� ������	��� ;"�#*� OD ��.�/���*����!����� ������*���$*�����	$�>�#	P (p<0.05) ���.�
+,�-�������!��� plate �*����� fix �����0!� !	����$������� �*����������!�!�$&��8�����%
!��� plate 1"$����	8���0�* plate !������!�!�$ �8�*�#*� OD ��.;"�&��������0�* plate ��
���!�!�$�/���*������������!�!�$!��� plate 1"$����$*�����	$�>�#	P (p<0.05) 

���.�����$8���$8���������*��: #�����������*��: �	� "	���� eosin (0.25, 0.5 
0!� 1.0%), crystal violet (0.05, 0.1 0!� 0.2%) 0!� methylene blue (0.05, 0.1 0!� 0.2%) 
�����$�������� G. intestinalis 1"$�������� methanol 0!���>�&��8�����%!��� plate 
����$8���$8�	8���0�* plate !��� methanol 0!���>� ���	�������� fix 0!�!����� �8�*�#*� 
OD �����&���	����������.$���"��$�� eosin �	�� 3 #����������;�*��#���0���*���	� �*���� 
crystal violet ��.#���������� 0.2% ���0�* plate � �#*� OD �/���*�������$*�����	$�>�#	P 0�*���
�"�� crystal violet #*� OD ��.;"�&������"!���	�� 3 #�	�� �������.#�����������"�$��	�� �#*�
�	�������[#���0������&������"!���/���*����$���"��$�� methylene blue �� crystal 
violet &,�;�*� �������.&��>�;�����*�;�0!��>� �	8�� methylene blue ��.#���������� 0.05 �	8 
0.1% ���0�*� �#*� OD �/���*�������$*�����	$�>�#	P (p<0.05)  
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  9!&������"!����������!����� methylene blue ����7�����.��������+,�-�
�*�;� 1"$������ fix ����� !	�8*�1"$;�*!����� ����� 0!�������0�* plate !��� methanol 0!�
��>����	�������� fix 0!�!����� ���.��>����+,�-�&>�����������.������.� ��������.��>�;�+,�-�
 �������������$�0!������	"��'�;�� 1"$$��������#������������.�����*��: "��$�� 
methylene blue #���������� 0.1 0!� 0.2% �8�*� ���$��������"��$����.#���������� 0.1 0!� 
0.2% ;�*0���*���	� 1"$�������.#������������.���� 6.25×105 cell/ml � �#*� OD �/��,���$*����
�	$�>�#	P���.����$8�	8�������.#���������� 3.9×104 cell/ml (p<0.05) "	��	��&,�;"��!����������.
#���������� 5×105 cell/ml 0!�$���"��$�� methylene blue ��.#���������� 0.1% 1"$������0�* 
plate !��� methanol 0!���>� ���	�������� fix 0!�!����� ���.��>�;�������������������
$�0!������	"��'�;����.���*�����&�P��� G. intestinalis �� !�"�"!���*�;� 

 �������$8���$8���������������������$�����]�� metronidazole, 
ornidazole 0!� furazolidone �*�����&�P�������� G. intestinalis �� !�"�"!�� 
����$8���$8�� �*���������	8&>����������	���7���.� !���$/*��$����!���&'!���+�%0!���������.
�	
���,����� �*1"$���������$��������"��$�� methylene blue 0.1% 0!���	"#*� OD �8�*� #*� 
IC50 ���$� metronidazole, ornidazole 0!� furazolidone ��.;"�&������	8��*��	8 0.14±0.05, 
0.15±0.04, 0.14±0.02 µg/ml 0!�&�����$�����*��	8 0.41±0.06, 0.18±0.01, 0.26±0.13 µg/ml 
���!>�"	8  

���.��>������.;"�&�����+,�-�#�	��������&��89!��������	" $�8&����'�;�� 
19 ��"0!����8��'��[��	"&���������� 7 ����*�����&�P����� G. intestinalis �8�*�
�����5���&��89!������;"�#�	��!���7�&>������� ���.��&����7������.�*�$ ��"��4� 0!���#�
5/� 0�*��&�����&>��	"���������	8�����	" $�80!����8��'��[&����'�;����.���������.��&&�
��"����8�������*��#*����"/"�!��0�� 
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ABSTRACT 
 
  The aim of this study was to develop a simple, rapid, practical and 
reliable method to determine the effect of drugs or natural products that inhibited the 
growth of Giardia intestinalis trophozoites in vitro using a 96-well tissue culture plate. 
The option selected to test for growth inhibition was to use a dye that stained the 
Giardia trophozoites that remained attached to the plate after they had been incubated 
with the anti-giardial agent and then measure the intensity of the remaining dye using a 
colorimeter. 

Tests to obtain optimum conditions and sensitivity of the selected 
technique were first evaluated. Results of staining the remaining trophozoites with eosin 
before and after washing followed by fixing with methanol were compared. The eosin 
staining method could detect trophozoites of 105 cell/ml but the OD values had a high 
variation. When G. intestinalis was incubated for 48 h then immediately fixed, OD 
values for the unwashed method were significantly higher than in the washed method 
(p<0.05). The wash method before cell fixing and after staining cells was compared 
using either a pour or steep method. The optical density values for the steep method 
were significantly higher than for the pour method (p<0.05). 

Eosin (0.25, 0.5, 1.0%), crystal violet (0.05, 0.1, 0.2%) and methylene 
blue (0.05, 0.1, 0.2%) dyes were compared using the 2 methods; by pouring a solution 
of methanol and water from a beaker on to the plate or by steeping the plate in the 
solution during the cell-fixing and dye-washing. The optical density of the eosin dye - 
stained - cells for either washing method (by pouring on the plate and steeping the 
plate) were not significantly different at all dye concentrations. For 0.2% crystal violet, 
the steeping method was significantly higher than the pour method but it had a higher 
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coefficient of variation than the methylene blue dye - stained - cell, so it was not used in 
further studies. Using 0.05 and 0.1% concentrations of methylene blue the steep 
method gave a significantly higher result than the pour method (p<0.05). 

Methylene blue was selected for further experiments. Viable cells were 
fixed with methanol using the unwashed plate method. The plate was steeped in 
solution during cell fixing and then the dyed plates were washed. The optimum 
inoculum size was determined by staining different concentrations of G. intestinalis with 
0.1 and 0.2% dye concentrations. Results from a 0.1 and 0.2% dye were not 
significantly different. An inoculum of 6.25×105 cell/ml gave significantly higher values 
than 3.9×104 cell/ml (p<0.05). Thus, an inoculum of 6.25×105 cell/ml and 0.1% 
methylene blue dye were selected to evaluate the anti-giardial effect of drugs or 
medicinal plant extracts.  

Two methods for the in vitro screening of the anti-giardial activity of 
metronidazole, ornidazole and furazolidone drugs were compared: cell counting and 
optical density evaluation after 0.1% methylene blue staining. Inhibitory concentrations 
(IC50) of metronidazole, ornidazole and furazolidone determined using a microscope 
were (0.14±0.05, 0.15±0.04, 0.14±0.02 µg/ml respectively) whereas using the optical 
density measurement they were (0.41±0.06, 0.18±0.01, 0.26±0.13 µg/ml respectively).  
  Hence this method described above was used to screen for the effects 
of crude extracts from 19 medicinal plants and pure compounds isolated from Atropus 
elasticus against G. intestinalis. The main advantage of the new in vitro anti-giardial 
drug susceptibility assay method is that it can be used to analyze several compounds at 
one time and it is simple, fast and low-cost. However it may not be suitable if the 
medicinal plant extracts precipitate during the test.  
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  ����&	$#�	�����#�;�*�>���4&!'!*��;"� ��;�*;"��	8#����*�$� !��0!�#����*�����
&��8'##!0!� �*�$����*��: "	��*�;���� 9/����$����8����8���#'w �+. "�. ���$��%    
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Hodgson 0!�#w�&��$%��#&'!�����$��*����.�: ��.;"�������#����/������������ 0!�
0���>�����8���w%�*��: ��.��#*�$.��*�����>���� ������	��$	�� �#����*�$� !����"������
���$� 6,.����9/����$�����8���#'w����>��&�����&��$%�'��*����.;"��*�$� !��"��$#�����4��&
������ 
  ����&	$#�	����� ;"��	8�����	8��'�"����8�&	$&�����8	wy���$�!	$ 
� ���$�!	$���!��#����%0!���8#'w�'�9/��*�$�&	$ (Research Assistance) #w�
��$�+����% � ���$�!	$���!��#����% 
  ����>���$�����%#�	�����  ����9/����$����$�!>��	� #�;�*�>���4&!�;"� 0�*�����
;"��	8#����*�$� !��&��#��!'*��*��: &,������5�>�� �����&	$���4&���!�;�;"� #��!'*�
"	��!*��;"�0�* ��.���#%0!��&�� �����. ����z8	�����'��*����.������{|}�����#��0!��'���w%�*��: 
������>�0!� ��8#'w�&�� �����. ��. ���.��: ��#&'!�����$��'��*�� 0!�����:  ���0!� PR 
500 �'�#�����	����. ���.�� ����:  ���0!� PR 504 0!�#'w����!��.#�$�*�$� !�� � ��>�!	��& 
� �#>���,�-� ��8#'w��>��& ���$� 	�������.��8� � 0!���8������"�: � �0�*�����&�� 

�'"���$�������8#'w#'w0�* #'w�*���.#�$� ������	8��'�0!���7��>�!	��&� �
�!�"��0!���	8��'������&�����'�: "�����1"$�!�"  
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Giardia intestinalis ��������	
�����	��������������������� ������������
� �!"��#����	"���$� �!"��#�������%&�%'� ������(	����� ��("���)��'������$���%��*+���%���
�������� �����,)���� �)�-.����$.�)�������'�)���� 2.8×108 '�	���4 (Lane and Lloyd, 
2002) �@���.����'��+��%�����@A(��B��C�&�$)�.��������%!������D'�.'����$� ���)!�!)" 

E�%-.����%�-��(�������$������)"��-�F�����������$���� ���%-�F����$�)��G-�$��
�)#� (Adam, 2001) ��"���@���.���$����(���J��)����J"��������K���' �����,)���� �	��#
-.����("L�!������������-��� ��$��%�����%�����)*+������)&E+���� (Agrawal et al., 1997; 
Harris et al., 2001; Upcroft and Upcroft 2001; Jimenez-Cardoso et al., 2004)  

���@���.��������J"���K���'������)��� G. intestinalis ��$��'������)���       
����	
����� �!"J��)�*�� �����+%����	
���������$*.-��B�, (Trichomonas vaginalis) ���
�%',��������������$� ��("�J"'*� metronidazole (Tracy and Webster, 1996) 
E�%����+� ��("
���)L���$�.	��%d 	�����%��� �J�� ���&*�� ��)���K$ '�*��!" 	�-������ ������-�K '�� ��$
�@��$�) � (Calzada et al., 2006; Vidal et al., 2007) J��� ��("���)�������-��B�,&�%
�.'������f�������%��� (Legator et al., 1975; Gardner and Hill, 2001) ��$�������)�.
��(��)�)��%��%-.�����J��)��+����$��L�	���$..f���'�"����&�%���%��� !������$���� cell 
mediated ��$ humoral immune responses (Sexena et al., 1985) ��$��%������(	�&�%
������)�$��#%�����&�%�	�,��)��$���!)"��.����+&C$������'��f, (Rustia and Subik, 1972) 
��$���%������+���-��B�,&�% G. intestinalis ����'�!�	���� ���.)*+������&E+� (Majewska et al., 
1991; Harris et al., 2000; Liu et al., 2000) �E%��'���� ����������	���(���(�*���	��
�(��d �����q�B�r	"������	
��	����+ 

�)���� � !���B�����E�K�(�*��)�.L�&�%��	� �%d ��� ��	� �	� � �J*+ �                 
G. intestinalis ��(��)�)��% �-*�����'"�(����(�� (�*���	D���$%',�*��d ��)"�����(�����B�

E�%�	��$��B���%��&"�� ���)����."�%)�%�)%��	���%��� 1 )�%��+���B����	����.L�&�%��(�*���
	��%d �����	���J*+�����	
���������J*��D*� ��$��'�����)��#� (�*�����D	����.!)"'��+%�$����
� ��������E%����'���	"�%���&�%����������	�,  
 

 

1 
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		���� 1 �����.����.&"�)�&"����&�%��B����	��%d ����J"�����	����.L�&�%��	���J*+� 
����	
�� 

 
��B����	����. &"�)� &"���� 

- ���)����KC$������% 
(Jokipii and Jokipii, 
1980; Arguello-Garcia 
et al., 2004) 

-  � � � � D � � � ' � � �
�	�	��%�$(���%	��������$
	��	���)�)�'����	�	��%
&�%	���
��, 

- ����$�������$�������	� � D"�

 ��&� %	� � � J*+ � ��� � ( �* � ��
������%���!��.�.����	�������%
��" � !������D�.� %	� � !)" 
(Sousa and Poiares-da-
Silva, 1999) 

- �����.��+%������$	�)
&�%�J*+� (Cruz et al., 
2003a;b) 

- ����D�(#����KC$&�%
	�� �J*+ � ��*��%����������
��$����)"����	� 

- 	� � � J*+ � � � � � $ ! �� �� � � �
� � � $ 	� ) ( � � � J*+ � �� � � �
����A�	�.�	��� (Wright et 
al., 1992) 

- �����.� �����J*+� 
(Campanati and 
Monteiro-Leal, 2002; 
Jimenez-Cardoso et al., 
2004; Calzada et al., 
2005; Gadelha et al., 
2005; Sawangjaroen et 
al., 2005; Freitas et al., 
2006; Anthony et al., 
2007) 
 

- � �!)"%��� ��'�D�� - � �!)"���(��	������%&�%
������$	"�%	������ ����
�����$�J"������� �����+%
������)'���L�)-��)���
�����.)"�� (Fumarola et 

al., 2004) 

- ���	�����)�����C
���
��������J*+���.�&"���
�
��, (Oxygen uptake) 
(Sousa and Poiares-da-
Silva, 1999) 

- �J"�'�*��%�*����!��
�.
"�� 
!��	"�%�J"��������	f�- 
�� % �  � �� � �� B� ��� %� � � � � $
��)��#�  

- �'�*� �%�*���� �J"��)  (Clark-
type oxygen electrode) ��
��'��-% 
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		���� 1 (	��) �����.����.&"�)�&"����&�%��B����	��%d ����J"�����	����.L�&�%��	�� 
�J*+�����	
��  

 
 
����E�K�'��+%��+����.����	�x���������"��	���J*+�(�*��
��,�����%��J���	��$

��%'%���$	�)������.f�J�$����J"���+�%(��%��L���.��(�*�������J"�)�.)"�������J"�"���
��,
����d !� ��"�� �����)'�����)�)��*��% ����$���������%���)��������"�@A(��(�����+ �@���.��
������������	�,(�����������!)"�J"��B���+�������$������$��B�f�-&�%��(�*���	��%d 	�����
J�-�*��d �J�� ����J"� neutral red �"���J*+� herpes simplex virus (Danve et al., 2002) ��$
�J"� crystal violet �"���J*+� Mycobacterium tuberculosis (Castro-Garza et al., 2007) �	���
���� ����J"��.����	
����� �!"��+���%�������-��% 2-3 �����������+� �J�� Busatti and Gomes 
(2007) �"���J*+� G. lamblia �����%'%���$������.f�J�$����J"���+�%)"��� methylene blue ��$ 
Maurya ��$'C$ (2006) �J"� eosin �"�� Entamoeba histolytica ��"���)'�����)�)��*��%
&�%�)"�� microplate reader �)�-.�����B�����(�����+����D�J"	����.L�&�%��(�*���

��B����	����. &"�)� &"���� 
- ��$�����)�����("
'$������$)�. +1 DE% 
+4 (Upcroft and 
Upcroft, 2001) 

- �J"���������	����.!��
��� 

- 	"�%�������$.���C,��$
'���J ���A�����)���"�
� ��������.����.��.(���
' �.'� � 
E� % � $ � ��' � ��
�	�	��%!)"����$(���%(���
�����'����&"�&"�&�%���"��
��.(������!��������$�������
��$����'����d ������+���$
�����'����	�	��%&�%L����
!)"�$(���%L�"��$�����	��$'� 

-���'��$(,�)��J" MTT - %��� ��'�D�� ����D
	����.��� �������!)" 

- � �� ) � |� �� �� � � � $ ( �� � %
����$��. formazan ��.
��(�*���(�����+�%�J*+� � ��("
����!)"!��!)"���)����|�������
��)��J��&�%�
��, (Fumarola 
et al., 2004; Benere et al., 
2007;) 
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	"���J*+�!)" �	���B�����(�����+��%!��������E�K������.����.����%�����$..�$(���%�J��)	��%d 
(�*��@����	��%d ���������&"�%�����+%��B�����"���J*+� �)��G-�$���� ����J"�������$����
� �����J*+� G. intestinalis �����%��J���	 
 ��)���%(���������E�K�'��+%��+�-*��-�F����B������$������$��B�f�-&�%��
	"���J*+� G. intestinalis ��(��)�)��% �)��J"��B�����"��� ��$��)'�����)�)��*��% �-*���("
!)"��B������)��#���$�J*��D*�!)" �)��E�K��@�������������&"�%������"�� �J�� � �����J*+������	"����
�(��$� �@���������� ��("�J*+�������$	�)������.f�J�$����J"���+�%(��)����"������)��&�+�	��
����"�%��(����� J��)��$'����&"�&"�&�%���� �J" �)����� ��*���J"�E�K� '*� eosin,      
crystal violet ��$ methylene blue �E�K���B�����"���J*+������.����.��.��B���	�x������J"���
��������!� '*� �����.� �����J*+������%��J���	 (Aley et al., 1994) �-*��(���B�������)�����)�����
��$����� �����J*+� G. intestinalis ��������� ��$� ���B�������!)"��+!���$���	,�J"�������$����
��$��B�f�-&�%��	"������	
����� �!" 3 J��) '*� metronidazole, ornidazole ��$ 
furazolidone �-*��(�'����	�x�� �(��.��B�����(�������*�� �����+%� ���B�������!)"���J"�����
�)�.����)(��.���!-���$����).����B�r!���"������ 25 ����) �-*���E�K������
&"�� ���)������J"(�*�!�� 
 
��
������	 
 
1.1 ����� Giardia intestinalis (Syn. G. lamblia, G. duodenalis)  
 
1.1.1 ����
� 

Antony van Leewenhoek ����L�"'"�-.���	J��)��+����'��+%�����������$&�%
�&���%���4 '.�. 1681  	�������4 '.�. 1882 Kunster !)"	�+%J*����� (genus) ��+��� Giardia  
�	����4 '.�. 1888 Blanchard !)"	�+%J*����� Lamblia intestinalis  �-*�����������	���� Lambl 
E�%
!)"�B�.��������%���KC$&�%�J*+���+����%�$����)����'�������4 '.�. 1859 ������	�������4 
'.�. 1902 Stiles !)"�������J*������ G. duodenalis  f��(��%���4 '.�.1915 Kofoid ��$ 
Christiansen !)"���J*����� G. lamblia �-*�����������	���� A. Giard ������� ��$�-. F. 
Lamble ������%���� (Adam, 2001) ����������� G. lamblia �������	����	
��&�%'�	�����
���'"�-. G. intestinalis ��)������ Phylum Sarcomastigophora, Class Zoomastigophorea, 
Order Diplomonadida ��$������ Family Hexamitidae 
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��������J*�����$)�.J��) (species) &�% Giardia ��%!���������	��%������J�) 
�	����@���.������������	�,!)"����("�������)�.�%����������)��J"���KC$������%&�%��     
�)���.�)� (median body) �.�%���!)" 3 ����� (type) )�%��+ (���-, 2545; Filice, 1952) 

1. ����� Giardia agilis-type -.���	�,'�E�%.�'�E�%�+ � ���KC$&�%�����
��),������%
�������� 20 × 4.5 µm ���)���.�)��������(�)�+ �	� (tear drop (�*� club-shape) 
���������&���	��'������&�%	�� 

2. ����� Giardia muris-type -.���	�,��$ �	�,��*+��'�����$�� �����
��),
������%��� �+� ��$��&��)��#� �)���&��) 10 × 7 µm ���)���.�)�  ��������%��� 
2 �"��&��)��#�����	�%���%	�� 

3. ����� Giardia duodenalis-type -.���	�,���+�%���)"���������+%'� �	�,��$ 
�	�,��*+��'��� ��$���-.������� �����
��),��&��) 11-16 × 5-9 µm 
���)���.�)� �����KC$'�"�����(%��&�%'"������J"D��	$�� (claw hammer) ����
&��%� �	�� ����$-. 2 �"��  
 

 �������E�K�	�����)���'������	��%d -.���������(�����+��%��'����	�	��%
��� )�%��+�����������	�,� ����(�E�% ��%'%�J"J*���)��'*� G. intestinalis 
E�%�����J*+����-.��'� 
��"�������$�����%	$���	��$�����J"J*�� G. intestinalis �	�����$�����%�������$��
(f�-�
����	 ���.����J*�� Lamblia intestinalis 
E�%����J*������J"���.��� � ��("���)���D��D��%
����������J"J*���)�E%�$����J*������(��$�����) �	�����$���(��x����������%'%'�"��'���.J*��
�)��'*� G. lamblia )�%��+��E%�����J"J*����+	��!� ��*��%�����&C$��+��%!����&"�	��%�������������
����������������J*�� Giardia ��'� )�%��+��E%&��J"J*�� G. intestinalis 

   
1.1.2 ���	���� !� 

1. �$�$�����
��), (trophozoite) 
Giardia intestinalis ���$�$�����
��), (������ 1�) �����KC$'�"������-�,

(�*�(�)�+ �	���*����%���)"��.� ��&��)�����$��C 9.5-20 µm ��$��"�% 5-15 µm D"�
��%)"��&"�%�$�����KC$'�"��J"�� (Wolfe, 1992) �)���������"��&"�!��$����.����C&�% 
sucking disc (���)�)) ��&��)�����$��C 10-15 µm 
E�%�����'�%�"�%��������$	�)��.
L��%� �!" (Tessier and Davies, 1999) ������'��� 2 �"������)"��.� �����
��),��       
��������� 8 �"� (4 '��) ��$���'�%�"�%�)��J�) �����������)���.�)� ���%� �	�� 
E�%�'�%�"�%
��+�J"��$��.�������)����� Giardia 
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f���	"��"�%��������,����#�	��� ���)���.�)���$��.)"�������!��'���.��
�'"% (�"������%!�����.���J�) �����
��),!��������
!	�,��" (axostyle) �	��"�������)��%���
��������%� �	����+���������
��� (axoneme) &�%���������������%����)"���D��'"% 2 
�D� �	��$�D���$��.)"��!��'���.�� 10-15 �"� �"��!�" 

�����
��),��������)�)���$	�)��.L��%� �!"��#����)���)���� �)���!����
���$	�)&E+�������.�@����(�������% ����$�������� �%���$(���%���)�)��.���������)"��
�"�%���$.�)!��� (�*�����J"(������$��.&�%���)�) ��$ ventrolateral flange (�*�
�|��������$(���% receptors &�%��	,��$���	 

2. �$�$
�	, (cyst) 
�����
��),��������������
�	, �)�)E%����������&"�!���!
�	-��
E� 

�(�*�����'���)�������������$������J��%���%&�%!
�	-��
E� ��"�(���%����(�"�	����������

�	, '��$������'��+!)"D"�!)"��.�J*+����$�$�������
�	,�&"�!� 
�	,��������%���!&� (������ 1&) ��
&��)�����$��C 8-12 µm ��$��"�% 7-10 µm ��$�� fibrous proteinaceous wall �"����.
���� 
E�%(����$��C 0.3 µm (Adam, 1991) 
E�%� ��("�(#����L��%&�%
�	, �� 2 J�+� f����
�	,
-.���������'��� �)�
�	,����������'��� 2 ��� ��$
�	,���
E�%�����$�$	�)	�� ������'��� 4 
��� &E+�������.����.�%����'�������.��C,(�*�!�� f���	"��"�%��������,B���)��(#�����
��� 
�����"�-�)	�����&�%
�	, ����"��'"%(����"�����J�+����&�%���)�) ���)���.�)����-.
���$�$
�	,�$�����$��)��$�������!��'���.����!
��-��
E� ��J��%���% (lacuna) ��!

��-��
E����&�+�(�E�%&�%
�	, (����	� ��$ ��	���	�,, 2546) 

   
 
 
 
 
 
 
 
 
����� 1 Giardia intestinalis ���$�$�����
��), (�) ��$�$�$
�	,����"��)"��� Trichrome (&) 
����� : (�) http://www.inselhunde.de/images/Giardien2.jpg 

         (&) http://www.mt.mahidol.ac.th/eLearning/Parasite/giardialamblia.html 

 

� & 
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1.1.3 �������
 (����� 2) 
  Giardia 	�)	���&"���'��)��������$�$
�	,���������������(����$�+ �)*��(�*�
!)"��.
�	,���������$�&"���%����)�	�% �����
��),������
�	,���� �!"��#����)���)���� 
��$������.�%	����&C$���� ���%������
�	, !)"���	�$�$�����
��),�%	�� (Wolfe, 1992) 
&.�������+%(�) (excystation process) �J"���� 10-30 ���� �����
��),�.�%	����� 1 ���� 
2 	�������� (longitudinal binary fission) ����%��)��#� �����
��),�J"���)�)���$	�)����
.�L��&�%�
��,.�� �!"��#����	"� ���)���)���� ��$������� (��%����-���� ����!��$�$(�E�%
��"� �$���f�-�����$�$
�	, (encyst) ��*�������
��),L���� �!"��#����������� �)���!�
�������$	�"��("��������������
�	,��%!�����.���J�) (����	� ��$��	���	�,, 2546) ��$
�	, 
�������.������$����%��)�"�� (Lebwohl et al., 2003)   
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
����� 2 �%��J���	&�% Giardia intestinalis 
����� : http://www.mt.mahidol.ac.th/eLearning/Parasite/life_cyclegl.html 
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1.2 ��	%���&	'������� Giardia intestinalis 
Giardia intestinalis �������	���-.!)"������� -.������&	�.������������&	

����������(��� �)��G-�$.����C�&	�"�� (tropics) ��$�&	J�)�"�� (subtropics) (���-, 
2545) -.'���J��&�%��'���)#��������L�"�(A��)��G-�$���)#�'��.'����(A� ��D��
%�'��$(,������������������ ���������$D�������.���+�%�)#� '�)�����"���$ 2-20 
E�%����(A�
�����)#����������	� ����� 10 �4 (Arbo et al., 2006) ��$��������	
�����-..�������)����%�)��
��(�� ��'�����,)����� 	�)���)�. 1 �� 10 ��'���	��� �'�A��'� �)�-.L�"�������������'    
�����,)���� 200 �"��'� �����J�� ������� ��$��	��������� ����$���(��x���������L�"����
�&"���.������K������%-��.��� ���� 5,000 '�	���4 (Lengerich et al., 1994) ��������+��%
-.L�"	�)�J*+�����(��� ���� 500,000 '����	��$�4 (Thompson, 2000) �)����	�)�J*+����
�(A��$-.�������$���� ���%-�F����$��C�"���$ 20 ��*������.��.��$���-�F����"���
��$��C�"���$ 5 (Roxstrom-Lindquist et al., 2006) ��$��%������(	� �'�A&�%��' 
waterborne diarrhea (Lengerich et al., 1994) 
E�%-.����$.�)�$(���%�4 1960 ����$���
����� ��$��$���(��x������� (Farthing, 1992) ��$���4 1976-1994 �����$���
(��x������� (Furness et al., 2000) �-��%�	�!������|L�"���J���	�����'��+ �	�,��������%��
���	���-. G. intestinalis !)"��� ���& ��� �' ��$.*� ��$	��.�����, (Buret et al., 1990; 
Thompson, 2000) 
E�%���D*�������	,���	��!)" '��)�����(A�	�)��'��+��� 

1. �����(��(�*��+ �)*�������������
�	,�$�$	�)	�� �J�� ����$.�)�������'�
������� 50,000 '�����x������� ��$���(��x����������4 '.�. 1969 
���)������)*���+ ����!��$��) �)��G-�$�+ ���$��(�*��+ �.�)�����!��L���
�������J*+� (�*��+ �)*��������������+ ���'����$!�������. �.�)(�*�. �.�)!��
)� .�%���-.L�"	�)�J*+������������+ ����$�+ ������������������$&�%L�"�����
�����+ � (����	 ��$ ��	���	�,, 2546) 

2. �����L��)�	�% (fecal-oral) �)��G-�$D���������) 
E�%���&������!��)� 
�J�� D����.���+�%�)#� ��(	� ���)���-q	������)#�.�%��$��� 
�)��G-�$�������)�)��+�����C���+�$-.'���J�����	�)�J*+����)#��������
(�)�)�� (toddlers) ��$���L�"����������L"��"���("�)#���"�!���"�%�*��������
��$��.��(�� �����+%�����L��	�,���	�)�J*+� ���	�)�J*+��$(���%��J����
'��.'�������)#����	�)�J*+� (Lee et al., 2002) ����	"� 

3. ��%�-���-��B, (sexual) �)��G-�$������������
�
�� (Wolfe, 1992; 
Mayers et al., 1977) 
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L�"	�)�J*+���"�(��&�)!)"��% 
E�%������)���f���'�"����J��)�
��, ������ ����
����$���	��%d -.'���J��&�%��'	�+%�	��"���$ 21-25 &E+�������.������������ ���� �&������
��%��)�"����$)����������&�%��$�����+� ����$���!��-.���	�)�J*+����)#�J�.�
��$��C�"���$ 5-20 (Chulalerk and Saepoo, 1986) ����$.�)�������,���	, ����$���
(��x�������'���J���%���)#� 1-4 &�. ��$��� Mount Isa ����$������	�����'���J���%
���)#� 1-5 &�. ��'�$.�)��.�%�(�%������)������)*���+ �!��$��) 
E�%��������+ �.�)��(�*�
� �B��(�*��+ ���$�� �E%����������'��+��� hiker�s diarrhea (�*� picnicker�s disease  

	������%���������(	�&�% traveller�s diarrhea !)"��� ������%������J��
(��x����������!��
#��4�	��,�.��,� ��$������
���$(���% '.�. 1960-1973 �"���$ 23 ��
�����&�%��' �"���$ 81 &�%'C$� �%������%',�����
� (NASA) ���!���%�
#��4�	��,�.��,�
���J*+���������$ ��&C$���-.�-��%�"���$ 4 &�%'����!���%��*�%�*��d &�%���
��  �(��.��
��$���!�������� ����D�����+�%�)#�� �-�"� 25 �(�%�����%��-�(��'� -.'���J���"��
�$ 20 ��$����"���$ 1 -.���	�)�J*+�������. Cryptosporidium (Janoff et al., 1990) ���D�����
���+�%�)#�� �-�"���%(��)�J��%�(��-.'���J���"���$ 40 (����	��$'C$, 2533) ���)#���������
��$D��E�K���%(��)�J��%�(��-.'���J�����&	��*�%�"���$ 3.9 �&	J����*�%�"���$ 11 ��$
���&	J�.��"���$ 15.3 (��K���$'C$, 2530)  
 
1.3 �	�	(��)&	*��+	)'��,-������%�	� Giardia intestinalis 

�$�$�@�	��&�%�J*+��J"���� 9-15 ��� (Wolfe, 1992) '��������%&�%��'���)���
�@����(�������% �J�� �$..f���'�"����&�% host ������$f��$&�)��(��&�% host ��-��B�,
&�%�J*+� �����C�����	�)�J*+� ��$���	�)�J*+�������.�J*+�	���*�� (Faubert, 2000; Roxstrom-
Lindquist et al., 2006) '����	�)�J*+��.�%!)"���� 3 ����� '*� 

1. ��������!��������� (asymptomatic) 
E�%�������������(A�����)�����DE%�"���$ 
60-80 (Farthing, 1992; Tessier and Davies, 1999) 

2. ����������������..�G-�$ (typical disease) !)"��� ��������$���%(�*�����
�(�� �����-��� ��)�"�%���#%��$�+ �(����) �$�$�@�	��&�%��'��$��C 2 
��)�(,��$�������%'%������$��C 6 ��)�(, (Adam, 1991) ��"��$(��
��������)�%������� 2-4 ��)�(, (Lewohl et al., 2003) �J*+�����$(�)!�
(�*�!��(�)!��#!)" 

3. ��������������������% ����������"�� '��������%&�%��'�����������.�����
��)�"������$�-�$��(�� (achlorhydria) f���'�"����.�-���% (Faubert, 
2000) &�)����(�� (�*��*��d ���	�)�J*+����)#����� ��("���)�)
E���(��
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L�)��	� (malabsorption) ��$���) celiac-like syndrome .�%'��+%���)f��$
!��)�)
E�!&��� � ��("������$��!&������ (steatorrhea) 
E�%��!��������J*+�� �
�("���)f��$��+��%!�����J�) ��L�"����.�%������	�&"�!���D�%�+ �)� � ��("���)
�������.&�%D�%�+ �)�!)" ��$���-�F��!��������	�)�J*+���*+���%!)" (����	� 
��$ ��	���	�,, 2546) 

 
&"��%��	DE%'����	�	��%�$(���%f��$���C,	�)�J*+� Giardia intestinalis ��$ 

Entamoeba histolytica )�%�)%!�"��	���%��� 2 
 

		���� 2 �����.����.f��$���C,	�)�J*+� Giardia intestinalis ��$ Entamoeba histolytica 
 

&"������.����. G.  intestinalis E.  histolytica 
�$�$�����J*+������ 
�$�$�@�	�� 
ID 50* 
'���J����'���	� 

�	,��������$&�%L�"������� 
�$�$�������	�)�J*+� 
� ����
�	,����������������	��$��� (� �����%�))
'���	"�����	���$)�.'�����������+ �	����	� 

6-15 ��� 
7-12 ��� 
25-100 
�	, 
DE% 20% 
� ������� 
�+� (<3 �)*��) 
9×106 

����� 

4-8 ��� 
����%�"�� 3 ��)�(, 
<2,000 
�	, 
!������ 5% 
!���� 
��� ((����4) 
45×106 

����� 
* � ����
�	,�������D�����'�("L�"!)"��.�"���$ 50 	�)�J*+� (Symposium on giardiasis, 1980) 

 
f��$����
"�����������)&E+�	���� !)"��� �+ �(����)�%��*��%���f��$&�)

��(�� �������&�%���&�)��������)#���#�d ���������(	�&�%�������A�	�.�	J"�������	� 
(Wright et al., 1977; Carvalho et al., 2004) ���)�)
E�!&��� ����' ��'�	 ��	������ ��$
��	����.� 12 L�)��	���L�"����.�%��� (Gardner and Hill, 2001; Ortiz et al., 2001) f��$&�)
��(��� ��("L�"����������	�)�J*+���+!)"%���������	� f��$�������)����$�-�$	� ����f��$&�)
��(�� atrophic gastritis (�*�������L��	�)�$� ��("	�)��'!)"%���������	��J����� ���)#���#� 
L�"�%������$L�"���������f��$.�-���%&�%�$..f���'�"�����#������������'!)"%���������	� 
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1.4 �	�����/�&,-������%�	� Giardia intestinalis 
Giardia intestinalis ���$�$�����
��),���!���������.������$L�"���� 

����"�����C����L�"�����������������$���%����%�����%  �(��.��������G����("�%�|�.�	����� �
�)����	���(��J*+����������$�)�	�%)"����"�%��������,����D-.�J*+�
E�%�����G��!)"����%
������ �	���*��%���
�	,&�% G. intestinalis !���������������$����%�� ���������� )�%��+�
���	���������$
+ � 2-3 '��+% �$J����("������-.
�	,���&E+� ��*��%����$�$�����J*+�����|
��������$�$�@�	��&�%��' ��$�J*+�!���������������$����%�� ���� �	��$������ 3 �.. '*� 
�..��� -.�J*+���������$���'��+% �.. 2 -.�J*+����"���$ 40 &�%������$ ��$�.. 3 -.
�J*+���J��% 1-3 ��)�(,��� �)��$	���-.
�	,��������$���L���.�+ ����*���"���%)�)"��
��"�%��������,�..B���)�(�*�D"��J"��B�(�)�!���)���%!��#�$J���� ��("�(#�J�)&E+� ��*��%���
����'����$	�)��+ �	��&�%!���)�� (Wolfe, 1978) ������$L�"������������ ��$!&����	�!����
��*�) ������$����(�*��(�� ���-.!)"��+%�����
��),��$
�	, ��&C$���������$��	����-.
�	��$�$
�	, �%��	�(#������
��),�������,������$)!)"%��� �)�)�����'�*������&�%�J*+� 
E�%
��"����KC$����'�*�������..�.!�"���% (falling leaves) '*� -���	��'�� �(%����.!����$(���%
����'�*������ (swaying movement)  

��.�%'��+%D"�L�"�����������&�%��'�	�	���������$!��-.	���J*+� ���
� �����	"�%��#.��%�%	������&�%�(����� �!"��#���	��� �����%��������)�)&�%�(�����
���	"�&�%� �!"��#����)���)���� (duodenum) ��	����-*��(��J*+����$�$�����
��),��
����	���-.�%&E+��������	���������$����"���$ 50 �����"���$ 70 (Kumath and 
Murugasu, 1974) �J�� ���)�)�)��)(��)�&"���� �!" (duodenal intubation) (�*� ����J" 
Enterotest® capsule �'�
����+����)"��!������� 1 ��	� �������	�)!�")"��	�"��+ �(��� 
��+%(�)��#.�"��!�"���'�
�����������$���������L������� ��*������'�
���%!���������
�$�$��� )"��'���	���%!�!)"DE%������� G. intestinalis �$���$	��)"�� ��*����)"��&E+����#
� �&�%�(��������$	�))"��!�	���)"����"�%��������, (Wolfe, 1992) 

��������+��B����	�����%("�%�|�.�	�����*��d �������D� ���J��������
�����G����' !)"��� ���	���)�-��B�f�-&�%� �!"
E�%��'���!��"���$ 82.5-100 (Kamath and 
Murugasu, 1974; Oberhuber et al., 1997) ���	���������$)"����B��&"�&"� �J�� zinc 
floatation technique (Faust et al., 1938) (�*� formalin-ether concentration technique 
(Ritchie, 1948) �$J����("�������-.
�	,�����&E+� ��������B�)�%�������"� ���	���
�����G������ �!)")"����B���%�+ ��(�*�%�)����	���(����	�.�)�	��	���J*+� Giardia �J�� ���
	���(��$�$
�	,��$�����
��),��������$)"����B� enzyme-linked immunosorbent assay 
(Ungar et al., 1984) 
E�%��B���+��'���!������	����-���&E+��"���$ 92-96 ��$��'���� ��-�$
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�"���$ 95-100 (Tessier and Davies,1999) ���	���(�)"����B� enzyme immunoassay 
(EIA) 
E�%��B������+��*������.��.���	���(��)������%)�)"����"�%��������,��'���!��-���&E+�
�"���$ 96.3 ��&C$������)�)"����"�%��'���!��"���$ 88.9 (Hanson and Cartwright, 2001) 
���	���(����	����&�% G. intestinalis ��������$)"����B� Counter current 
immunoelectrophoresis 
E�%��'���!���$'�������J*��D*���*��	����.��������$������.���
	���&�%�(��������	"�&�%� �!"��#����)���)���� (Craft and Nelson, 1982)  

���	���(���%�C������ '*� polymerase chain reaction (Ghosh et al., 
2000) �)��E�K� 16S rRNA gene ��$ ���	���(�
�	,��������$)"����B� fluorescent in situ 
hybridization (FISH) 
E�%�$��'���� ��-�$�%��$��'���!������	���(�����	
�������J���	��
������$��$	������%��%��)�"�� (Dorsch et al., 2001; Lemos et al., 2005)  

 
1.5 &	�����&12��2��	�� 	,-������%�	� Giardia intestinalis 

������("L�)���$�����J"�������)'*� ������� nitroimidazoles ��$��.)"�� 
metronidazole, tinidazole, ornidazole ��$ secnidazole �)������������+D��'"�-.�� '.�. 
1955 ��$����$��B�f�-�����	"�����	�)�J*+�����	
��(���J��) (Gardner and Hill, 2001) 
�� metronidazole ��$ quinacrine �����������.!)"�������$��B�f�-DE%�"���$ 90 (Farthing, 
1992) �����+%�� furazolidone ����D� ������K�L�"�������������'�����,)����!)" (Adam, 
1991) 

Metronidazole ��$ tinidazole ����$��B�f�-�%��������K���'�����,)���� 
�����������+��)���� broad spectrum �����	"�� anaerobic bacteria ��$����	
�� (Adam, 
1991) �	� metronidazole ��������������J"��������K����������� ��q�B�r	���$��.���+%�$�$
�����
��),��$
�	, �����+%�J*+��.'������-�����!���J"���
����(���J��)��$�J*+�����	
�� 
�J�� Trichomonas vaginalis, Giardia lamblia ��$ Balantidium coli 
E�%���$!���L�� ��("
���)�|���������)��J����� nitro group &�%����. ferridoxin � ��("���)����$��.�J�%
"��������
-�K	���
��,&�%�J*+� ��.��+%����"�% DNA &�%�J*+� ��$� ��("�'�%�"�% helix &�% DNA D��
� ����!� � ��("�A���(�"����!� (��	��, 2539; ���, 2541; ��$���x���)�r, 2542; Gillis and 
Wiseman, 1996)  

�����&"�%�'��%&�%�� metronidazole ���-. 
- 	���$..��%�)����(�� �)�����(A�'*� ���&*�� (metallic taste) '�*��!" 
������� �.*����(��  
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- 	���$..��$�� ���-..�������) '*� �������%����� ��)���K$ (���, 2541; 
��$���x���)�r, 2542) ��������+��%��L�� ��("���)'�������-�K	���$..
��$��(��!)"��.���������C������ (Gardner and Hill, 2001) 
- 	��L��(��% ����������'�� L*����-�K ������*��d �J�� �@��$�. 
�@��$��+ �	���&"� (��$���x���)�r, 2542)  
Quinacrine ������	"�����������������D�J"��������K���'�����,)����!)" 

�)�����	�����(����������"���$ 90 �	���q�B�r&"�%�'��%(�������%
E�%�$-.��� �)��G-�$
���)#� �J�� ��������K$ ��)���K$ ������� �@��$����(�*�% �"�%��� ��!&" (Wolfe, 1992; 
Gardner and Hill, 2001) ��q�B�r&"�%�'��%	���$..��%�)����(�� L��(��% ��!�&�%����%!��
����D�B�.��!)"����%J�)��� �������.��+%����	
�����)����������	��&�%���&"�!��� 
DNA &�%�J*+� G. intestinalis 
E�%������(	�&�%�����.��+%����%�'��$(,��)���'�����&�%�J*+� 
(Gardner and Hill, 2001)  

Furazolidone �������������$��B�f�-)������	"���.'������ �J�� Klebsiella 
spp., Clostridium spp., Staphylococcus aureus ����	"� ����������J".������)#���*��%������
&���$�����&"�%�'��%�"������ quinacrine �	���$��B�f�-��������K��"������ quinacrine 
��$ metronidazole (Adam, 2001) ��!���������q�B�r��%!������D�B�.��!)"����%J�)���
�	���!�� ���������$��.��� �'�A&�%�
��,��$��.)"�� DNA (Gardner and Hill, 2001) 

��+%�� quinacrine ��$ furazolidone � ��("���) toxic psychosis ��$���� ��("
���) hemolysis !)"��L�"��������� G6PD deficiency (��$�%', ��$ 'C$, 2539; Speelman, 
1985; Wolfe, 1992) 

��������� nitronimidazole derivative ���!)"L�)������� ���)����	
�� ��
L�&"�%�'��%�"��(�*���*�.!���� ���������+��������J"���!)"��� 

1. Metronidazole (Flagyl®) 
&��) �(��.L�"�(A� 250 ��������� ����$ 3 ���� �������� 5-7 ���(�*�

����$ 2 ������������ 3 ��� (���, 2539; ��$���x, 2542; Lebwokl et al., 
2003) &��) �(��.�)#� 5 ���������/�������� ����$ 3 ���� �������� 7 ��� 
(Wolfe, 1992) 
2. Tinidazole (Fasigyn®) 

�("L�������K��%DE%�"���$ 95 ����("'��+%�)��� 2 ���� (�*�����$ 300 
��������� ��� 7 ��� (Mendelson, 1980; Speelman, 1985) 
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3. Ornidazole (Tibera®) 
&��)����J" 2 ���� '��+%�)��� (Gardner and Hill, 2001) ������%����

(���D�.�� (Levi et al., 1977) -.�������D���K�!)"(��&�)��*�. 100 
����,�
�	, L�"������	����!)")� ���!��-.�����&"�%�'��% �	�����$�� 
transminase &E+��%J���'���!)"��.�%���  

 
1.6 �	-��-41(���5����� 
 �@���.����%!������'
�����%�����'�����,)���� ������%���� �!)"�)�������K�
�&���������.�''��(")� ���K�'���$��)������� �J�� ����"�%�*��("$��)������.��$���
��(��(�*�(��%����������L"��"���("�)#���$(��%���������("�%�+ �  ���)*���+ ����	"�����"�
��.��$�����(������� �����+%'�.'�����%���
E�%����-�($� �
�	,��������������(�� ��$
���%��������������&�%������$�%���(��%�+ �&�%J��J� ��*��%�����'��+�� infective dose 
'���&"�%	� � ���!)"��.
�	,�&"�!�!��DE% 100 	���#������'!)" ��$
�	,&�% G. intestinalis 
'���&"�%�������C(f���	� �����D������)!)"���������� 3 �)*�� (Wolfe, 1992) �����C(f���    
8°C ����!)"��� 77 ��� ��$��� 21°C ����!)"��� 5-24 ��� ��������C(f��� 37°C !������ 4 ��� 
����%!��#	���J*+��$D��� ����!)"�����C(f��� 50°C &E+�!���$ �� 2-5 ����,�
#�	, �4���(�*�!�

�� (Wright et al., 1977) �����+%�J*+���%�����	��������)"��'����� )�%��+����	"��+ ��("�)*�)
����%�"�� 3 ����(�*����%�$����D� ���)
�	,�("(�)!�����+ �)*��!)" (Steven, 1985; 
Tessier and Davies, 1999) ���������)*�������)��$	�)�J*+�!)"����-��$���+ ���&�%���)�
�����!
�,!��� (����	 ��$ ��	���	�,, 2546) 
 
1.7 �	
�����7�'��&	
������� Giardia intestinalis 2�8��%�%��� 

��B����	����.L�&�%��	���J*+�����	
����� �!"��(��)�)��%��)"�����
(�����B� �J�� ���)����KC$������%)"����"�%��������, (Jokipii and Jokipii, 1980; Arguello-
Garcia et al., 2004) )������.��+%������$	�)&�%�J*+� (Cruz et al., 2003b) 
E�%��B�����(�����+�#
-.�@A(������	����. 	������%�J�� �@A(����������'��$(,������%&�%	���J*+� ����$�����
��$�������	� �D"�
��&�%	���J*+�����(�*���������%���!��.�.��� ��"���������%��"�!������D�.�%	��
!)" (Sousa and Poiares-da-Silva, 1999) �����B������.� �����J*+������%��J���	����(��%��L� 
��.���)�����"��)"��� trypan blue (�
��,�����J���	�$!��	�)�) ��$' ���C�)��J" 
haemocytometer f���	"��"�%��������,�#����������� (Campanati and Monteiro-Leal, 2002; 
Jiménez-Cardoso et al., 2004;  Calzada et al., 2005; Gadelha et al., 2005; 
Sawangjaroen et al., 2005; Freitas et al., 2006; Anthony et al., 2007) ��*��%�����B���+����
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��B��������J"��B�	����.���%��� $)�� �J"�����C,���!�����%��� �	���B���+� �!)"���(��	������%&�%
������$	"�%	������ ���������$	"�%�����'���J ���A�����)��-*�����'����	�	��%
�$(���%�J*+�	��������$�J*+�	��	�� �@A(��(�����+� �!�������J"��'��' colorimetric �)�����J"�
����	�	��%����"��	���J*+������%'%���$����	�)��.f�J�$����J"���+�% Busatti ��$ Gomes (2007) !)"
�"���J*+� G. lamblia )"�� methylene blue ��"���)'�����)�)��*��%&�%�)"�� microplate 
reader ����.��.��B������.� �����J*+� '�� IC50 ���!)"���L�����)��%�$(���%��B������)'�����
)�)��*��%��$��B������.�)'�"�%��.L�"�����'��*��d �'�������)��%�J"�����)�
��,�����J���	
)"���'�*��%��)���)�)��*��%�)���������!
�,��������)�|���������)��J��&�%�������	
��
J��)	��%d �J�� ����J" nitro blue tetrazolium (NBT) ��$���������)J���	&�%�J*+� 
Entamoeba histolytica ���$�$�����
��),  (Mukhopadhyay and Chaudhuri, 1996) ���
	�����)� �����J*+� G. lamblia �)��J" XTT ��$ MTT (Wright et al., 1992; Arguello-Garcia 
et al., 2004; Benere et al., 2007) �����+%���	���(�� �����J*+������)J���	&�%�J*+� 
Trichomonas vaginalis �)��J"� alamar blue �E�K���������.'�C�.�	� ()������������)"��	�) 
��$�����C (��) fluorometric &�%'����&"�&"��������D��.��+%!)"�"���$ 50 ��$ 90) (Aldrete  
et al.,2005) �����B�����"��	���J*+������J���	)"��� eosin ��%!���'�������J"��.�J*+�                   
G. intestinalis �����J���	���$�$�����
��),  �	��'��J"!)"L���.�J*+� E. histolytica 
E�% Maurya 
��$'C$ (2006) �J"� eosin �"�� E. histolytica �-*��(���$��B�f�-&�%��	"������	
����$
� �'�����!)"!�(�'�� IC50 
E�%��B����)�%������J"!)"L�)� �(��.�J*+�	����+ 
 
1.8 ��&��1,�,
:�� 

��������'��J��)����$��.�������,��$����������, ����(A������+ ����) �
D���(�� (coal tar) (�*� ���-��B,&�%�.�
�� (benzene derivative) (Carson, 1997) �����$��	�
��%!�����.���J�)����'�����'�������!)"�������� �����J"�"��	������% �J��)��������.���E�!�"��
���� ����J" '*� �'��,��� (carmine) ��$ ����)��� (indigo) ������J"�������%�-��(������4 '.�. 
1850 	�������4 '.�. 1856 ������� !)"D��� ����J"���&E+� (��%�����+�����	"���!)"�����
'"�-.�	��%d ����������� �-*��� ����"��	������% �����J"�"���
��,(�*��'�%�"�%&�%�
��,
�����������������&�%���*���$��.)"��!����.����$�. ������(��� chromophoric ����)%
!����.�������������)%� ��������$�f���+��� basic dyes (���$�f�)��%) �J�� methylene 
blue �����&�%���*� methylene blue chloride 
E�%��*���$�����	��� ��$����$!)"(��� 
chromophore '*� methylene blue+ ��$ chloride-  �	�D"�(��� chromophoric ����!�����. ���+
�$�������� acid dyes (���$�f���)) �J�� � eosin ��������*� sodium eosinate ��*���$���
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�+ ��$!)" Na+ ��$ eosinate- �����J"������"���
��,(�*��'�%�"�%&�%�
��, ����(A��������� 
basic dyes (�������,, 2530) 

J��)&�%� �)�����!���.�%	��	"�� ����)���!)"���� 2 ����� '*� 
1. �B���J�	� (natural dye) 
��������!)"���L��	f�C�,B���J�	��)�	�% �J�� � hematoxylin ���!)"���	"� 

Hematoxylin campechianum 
E�%�����������$������
�����$��	,����)�� (West Indies) � 
indigo !)"���-*J	�$��� Indigofera ����'��,���(�*���)'��,����' (carmine, carminic acid) 
����������)!)"������%�'J������ (Cochineal beetles) ����B���J�	�	���*�� '*� ���,J�� 
(orcein) ��$�J����� (saffron) ��)!)"�������$)��!�"	��� �)�. �-����+��'��� �'�A
�"����+%����%%����	�(������$��%J������� ��*��%�����������!��.����B�r��$!�����.
'�C�.�	���%�'�������������%)� 

2. ��%�'��$(, (synthetic dye)  
��������!)"�������%�'��$(,�)���B��'�� 
E�%������� ������� �-����+�$���.

�	��'�%�"�%��$'�C�.�	���%�'�� (��'��, 2524; ��f���KC,, 2545) 
 
1.8.1 �� Eosin (������ 3) 
 Eosin ��������!)"������+ ����) �D���(�� 
E�%������"�������f�-������) �J"
�"��!
�	-��
E� collagen ��$ muscle (Carson, 1997) ����(A��J"������"��J�+���*+���$
�
��,�-*���E�K�'����	�	��%�$(���% nucleus ��$!
�	-��
E� �)�����J"������.� 
hematoxylin 
E�%���������"���..��+��� hematoxylin ��$ eosin (H&E) staining �)� 
hematoxylin �$�"�� nucleus 	�)��+ ��%�� eosin �$�"��	�)!
�	-��
E��("��)% 
(http://en.wikipedia.org/wiki/Staining_(biology)) '�����)�)��*��%�%�)������J��% 515-518 
(Lillie, 1969) 
 
 
 
 
 
 
 
����� 3 �'�%�"�%&�%� eosin Y 
�����: http://www.sigmaaldrich.com/structureimages/40/mfcd00005040.gif 
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1.8.4 �� Methylene blue (������ 4) 
 Methylene blue �������'������J"����� ���KC$����L�E� ��&����&"� !��������� 
methylene blue ������"���������)��% (basic dye) 
E�%��!����.������	���("� ��*��� �!��"��
�����.�����$��.&�%�
��,�������.�L�� (�*�f�����
��, !����.��&�%��$��.��.�����&�%
��$���.f�����
��, �J�� ��)���'����� (Oliver et al., 1989) �)���.���)"��-��B$(���J��) 
� J� �  -� � B $ �� � � �� �  -� � B $ ! � � ) � � � �  � � $ � � % �� � � ) � �, � � �
(http://www.vcharkarn.com/vcafe/43097) methylene blue �J"������"������B�	��% d �J�� 
Gram's stain, Wright's stain ��$ Jenner's stain ����%����-��,�J" �(��.���K���' 
methemoglobinemia (http://en.wikipedia.org/wiki/Methylene_blue) '�����)�)��*��%�%�)
������J��% 664-666 (Lillie, 1969)  
 
 
 
 
 
 
����� 4 �'�%�"�%&�%� methylene blue 
�����: http://www.nilesbio.com/images/categories/C281.jpg 
 
1.8.5 �� Crystal violet (������ 5) 
 Crystal violet ��J*�������	��% d ������(���J*�� !)"��� Andergon, Aniline 
violet, Axuris, Badil, Basic Violet 3, Brilliant Violet 58, Gentiaverm, Hexamethyl-p-
rosaniline chloride, Meroxylan, Meroxyl, Methylrosanilide chloride, Methyl Violet 10BNS, 
Pyoktanin, Vianin, Viocid ��$ Viola Crystallina ������"���������)��% ����(A��$���������L%
(�*�L�E���&����&"�(�*������"������'*� gentian violet ���+����(A�� �����$���	,�J" �(��.�"��
���� (Castro-Garza et al., 2007) ��$� �!���$���	,�J"�����	���(�'�������-�K	���
��, 
(cytotoxicity) (�*����	��&�%�
��,������)������'�� ��(�*���-�K����J*+������' 
(Rothman, 1986; Shaik et al., 2004) '�����)�)��*��%�%�)������J��% 589-593 (Lillie, 
1969) 
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����� 5 �'�%�"�%&�%� crystal violet 
�����: http://www.usca.edu/chemistry/spectra/crysviol.gif 
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��
L4����-M  
 1) -�F����B������$����L�&�%��	"���J*+� G. intestinalis �)�����"����J*+����
��%��J���	��$���$	�)��.f�J�$����J"���+�%��"���)'�����)�)��*��%  
 2) �E�K���$�����.����.�����J"�"��	���J*+�����("L�)�����) �J"&�+�	��������"��
�����)��#� �����+%�("'�����)�)��*��%�������� ���$�J*��D*�!)" 
 3)  � ��� B�� ����� !)"����$���	, �J" ������)�.q�B�r �����	" ���J*+ �                  
G. intestinalis &�%�� ��$����)���!-������� 
 
��,&��M���-	%��	��N%����	��	�����& 
 !)"��B������$������$��B�f�-&�%��	"���J*+� G. intestinalis �����
'���� ��-�$���$�% ����� �����J*��D*������+%��'�����)��#���������'��$(, ��$����D�J"��
�����$����L�&�%�� �����+%����)���!-�������!)"'��+%�$����� ������� 
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����� 2 
 

��	
� ���������������� 
 

2.1. ��	
� ��������� 
 
2.1.1 ����� Giardia intestinalis 

����� G. intestinalis 	
��������	�����
� ���������	
��������������
�����
� �����!��	� (Siripanth et al., 1995) �1�����23!4�5�� �!���6���� 78.� 9�	:;�� 8:�:;2�< � 
=�!4:��;��<: >��>��24 !?��4�8������@���� 56�4:	���2�56:�� 

 
2.1.2 	��	��
�������	��	��
���	���� !��	"�#$%����&�'&#����
��( 
 
2.1.2.1 �����2�6��3 

- ������ 
- @5:�� 
- @B� 
- @:� 
- �����	�
 
- ����C3 
- �
��
 
- ��>	D� 
- �3���	B�5 
- ������>�>� 
- ������>����� 
- ��������3E� 
- ��������	�
 
- ;�:��	�@�4 
- 5��E5��B 
- �5���3 
- 4B��6�5��� 
- �5��	8 

20 
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- �5��	� 
- �5�=:�=� 

�����2���������� @B� @:� ���@5:����2���� �B4������2�	
��6������23!4�5
�� �!���6���� �8. ��. 8 =���!� 4�4 F:! ?�2� ���! ?� �82��:G �:�5� 4��? 
2.1.2.2 ���3�:� 	<:G��2����������������23!4�5�� �!���6���� �8. ��. 4:��42��� 56�
3 H��!25 

- A2 
- B6-3124S 
- C11-9S 
- C13-2S 
- C17 
- D13S1 
- Stc1 

 
2.1.3 ����������(����� YI-broth (3�45#�� �) 

 
2.1.4 	���4"����	8�#�����9�(����������(����� 

- 0.1 N NaOH    (MERCK) (=�!7�4� !) 
- 0.1M HCl     (BDH) (=�!7�4� !) 
- Ascorbic acid    (Riedel) 
- Bovine serum    (GIBCO)  
- Calcium pantothenate   (SIGMA) 
- Conc. H2SO4    (LAB SCAN) 
- Crystal violet    (MERCK) 
- d-Biotin     (SIGMA) 
- Dehydrated bovine bile   (SIGMA) 
- Dimethy sulfoxide (DMSO)  (MERCK) 
- DL-6,8 thioctic acid   (SIGMA) 
- Eosin     (Fluka) 
- Ferric ammonium citrate   (SIGMA) 
- Folic acid     (SIGMA) 
- Glucose     (SIGMA) 
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- K2Cr2O7      

- K2HPO4     (MERCK) 
- KH2PO4     (SIGMA) 
- L-cysteine hydrochloride   (ALDRICH) 
- Methanol     (BDH) 
- Methylene blue    (Fluka) 
- Metronidazole    (SIGMA) 
- Na2HPO4     (MERCK) 
- NaCl     (BDH) 
- Niacinamide    (SIGMA) 
- Ornidazole     (SIGMA) 
- Phosphate buffer saline   (=�!7�4� !) 
- Pyridoxal hydrochloride   (SIGMA) 
- Riboflavin     (SIGMA) 
- Sodium dodexyl sulphate (SDS)   (BDH) 
- Thianium hydrochloride   (SIGMA-ALDRICH) 
- Tinidazole     (SIGMA) 
- Tween 80     (SIGMA) 
- Vitamine B12    (SIGMA) 
- Yeast extract    (MERCK) 
 

2.1.5 ������ 
- �����H���� Millipore (0.45 µm) @�� Sartorius, Germany 
- ����� �	��8����:� Light microscope ��� Inverted microscope @�� Olympus 
- �!����� Evaporator @�� BUCHI, Switzerland 
- �!�������4�t�6�23���4:�2�	��� ��
44:	�� 
- �!������@�B� (Vortex mixer) @�� Scientific Industries, Inc., U.S.A. 
- �!�����42�!4�5�������-�B�� (pH meter) @�� Backman, U.S.A. 
- �!�����42�!B�����E�������� Micro plate reader @�� PowerWaveX, Biotek 
- �!�����65 ��64
��� (Centrifuge) @�� HERMLE Z200A, Germany 
- �E�@
������� (Biosafety cabinet) @�� Microflow 
- �E3B5����� (Incubator) @�� Heraeus GmbH, Germany 
- �E�3�6� (Hot Air Oven) @�� Heraeus GmbH, Germany 
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- �5>!��x��� (Micro pipette) @�� Eppendorf 
- 65��1������t� (Autoclave) @�� Tomy Seiko Co. Ltd., Japan 
- �B��!43! 5� ?6=E5: (Water bath) @�� Eyela Tokla Rikakikai Co. Ltd., Japan 
- 96-well tissue culture plate @�� NUNC 
- Anaerocult A mini @�� MERCK 
- Counting chambers (Haemacytometer) @�� boeco, Germany 
- Eppendorf tube @�� Axygen 
- Indicator (Anaerotest) @�� MERCK 
- Pasture pipette 
- Tip @��� 20, 200, 1000 ��� 5000 ml @�� Axygen 

 
2.2 ��������
��( 

 
2.2.1 ����%�������(����� Giardia intestinalis 

����;����
�������� G. intestinalis ��
����33 axenic culture (�5B5
�3!	
��
�
����z{��) >����
�����6���	����|����
�4@��� 16×125 mm (15 ml) ����6�� YI-S 
(Diamond et al., 1995) 	
�5
4:��5:���� 10% heat-inactivated bovine serum (=�!7�4� �) 
����2���t���3B5	
�� ?6=E5: 37°C >����
��6������5�? 45 ��8� �;����6��������:�������EB
@��6��� 	t�������
�����6����
��������	 �� 48 �2�4>5� >���� pasture pipette 	
����8���
������E������6����B������65� ��4��:5��6���65B���� ��5
��:5��� 2/3 (���5�? 10.5-
12 ml) @��6���|����
�4 

 
2.2.2 ����;���"��������&�'�<#���������";'#&#����
��( 

������� G. intestinalis !4�5�@5@���:�5�� 2×106 cell/ml ��:5��� 2 ml ��B��
6���|����
�4@��� 16×125 mm (15 ml) ����2����:5��6���65B��:5��� 8 ml �t���3B5����
�4�� 40-50 �2�4>5� ��4�1��t����������	���� 

 
2.2.3 ����;���"��"�;�=�# 

��5������	
��� ����B metronidazole, ornidazole ��� furazolidone �t�5�
������4� DMSO �65
!4�5�@5@� 2 mg/ml ���3���� stock 	
�� ?6=E5: -18°C �4�����t�5�
��������4���6�� YI-S �6��!4�5�@5@���5	
������� 
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2.2.4 ����;���"	��	��
����	"�#$%� 
 
2.2.4.1 �����2��5 ��;�	
��������	���� 

�24��B���5 ��;�	
������5��;����������	���3!�2���
����������5 ��;�	
�5
�!�
5
������7�����23�2��������:�@�� Giardia intestinalis ��6���	���� �2��
� ������, @B�, 
@:� (Sawangjaroen et al., 2005) ����5 ��;�	
�5
�
!�� @5:�� (Perez-Arriaga et al., 2006) �;���
�E4B��
@���5 ��;�5
7��B������4:<
	
�;2F��@1��������B��!B�����E�������� (OD) 6����5B >��
�t��5 ��;�	
������	2�� 4 ��:� (������ @5:�� @B� ���@:�) 5�����6������4���t���������
���!�2��� �	���4���t���2�� 62�������:������� �t����������3	
�� ?6=E5: 50°C ���6���:	 
�����4��!����������6����7�����
�� �t�7��5 ��;�5���B����	�������2��B4��5 ��;��B�         
��	�������� 1:3 >����t�6�2� ��� 7 42� �����B4��� ����5 ��;�	
��6����t�5���B�4�      
��	�����
�!�2�� ��B���
�4�23�����B!�2����� 	t���t���B��
� 3 !�2�� ����2���t�@���6�4	
�������
�����6���	�����4��!����� evaporator ��4�t������2�	
������3	
�� ?6=E5: -18°C ���4B���
�� �B4������2�6��3	
��6����
� 16 ��:�	
���2��4���t���� methanol ���23!4�5�� �!���6�
��� �8. ��. 8 =���!� 4�4 F:! ?�2� ��� ! ?� �82��:G �:�5� 4��? �B4����3�:� 	<:G��2������   
��������23!4�5�� �!���6���� �8. ��. 4:��42��� 56�3 H��!25 �4��������������2�6��3
������3�:� 	<:G�65
!4�5�@5@� 100 ��� 10 mg/ml ��5�t��23�4� DMSO ��4�t�5��������
�4���6�� YI-S �6��!4�5�@5@���:�5���	B��23 2,000 ��� 800 µg/ml ��5�t��23 
 
2.2.5 ���>?�@�A!!��;8�(B ���"�5�;8�48����
C
���#�	( 
 
2.2.5.1 �t��4��������:�5����������4�������3B5�����  

���81�H��
��2�����������	����@�� Maurya et al., (2006) 	
����
 eosin 
�������5����� Entamoeba histolytica >���t�6���	����	
�5
����� G. intestinalis ���@� 
2.2.2 ��B����t��@�������4�� 15-20 ��	
 �;����6�����6� �������@��6���	
�������EB �����4�
!4�5���4 3,250 rpm �����4�� 5 ��	
 �E���6����
���������B4�3�	:�� �t������5��23�t��4�
�����>���� heamocytometer ��23�6��!4�5�@5@���:�5���	B��23 2×107 cell/ml �4���6�� 
YI-S �����������t��23��� �4���6�� YI-S ����!4�5�@5@�@��������	B��23 2×107, 1×107, 
5×106, 2.5×106, 1.25×106, 6.25×105, 3.13×105, 1.56×105, 7.8×104, 3.9×104, 1.95×104, 
9.75×103, 4.88×103, 2.44×103, 1.22×103, 6.1×102 cell/ml ��5�t��23 ��4�E������	
�!4�5
�@5@��B��� �6�B��
� ��:5��� 300 µl ��B�� 96-well tissue culture plate !4�5�@5@��� 3 
6� 5 �������B�� plate ���
�56� 5!43! 5>���E���6�� YI-S ��B��6� 5	
� 1A-1H 6� 5�� 
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300 µl �����!B��
�����!B� blank (���
�5��B��
� 3 plate) ��4�t���3B5	
�� ?6=E5: 37°C ��
�=�4�	
��5B5
����:��� >���� Anaerocult A mini (MERCK)  

�5���!�3��B���4�� (24, 48 ��� 72 �2�4>5�) �6�	��6����
���������������!�� 
plate ������� ����3�� �4���������>���
�5!������ 0.9% >��4:<
����	�����������3:�
��������� plate �6���5����2���	���>�����!4�t� plate ��3������H	:��E 4��	:���4���6� 
��4 fix ����� >������	 methanol ���3:���������� plate �����56� 5 	:���4��� 1 ��	
 
����2���	 methanol ��� 4��	:���4���6� ��:5�
 eosin 0.5% ��:5��� 300 µl ������B��6� 5
	:���4��� 15 ��	
 �	�
��� ����4���t��D�� 1 !�2����������t���2�� 2 !�2�� >��4:<
����	��t����
3:������ ����2��4��	:���4���6� ��:5 0.1M NaOH ��:5��� 300 µl �;��������>���
����
��B���
 ��4�t���42�!B�����E���������4��!����� micro plate reader (Biotek) 	
� 490 nm �t�
!B�	
������@
������ >���6��� X �	� log !4�5�@5@���:�5��@������� G. intestinalis 
6�B4� cell/ml, ��� Y �	� !B� OD 490 nm ����B�����	������	t� 3 !�2�� 

 
2.2.5.2 ����������5B�����6����
������������B����� fix ����� 

������	����	
� 2.2.5.1 ;34B������	������B��!�2��!B� OD 	
����5B�E�5��
�2� ����5����t��4��������:�5���;:�5@1�����5B�6��!4�5����B��@��!B� OD ��B���2���� �45	2����
!B� standard error of mean (SE) !B��@���4�� (0.01-0.11) ����5����t� plate 5��B���E�4�
����� �	��8����:� Inverted microscope ;34B�5
�����6� �����������1������������t��4�
5�� �����	�����
��1���	t����81�H����
�3�	
�34:<
�������23�5B�����6����
�����������
�B����� fix �����4B�7�	
����B���2�6����5B >��	t������
��� G. intestinalis 	
�!4�5�@5@��B��� 
�� tissue culture plate (��B���
�4�23���	����	
� 2.2.5.1) 3B5�����4�� 24 ��� 48 �2�4>5� 
��5�t��23 >��	t��4���� 2 plate �5���!�3��B���4���t� plate ���5��	��6�����������
��B���
�4�23���	����	
� 2.2.5.1 ��@?�	
� plate 	
� 2 �5����	��6�������4�� fix �4� 
methanol 	2�	
 ��4��5�4��
 eosin ��5@2�������B���
�4�23@� 2.2.5.1 �t�!B�����E�����
���	
������@
���������
�3�	
�3��64B�� plate 	
��������5B����4���������>���
�5   
!�������B����� fix �4� methanol ��B�����	������	t� 3 !�2�� 
 
2.2.5.3 4:<
������ plate �B����� fix ��������6�2������5�
 
  ������	����	
� 2.2.5.1 ��� 2.2.5.2 ;34B�4:<
������ plate 6������ fix �����
�������
���>��4:<
����	��������>���
�5!������6��� methanol 6�����t����3:���������� 
plate �2�� !��4B�3��!�2��!4�56�2��3�@������	 ���� ?6=E5:��������	
��	������ plate 
����������6� 6�1��	
�	t��6��:����6� �@��������;:�5@1���� ���	�����
��1���81�H����
�3�	
�3
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��64B��4:<
����	 methanol 6�����t������� plate �23�����B plate ������ methanol 6�����t�
	
������ 4B�5
!4�5����B���2�6����5B >��	t������
��� G. intestinalis �� tissue culture plate 
�����4�� 24, 48 ��� 72 �2�4>5� ��5������4��
 eosin �������
����65����23@�	
� 2.2.5.1 
�;
����B���
������4:<
����	�����������3:���������� plate ���������B plate ����
���������	� 
 
2.2.6 �������������&�'	� eosin, crystal violet ��� methylene blue ���4��"�9'"9'#
;8�(B ��#&#����'�"����� Giardia intestinalis  

���	�����
��;���81�H�4B���:����!4�5�@5@�@���
�45	2��4:<
�������
���
6�2������5�4�����	 methanol �����t����� plate >������234:<
��B plate ���� methanol 
�����t�5
7��B�!B� OD �����B���
6����5B >��	t������
�������� G. intestinalis !4�5�@5@�
��:�5�� 106 cell/ml �t���3B5�����4�� 48 �2�4>5� (���7����	����	
� 2.2.5.2) �5���!�3�4�� 
�	��6����� ��5������4��
 eosin, crystal violet ��� methylene blue 	
�!4�5�@5@��B��� 
�2� �4�4:<
����	 methanol �����t����3:�������� plate >��������
�3�	
�3�23�����B plate 
���� methanol �����t�>������B�����	����	t� 3 !�2�� !�2���� 15 ��t� 
  4:<
�����5�
 eosin (�2�������� Maurya et al., 2006) ���
!4�5�@5@� 0.5, 
0.25 ��� 0.1% ��:5��� 300 µl ������B��6� 5	:���4��� 15 ��	
 �	�
��� ����4���t��D�� 
1 !�2����������t���2�� 2 !�2�� 4��	:���4���6� ��:5 0.1M NaOH ��:5��� 300 µl �;��������
>���
������B���
 ��4�t���42�!B� OD 	
� 490 nm  
  4:<
�����5�
 crystal violet (�2�������� Chiba et al., 1998; De Saint Jean 
et al., 1999) ���
!4�5�@5@� 0.05, 0.1 ��� 0.2% �� methanol 300 µl ������B��6� 5	:���4
��� 30 ��	
 �	�
��� ����4���t��D�� 1 !�2�������t���2�� 2 !�2�� 4��	:���4���6� ��:5 2% 
�������� Sodium dodexyl sulphate ��:5��� 300 µl �;��������>���
������B���
 ��4
�t���42�!B� OD 	
� 590 nm  

 4:<
�����5�
 methylene blue (�2�������� Busatti and Gomes, 2007) ���

!4�5�@5@� 0.05, 0.1 ��� 0.2% �� phosphate buffer saline (pH 7.2) ������B��6� 5	:���4
��� 10 ��	
 �	�
��� ����4���t��D�� 1 !�2����������t���2�� 2 !�2�� 4��	:���4���6� ��:5 
0.1M HCl ��:5��� 300 µl �;��������>���
������B���
 ��4�t���42�!B� OD 	
� 655 nm  
 
2.2.7 �����!R�#�#���������";'#�����"��	" S
�&�'�����'�"�����
'��	� methylene blue  

������	�����2����B@� 2.2.5.1 �1�@� 2.2.6 ;34B���� fix �����>���5B������
��6������B��, ���3B5�����	
� 48 �2�4>5�, 4:<
������ plate >�������B plate ����������
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>����� �45	2�������5������4��
 methylene blue �67��������5:��t��4������                   
G. intestinalis 	
��
	
�� � ���	�����
��1�	t����81�H�6��t��4��������:�5�����!4�5�@5@�@��
�
 methylene blue 	
��65���5	
����t����������	���3����:	<:=�;@������������2�
�5 ��;� >��	t������
�������� G. intestinalis �� tissue culture plate �65����23@� 2.2.5.1 
�����4�� 48 �2�4>5� ��5�4��
 methylene blue 	
�!4�5�@5@� 0.1 ��� 0.2% ��54:<
@��@� 
2.2.6 42�!B� OD 	
� 655 nm 6�!4�5�25;2�<���64B��!4�5�@5@�@�����������
�23!B� OD 

 
2.2.8 ��������;�&�'&#������"�#��	����3�%9�(�����	��	��
	"�#$%� 
 
2.2.8.1 �������5:�7�@���� metronidazole, ornidazole ��� furazolidone �B�������:�@��
����� Giardia intestinalis 

���7����	����	
� 2.2.7 ���t�5������������5:�����:	<:=�;@���� 3 �24 
���
�3�	
�3�234:<
	
����2���EB	2�4��!������23������24����	
��6��������EB6�2��2572��� 	t�>��3B5
�����	
�!4�5�@5@� 5×105 cell/ml �23�� metronidazole, ornidazole ��� furazolidone 	
�!4�5
�@5@� 10, 5, 2.5, 1.25, 0.625, 0.3125, 0.15625, 0.078125 µg/ml >�����
�5!4�5�@5@�
�� 3 ��t� ���
�56� 5 blank >����B��6����6� 5 1A-1H ��:5��� 300 µl ���6� 5 positive 
control ��B�����!4�5�@5@� 5×105 cell/ml >���5B5
�� ��6� 5 2A-2H (���
�5��B��
� 2 plate) 
��4�t���3B5	
�� ?6=E5: 37°C �����4�� 48 �2�4>5� 

�5���!�3�4�� �t� plate 	
� 1 ��B�B4��� plate ���B����t��@�� 15-20 ��	
 
�;����6�����6� ��������1������23 plate ��:5�
 trypan blue (0.04%) 20 µl ����6� 5	
�	���3 
�E��������B�� haemocytometer ��4������23��;�������	
�5
�
4:� (�5B�:��
) �
� 1 plate �t���
��5�4��
 methylene blue !4�5�@5@� 0.1% (�65���@� 2.2.7) ����2���t���42�!B� OD 	
�     
655 nm 	t����	���� 3 !�2�� ���6�!B� MIC �������!4�5�25;2�<���64B��!4�5�@5@�@��
���23!B� OD ����2���t�7�	
������4:<
�����5�������235�!t��4?6�!B�!4�5�@5@���t�� �
@����	
���5����23�2��������� 50% (IC50) ��� 90% (IC90) ��5�t��23 �2��
� 

4:<
����23�t��4������!t��4?����� ����������23�2� �������:�@������ �
���
�3�	
�3�236� 5!43! 5	
��5B5
�� >�����E��  

 
 
 

 
 

�t��4����������� B5!43! 5−�t��4������	
�����
4:�6�2��2572��23�� 
                      �t��4����������� B5!43! 5 

× 100 
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4:<
���42� OD !t��4?���������������23�2��������:�@����������
�3�	
�3�23
6� 5!43! 5	
��5B5
�� >�����E�� (Mukhopadhyay and Chaudhri, 1996) 

 
 
 
 
�t�!B����������������23�2��������:�@�������	
���5���������!B� probit �@
��

���� >���6��� Y �	�!B� probit ������ X �	� log !4�5�@5@�@���� 6�B4����� µg/ml 
!t��4?!B� IC50 ��� IC90 ����5���������@��������� 
 
2.2.8.2 �������5:�7������2�6��3����5 ��;���������2�3�:� 	<:G���������� 

���7����	����@� 2.2.8.1 ;34B���5����t�4:<
�����5�����5����� �����
�������4���37�@����5�������� �1��t�5������������5:�����:	<:=�;@�������2�
6��3������3�:� 	<:G	
���2�����5 ��;�4B�5
@��t��2��������4:<
����
�6����5B >��	t����
	�����65����23@� 2.2.8.1 �������2�3�:� 	<:G��������2�6��3	
�!4�5�@5@���64B�� 
3.125 - 400��� 7.8125 - 1,000 µg/ml ��5�t��23 ������� metronidazole 	
�!4�5�@5@�
��64B�� 0.078125 - 10 µg/ml �����24!43! 5 �5���!�3�4���t�5���5�4��
 methylene blue 
���6�!B� MIC �������!4�5�25;2�<���64B��!4�5�@5@�@�������2��23!B� OD >����
!4�5�@5@�@�������2�6��3������3�:� 	<:G5
!B� MIC 5���4B� 1000 ��� 400 µg/ml ���5B
�t�5�!:�!B� probit ����2���t�!B� OD 	
���5�!t��4?6�!B�!4�5�@5@���t�� �@�������2�6���
���3�:� 	<:G	
���5����23�2��������� 50% (IC50) ��� 90% (IC90) ����B��!B� MIC �������6
!���� 1+ ���1� 4+ >���E�2�H?�@������� (Upcroft and Upcroft, 2001) 4B��B���2�6����5B 
32�	1�7��2��
� 

1+ ��������5���4B� 90% 
2+ 20-50% @�������5
�2�H?����: 3�������5
����!�����	
� 
3+ ��������:����!
���23�� B5!43! 5 
4+ �� B5!43! 5 

 
2.2.9 ���4�����9'�"C� 

���4:�!���6�@�5E���!B�	����:�: (t-test ��� ANOVA) �;�������5:�!4�5
����B����64B���� B5���6�!4�5�����4�@���� B5���	���� 

 

 
                                                   × 100 Control OD655− Test OD655 

         Control OD655 
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�5#5�(9��#;�#����
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�t��4���������
�����4�������3B5 

4:<
�������5B�����6��
��
���������B����� fix ����� 

4:<
��� plate �B����� fix 
��������6�2������5�
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����� 3 
 

��	
����� 
 

3.1 ��������
�� �����������
	
����	������ 
 
3.1.1 ���	
	�����������	��������
���	���������� 

��� !� 6 �#$%&�� OD±SE  !�
,$-$���������!��%���� G. intestinalis ����. �./
0��$1 !�&
���2��2�	�������	���%3 ��4	�����
�� 24, 48 ��� 72 �,�
.�% ������$,� ���%��:��
���$�
�#�������.0�$!��&��-�$1��� fix ����$�
� methanol ���
	��������$�
�#! eosin 
0.5% ���
�I!������% plate .$�� #�����������������1�%�	 plate .$���% K�
��������:L	
&
��������%2�%&�� OD ����&
���2��2�	2�%�����������	����
�� 105 cell/ml ����	�� tissue 
culture plate ��#��%$�Q���������%�R� ��S	1�	�$ Inverted microscope :�,%�������$�
�#!
eosin ���
 K�
���!����:�R$����������W$����-���4	���	
	��� ������
��&���:1$�
� two-
way ANOVA K�
�� &
���2��2�	2�%�����!^����&�� OD ����%�!	,�#��&,_ (p<0.05) ����
���	
���������� !����%�,	-���!̂ ����&�� OD ����%�!	,�#��&,_  

 
 
 
 
 
  
 
 
 
 

 

������ 6 &
��#,�K,	I1��:
��%&���b�!�� OD±SE �,�&
���2��2�	�������	2�%���� G. intestinalis 
�����4	�
�� 24 (♦), 48 (�) ��� 72 (�) �,�
.�%2�%��� $��% 3 &�,�%3 �� 3 0��� :�,%������%
��:����!��%�������$�
�#�������.0�$!��&��-�$1 fix $�
� methanol �������$�
�#! eosin 
0.5% �������#��������%�	 plate  ��.$����� ����������1 
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3.1.2 ^�2�%������%���-�����%��:����!��%����������	��� fix ���� 
�������!��� !��
�I!������%��:����!��%����$�
���� fix ����$�
� methanol :�,%

������ !� 24 ��� 48 �,�
.�% ������$,� .$�-�����%��:����!��%����������	���!��� !���,����
 $��%2�� 2.2.5.1 ����$�
�#! eosin K�
�� plate  !�-�����%�!�����$#!�2��2W�	����%�:L	-$��,$ (���
 !� 7 ��� 8 ������$,�) #��:�,�&�� OD ����������� $��%-$��#$%�	��� !� 9 K�
��
�I!��� fix 
���� ,	 !���:�&�� OD #�%�
��
�I!������%��:����!��%����������	����!���	
	���� !��W$�����	
:�R�2�% plate #�����#������
��$,%�#$%�	��� !� 10 ��� 11 ������
��&���:1$�
� t-test 2�%
&���b�!�� OD  ,�% 3 &�,�% K�
�� !���������4	�
�� 24 �,�
.�% &�� OD  !�-$���:
��%
�I!���%�,�-��
���% plate -���!&
��������%�,	����	��������4	�
�� 48 �,�
.�% ��� fix ����:�,%� ��:��
��� ,	 ! -$�&�� OD  !�#�%�
��������%��:��������	����%�!	,�#��&,_ (��� !� 9B) �W%�������
���������4	�
�� 48 �,�
.�% ���
�I!��� fix ����$�
� methanol  ,	 !:�,%���� ��:����� 
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������ 7 �,
����%�����$#! eosin 0.5% 2�%���� G. intestinalis  !�&
���2��2�	���%3 ���������4	
�
�� 24 �,�
.�% �	 plate  !����%��:����!��%����������	��� fix ����$�
� methanol (A) ��� 
plate  !� fix $�
� methanol  ,	 !:�,%� ��:����!��%������� (B) 
 
 
 

A 

7.8×104cell/ml 
3.9×104cell/ml 

1.95×104cell/ml 

9.75×103cell/ml 
4.88×103cell/ml 
2.44×103cell/ml 

1.22×103cell/ml 

6.1×102cell/ml 

blank 

2×107cell/ml 
1×107cell/ml 

5×106cell/ml 

2.5×106cell/ml 
1.25×106cell/ml 
6.25×105cell/ml 

3.13×105cell/ml 

1.56×105cell/ml 

B 

blank 

2×107cell/ml 
1×107cell/ml 

5×106cell/ml 

2.5×106cell/ml 
1.25×106cell/ml 
6.25×105cell/ml 

3.13×105cell/ml 

1.56×105cell/ml 

7.8×104cell/ml 
3.9×104cell/ml 

1.95×104cell/ml 

9.75×103cell/ml 
4.88×103cell/ml 
2.44×103cell/ml 

1.22×103cell/ml 

6.1×102cell/ml 
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������ 8 �,
����%�����$#! eosin 0.5% 2�%���� G. intestinalis  !�&
���2��2�	���%3 ���������4	
�
�� 48 �,�
.�% �	 plate  !����%��:����!��%����������	��� fix ����$�
� methanol (A) ��� 
plate  !� fix $�
� methanol  ,	 !:�,%� ��:����!��%������� (B) 
 
 
 

B 

blank 

7.8×104cell/ml 
3.9×104cell/ml 

1.95×104cell/ml 

9.75×103cell/ml 
4.88×103cell/ml 
2.44×103cell/ml 

1.22×103cell/ml 

6.1×102cell/ml 

2×107cell/ml 
1×107cell/ml 

5×106cell/ml 

2.5×106cell/ml 
1.25×106cell/ml 
6.25×105cell/ml 

3.13×105cell/ml 

1.56×105cell/ml 

7.8×104cell/ml 
3.9×104cell/ml 

1.95×104cell/ml 

9.75×103cell/ml 
4.88×103cell/ml 
2.44×103cell/ml 

1.22×103cell/ml 

6.1×102cell/ml 

2×107cell/ml 
1×107cell/ml 

5×106cell/ml 

2.5×106cell/ml 
1.25×106cell/ml 
6.25×105cell/ml 

3.13×105cell/ml 

1.56×105cell/ml 

blank 

A 
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������ 9 &
��#,�K,	I1��:
��%&���b�!�� OD±SD �,�&
���2��2�	�������	2�%���� G. intestinalis 
�����4	�
�� 24 �,�
.�% (A) ��� 48 �,�
.�% (B) ������ $��% 3 &�,�% (1, 2, 3) ���%$�
�
#�������.0�$!��&��-�$1 (♦) �,�-�����% (�) fix $�
� methanol �������$�
�#! eosin 0.5% 
�������#��������%�	 plate  ��.$����� ����������1 

(2) 

(3) 

(1) 

A B 
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  ���%     -�����% 
 

 
 
 

 
������ 10 �,
����%2�%���� !������	:�R�:�,%����$�
�#! eosin 0.5% ���������4	�
�� 24 �,�
.�% 
plate  !����%��:����!��%����������	��� fix ����$�
� methanol (A) ��� plate  !� fix $�
�
methanol  ,	 !:�,%� ��:����!��%������� (B)  !�����,%2��� 40x 
 

 
 

 

 

 

 

 

������ 11 �,
����%2�%���� !������	:�R�:�,%����$�
�#! eosin 0.5% ���������4	�
�� 48 �,�
.�% 
plate  !����%��:����!��%����������	��� fix ����$�
� methanol (A) ��� plate  !� fix $�
�
methanol  ,	 !:�,%� ��:����!��%������� (B)  !�����,%2��� 40x 
 
 
 

     A B 

A B 
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3.1.3 ^�2�%
�I!������% plate ���	��� fix �������:�,%�������#! 
��� !� 12 �#$%&�� OD±SE 2�%���� G. intestinalis  !�&
���2��2�	�������	���%3 

���
�I!������%�	 R�2,�	��	.$����
�I!��� plate �%�	#����������!��� !���,�
�I!������%.$�
� #�����������������1�	��� $��% !� 2.2.5.1 ����
��&���:1$�
� t-test K�
��-���!&
��
������%�,	 !������� 24 �,�
.�%�	 R�&
���2��2�	2�%���� ���
�I!������ plate �	#��������:�
&�� OD  !�#�%�
������%�!	,�#��&,_ (p<0.05)  !�&
���2��2�	2�%�����������	 2.5×106 cell/ml ����
�����4	�
�� 48 �,�
.�% ��� 5×106 �,� 2.5×106 cell/ml ���������4	�
�� 72 �,�
.�% 	�����	!� 
K�
������ !�&
���2��2�	��:
��% 2.4×103-7.8×104 cell/ml ���������4	�
�� 72 �,�
.�% �!���
����_����
�������� !��
����	 �W%��������&
���2��2�	 106 cell/ml ������������4	�
�� 48 
�,�
.�% �K��	��-�SW�h��	�$2�%#! !���������,
���� 
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������ 12 &
��#,�K,	I1��:
��%&���b�!�� OD±SE �,�&
���2��2�	�������	2�% G. intestinalis ���
��4	�
�� 24 (A), 48 (B) ��� 72 (C) �,�
.�% ���%$�
�
�I!���� ����������1 (♦) ���
�I!������ 
plate (�) �	 R�2,�	��	�������$�
�#! eosin 0.5%  

A 

B 

A 
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3.2 ��	
�&�����&����	
�'()�� eosin, crystal violet ��7 methylene blue ����<
�
&=)�=)���
�� 	��'�	
��)�&(�> Giardia intestinalis  

^���������������&
���2��2�	�������	 106 cell/ml �����4	�
�� 48 �,�
.�% 
$�
�#! eosin (0.25, 0.5 ��� 1.0%), crystal violet (0.05, 0.1 ��� 0.2%) ��� methylene 
blue (0.05, 0.1 ��� 0.2%) fix ������%#!.$����
�I!�  methanol ���	�������������1�%�	 plate 
���!��� !���,������� plate �%�	 methanol ���	��� -$��#$%�	��� !� 13A ��� 13B 
������$,� K�
��
�I!������ plate �%�	 methanol ���	����!�����$#!�	�����#!�,$��	�
��
�I!� 
����������1����%�:L	-$��,$��	 (��� !� 13B) �������	����#��%$�����%�R� ��S	1�	�$ Inverted 
microscope K�
�������!���������$�,� plate ����
��
�I!����  methanol ���	�������������1
�%�	 plate (��� !� 14) #��:�,�&�� OD  !�-$���� ,�% 2 
�I!-$��#$%�	��� !� 15 K�
�������������
$�
�
�I!��� plate 2�%#! ,�% 3 #!���:�&�� OD  !�#�%2W�	 ������
��&���:1$�
� t-test 2�%#! ,�% 3 #! 
��:
��%
�I!� �,�
�I!��� plate K�
��#! eosin  ,�% 3 &
���2��2�	-���!&
��������%�,	����%�!
	,�#��&,_ #�
	#! crystal violet  !�&
���2��2�	 0.05 �,� 0.1% -��������%�,	����%�!	,�#��&,_ 
��� !�&
���2��2�	 0.2% 
�I!��� plate �:�&�� OD #�%�
��
�I!� ����%�!	,�#��&,_���#! methylene 
blue  !�&
���2��2�	 0.05 �,� 0.1% 2�%
�I!����:�&�� OD #�%�
��
�I!� ����%�!	,�#��&,_ 
(p<0.05) ��� !�&
���2��2�	 0.2% -���!&
��������%�,	����%�!	,�#��&,_ $,%	,�	�W%����
�I!���
���%.$�
�I!��� plate �������#! methylene blue �	��%���&��#,����#� I�j2�%&
�������
	
	����
��#! crystal violet ������
��&���:1$�
� one way ANOVA 2�%#! methylene blue  ,�% 3 
&
���2��2�	-���!&
��������%�,	����%�!	,�#��&,_  
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������ 13 �,
����%�����$#!2�%���� G. intestinalis ���������4	�
�� 48 �,�
.�% ���%$�
�
�I!����  
methanol ����������1 (A) ���
�I!������ plate �%�	 methanol (B) �	 R�2,�	��	��������
$�
�#! eosin (1), crystal violet (2) ��� methylene blue (3)  !�&
���2��2�	���%3 
 
 
 

B 

(1) 

blank blank blank 0.25% 1.00% 0.50% 

A 

(1) 

blank blank blank 0.25% 1.00% 0.50% 

(2) 

blank blank blank 0.25% 1.00% 0.50% blank blank blank 0.25% 1.00% 0.50% 

(2) 

blank blank blank 0.25% 1.00% 0.50% 

(3) (3) 

blank blank blank 0.25% 1.00% 0.50% 
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������ 14 �,
����%���� Giardia intestinalis  !�����$�
�#! methylene blue &
���2��2�	 0.1%  !�  

����,%2��� 40x 
A. �,�hk����� G.  intestinalis  !�����$�
�#! methylene blue &
���2��2�	 0.1% .$�

�I!������% plate $�
�
�I!��� plate �	2,�	��	��� fix ������%#! 

B. �,�hk����� G.  intestinalis  !�����$�
�#! methylene blue &
���2��2�	 0.1% .$�

�I!������% plate $�
�
�I!� ����������1�%�	 plate �	2,�	��	��� fix ������%#! 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 A    B 
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������ 15 &
��#,�K,	I1��:
��%&���b�!�� OD±SD �,�#! eosin (1), crystal violet (2) ��� 
methylene blue (3)  !�&
���2��2�	���%3  !�-$����������%$�
�
�I!����  methanol ���	������
�������1 (A) ���
�I!������ plate �%�	 methanol ���	��� (B) �	 R�2,�	��	 ������ $��% 3 
&�,�% &�,�%�� 15 0��� (∗p<0.05) 

 

(1) 

A B 

(3) 

(2) 

∗ 
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3.3   methylene 
blue 

 16  OD±SE  
 48   methylene blue  0.1  0.2% 

 3.2  OD  
 OD  3.9×104 cell/ml 

 t-test  G. intestinalis  methylene blue  0.1 
 0.2%  OD   6.25×105 cell/ml 
 OD   3.9×104 cell/ml  

methylene blue  0.1%  5x105 cell/ml 
 3   metronidazole, ornidazole  furazolidone  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 16  OD±SE  G. intestinalis 
 48  fix   methylene blue 0.1% 

(♦)  0.2% ( )  plate  fix 
 3   3   
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3.4  metronidazole, ornidazole  furazolidone 
 G. intestinalis  

 5×105 cell/ml  metronidazole, 
ornidazole  furazolidone  0.078125 - 10 µg/ml  48 

  methylene 
blue 0.1%  OD 

 methylene blue  
 (  17)  

 
 OD  probit  probit  log 
   18, 19  20   MIC 

 metronidazole ornidazole  furazolidone  OD  3 
 2.50, 1.25  5-10 µg/ml   IC50  IC90 

 3  2   4  IC50 
 metronidazole ornidazole  furazolidone  0.14±0.05, 

0.15±0.04, 0.14±0.02 µg/ml  0.41±0.06, 0.18±0.01, 0.26±0.13 µg/ml 
  IC90  metronidazole ornidazole  

furazolidone  0.55±0.09, 0.42±0.06, 0.57±0.13 µg/ml  
0.86±0.04, 0.34±0.02, 0.98±0.32 µg/ml   
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 17 (A)  methylene blue   (B) 
 OD±SE  metronidazole (1), ornidazole (2)  

furazolidone (3)  G. intestinalis  48     
3   a = blank ( )  b = positive control ( ) 
 

(2)a b

10 µg/ml

2.5 µg/ml
1.25 µg/ml
0.625 µg/ml
0.3125 µg/ml
0.15625 µg/ml
0.078125 µg/ml

5 µg/ml

(3)a b

10 µg/ml

2.5 µg/ml
1.25 µg/ml
0.625 µg/ml
0.3125 µg/ml
0.15625 µg/ml
0.078125 µg/ml

5 µg/ml

(1)

A

10 µg/ml

2.5 µg/ml
1.25 µg/ml
0.625 µg/ml
0.3125 µg/ml
0.15625 µg/ml
0.078125 µg/ml

5 µg/ml

a b

B 
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 18  probit                
G. intestinalis  metronidazole  (♦)  ( ) 

 G. intestinalis  48   3  (1, 2, 3)  3   

(2)

(3)

(1)
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 19  probit                
G. intestinalis  ornidazole  (♦)  ( ) 

 G. intestinalis  48   3  (1, 2, 3)  3  

(1) 

(2) 

(3) 
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 20  probit                
G. intestinalis  furazolidone  (♦)  ( ) 

 G. intestinalis  48   3  (1, 2, 3)  3  
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3.5 
 

 G. intestinalis  plate  methylene blue 
0.1%  OD  655 nm  (19 ) 

 7.8125 - 1,000 µg/ml  (7 ) 
 3.125 - 400 µg/ml  G. intestinalis  

   
 D13S1    

 21 (A)  22 (A)   fix  
 21 (B)  22 (B)  OD 

  21 (C)  22 (C) 
 OD   23  

 (20 )  (7 
)  OD  5  6  

  
OD  probit  probit  log  

  7 
 OD  
 G. intestinalis   6   , , , , 

  MIC  Upcroft  
Upcroft (2001)  1,000 µg/ml   MIC  OD  MIC 

 500 µg/ml  IC50  IC90  15.74-50.42  46.35-173.58 
µg/ml   4   A2, B6-3124S, 
C11-9S  Stc1  MIC  Upcroft  Upcroft 
(2001)  400 µg/ml   A2  MIC  400 µg/ml  MIC 

 OD  MIC  100-400 µg/ml  IC50  IC90 
 6.48-18.40  14.49-51.77 µg/ml  

 G. intestinalis  MIC  1000  400 µg/ml 
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 21  plate 
  G. intestinalis  

metronidazole (A)  plate (B)  methylene blue 0.1% 
 (C)  OD±SE 
  1 = blank ( ),  2 = positive control ( ) 
 

C

1000 µg/ml

250 µg/ml
125 µg/ml
62.5 µg/ml
31.25 µg/ml
15.625 µg/ml
7.8125 µg/ml

500 µg/ml

A

10 µg/ml

2.5 µg/ml
1.25 µg/ml
0.625 µg/ml
0.3125 µg/ml
0.15625 µg/ml
0.078125 µg/ml

5 µg/ml

1 2 metronidazole

1000 µg/ml

250 µg/ml
125 µg/ml
62.5 µg/ml
31.25 µg/ml
15.625 µg/ml
7.8125 µg/ml

500 µg/ml

B

10 µg/ml

2.5 µg/ml
1.25 µg/ml
0.625 µg/ml
0.3125 µg/ml
0.15625 µg/ml
0.078125 µg/ml

5 µg/ml

1 2 metronidazole
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 22  plate  D13S1  
 G. intestinalis  metronidazole (A)  

fix  methanol  (B)  methylene blue 0.1%  (C) 
 OD±SE  D13S1  metronidazole  

 1 = blank ( ),  2 = positive control ( )  
 

D13S1

400 µg/ml

100 µg/ml
50 µg/ml
25 µg/ml
12.5 µg/ml
6.25 µg/ml
3.125 µg/ml

200 µg/ml

A 

10 µg/ml

2.5 µg/ml
1.25 µg/ml
0.625 µg/ml
0.3125 µg/ml
0.15625 µg/ml
0.078125 µg/ml

5 µg/ml

1 2 metronidazole

B 

D13S11 2 metronidazole

10 µg/ml

2.5 µg/ml
1.25 µg/ml
0.625 µg/ml
0.3125 µg/ml
0.15625 µg/ml
0.078125 µg/ml

5 µg/ml
400 µg/ml

100 µg/ml
50 µg/ml
 25 µg/ml
12.5 µg/ml
6.25 µg/ml
3.125 µg/ml

200 µg/ml

C
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 23  plate  (A) 
 (B)  G. intestinalis  metronidazole 

 methylene blue 0.1%  (C)  OD±SE 
 Stc1  

 1 = blank ( ),  2 = positive control ( )  

A

metronidazole1 2

B

Stc1B6metronidazole1 2

C 
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�����
������ 

 
������	
����������������	��������������� ����!�"����!�"#�$ �%��&�	#��

'��	( $����'���������)&�	�*��� G. intestinalis �
+��$�+�	
,�����������-� ����*���.�� /+" 
#����.'���#�01+&�	#��2�,����	+"�!3��4������� ������4�2!!�"���'5*,���������
!�"#�$ �%��&�	#��
�����
��( $���"�4���*,����',���*������ !6���0���� �$������������*,
�� ������0�*���'���!3��,�� haemocytometer @��	�!3��� �$���#����+�/+"
,1+2��/����������	���
���������1���+��������*,��������0
������/���"
���	�*���'��$����*���'/+"�*���'��$��
'��/+,� G. intestinalis  �!3�A!�A'@��$���� sucking disc ����������"��0%�*�"$��*,�+���	 @��	
�����'���-�"#I)�#������#����.���2! (Sandhu et al., 2004; Muller et al., 2006) ����,��
�*���$�����*���'$�����"'����I������+���	�*����,��#�/+,��4�������������I��+��/#	��0�!3������ �

���	$��#����.�4���/$��� ������0�*���2�, �����	����!3����'���#�0$�������-�����"*,������	
�!3�'������1+���$�#�0/+"��	#����.'���#�0#��2�,
+��'������	���+��������� �!3��� �
$�������
+�����$����� #��"�,��'��'���*���$�����*���'$�����"'����I������+���	�*��� �����	����*���$��
'���"2��������#����.����������"��0
+�� tissue culture plate ��	.I�/�����2!�
&���'��&�	����$��
��������
+�� 

&���'��/��&�	������������	���2�,$4���������'���� �&�	 Maurya /+" �W" 
(2006) @��	2�,*,#� eosin �,���*��� E. histolytica $����	�	���"'����0�����
���+���	�*���
+�	0��
��0�� �0��������0���*��� G. intestinalis �����&,�&,������',� 6.1×102 - 2×107 cell/ml �!3���+� 
24, 48 /+" 72 *���A�	 /+,��,���,��#� eosin '���� �&�	 Maurya /+" �W" (2006) ��� OD $��
2�,������$�+�	/'�+"����	2���
-�����/'�'��	����	*������������������&,�&,�&�	�*���
�����&��� (OD $��2�,��I��"
���	 0.02-0.29) /+"��	������/!�!������ (SE ��I��"
���	 0.01-0.11)  

�� ����'���#�01+&�	��
���#��',���*����
+��$�+�	A��������$����
��������� OD #���
)��"',�	�����+,�	��
���+���	�*������������� fix '���*��� �����	�����

���#���!�"��0&�	��
�� �*�� L-cystein /+" yeast extract �"2!��1+'��#��$��*,�!3�'��$4�

,��������!+����/!+	&�	#�$������������ reduce �*�� MTT, XTT /+" resazurin �!3�',� 
(Benere et al., 2007) @��	�&���'�����+,�	��
���+���	�*����������"',�	$4�����	�����-�/+"
�"����"��	2��
,�*���$�����"��I�2�,��0������-�����"����"$4�
,'���*���
+�����������������"
2�, (Wright et al., 1992) ����������� ����'���#�01+&�	��
���#��'���*���/0�$�����      
A!�A'@��'������( 
���/�,��"$��	���'���������"
5A��*, cell line �-+,��/'�+,�	��
��� plate 
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��������*����� (Mukhopadhyay and Chaudhuri, 1996; Wright et al., 1988; Saravanan et 
al., 2003) /'��������������	����0������ fix �*��� G. intestinalis A��2��',�	+,�	��
�����
����2����1+��"$0'�����'��#�$�������
�� /+"2�,��� OD �����&�������	�����#4���) A���0���
������4��������
���+���	�*�����#��	�I�,���+,�	��+$����5*��� Inverted microscope  ��
�4�����*���$��������"� plate #��4��#��/+"��������*������ plate $��+,�	��
������������ 
fix (�I!$�� 10 /+" 11) A���0������0���!3���+� 48 *���A�	 �*����"
+�������� plate �,������
�����0���!3���+� 24 *���A�	 �����	�����+� 48 *���A�	�!3�*��	�������)�'�0A'&�	�*��� (log 
phase) �&W"$��*��	 stationary phase &�	�*��������I�$�� 5 ��� (Cedillo-rivera and Munoz, 
1992)  

������!6)
����
+��&�	�*��� G. intestinalis ������ plate �&���'�����
+,�	��
���������/+,� �� ����+,�	��
��������� fix '���*���'���� �&�	 Maurya /+" �W" 
(2006) ',�	��
, plate /
,	������	�"#����.�4�2!$4��&���'��'��2!2�, @��	�"�"��+�$��*,
����&,�	��� !�"��W 5-6 *���A�	 /'�A���� � fix �*���$��$����������$4�
,�4�����*���
+�����
��� plate �,������/+,���	+���+��������
+������	!�"��W 20 ��$��$������ �-#����.
�4�2!�,��#�2�, 

�����������!���0�$��0�"
���	�� �����$#��+"+��
��� methanol /+"��4�+	� 
plate A��'�	�$��&���'����0�� ����+,�	 plate A�����/*� plate +	�#��+"+���0����� �/*� 
plate �#��+"+��
,��� OD #I	��������	�����#4���) �����	�����/�	��"��-�&�	#���,������
�� �����$$4�
,'���*���$�����"��I�� plate 
+������,������ 

������!���0�$��0���*,#� eosin, crystal violet /+" methylene blue �,��      
G. intestinalis �,���� ��$ methanol /+"��4��&���'����� fix /+"+,�	#���0�� �/*� plate �
#��+"+�� �0������ OD $��2�,����� �/*� plate &�	#� crystal violet /+" methylene blue #I	
������ �����$#��+"+��+	� plate ����	�����#4���) /'������	���#� crystal violet �"������

����������#�����$4�
,�����'��#�$������1�� plate �,�� /+"��� OD $��2�,������$�+�	$��	 3 ����	 
&�	#�$�������&,�&,���������
, ���#��!�"#�$ �n����/!�!���������$�+�	#I	��������,��
�,��#� methylene blue #� crystal violet ��	2���
��"#�$���"�4�2!*,'��2! 

�����������4�����*��������',�$���
��"#�������4�2!�����
�!�"#�$ �%��&�	��
/+"#��#���#���2��A������,���,��#� methylene blue �����&,�&,� 0.1 /+" 0.2% �0���#� 
methylene blue $��	#�	�����&,�&,�
,��� OD 2��������/'�'��	�������	�����#4���) A���"
�
-���� OD $�������&�������	*�����$�������&,�&,�&�	�*��������',�!�"��W 104 cell/ml ���
$�+�	&���'��2!2�,�+����*���$�������&,�&,� 5x105 cell/ml �!3��*��������',�����*,$�#�01+
&�	��@��	#���+,�	��0	�������&�	 Benere /+"�W" (2007) $������*��� G. lamblia ����
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�&,�&,� 105 trophozoites/ml A$�Ap@���5�"���"/1��'-� plate 
+�	���0���!3���+� 48-72 
*���A�	  

������4��� �����,���*����,��#� methylene blue 0.1% A��*,�� � fix �*���
+�	0��
A��2��+,�	��
����� /+"*,�� �/*� plate +	� methanol /+"��4��&���'����� fix /+"+,�	
#���*,!�"����!�"#�$ �%��&�	�� metronidazole, ornidazole /+" furazolidone '�����
����)&�	�*��� G. intestinalis  �
+��$�+�	 �!���0�$��0��0�� ���0 �0��� ��� IC50 &�	�� 
metronidazole, ornidazole /+" furazolidone $��2�,����� ���0�$����0 0.14±0.05, 0.15±0.04, 
0.14±0.02 µg/ml /+"����� ��,���$����0 0.41±0.06, 0.18±0.01, 0.26±0.13 µg/ml '��+4���0 
@��	��� IC50 &�	�� metronidazole $��2�,����� ����������+,����	��0	�������&�	 Wright et al., 
1992, Sousa and Poiares-da-Silva, Benere et al., 2007 /+" Busatti and Gomes, 2007 
��� IC50 &�	�� metronidazole /+" furazolidone $��2�,����� �����������I��+��/#	&�	 
Wright /+" �W" (1992) �$����0 2.98 (0.51 µg/ml) /+" 4.14 µM (0.93 µg/ml), Benere /+" 
�W" (2007) �$����0 2.25 (0.39 µg/ml) /+" 2.00 µM (0.45 µg/ml)�!3�',� /+"��� IC50 &�	
�� ornidazole $��2�,����� ������0&�	 Cedillo-Rivera /+" Munoz (1992) �$����0 0.2 mg/L 
(0.2 µg/ml) 

����*,�� �����,���*����,��#� methylene blue 0.1% '���#�01+&�	#��
#���#���2���!���0�$��0��0�� ����
,�"/�� 1+ .�	 4+ ������$��0��0
+��$��2������'���� �&�	 
Upcroft /+" Upcroft (2001) ���������1+A�����
,�"��0�"/��'���� �&�	 Upcroft /+" 
Upcroft (2001) ��� MIC $��2�,�����#I	�������������� MIC ������ OD ������!���0�$��0��� MIC 
$��2�,������������ OD ��0��� IC50 
��� IC90 1+$��2�,#���
)��!3�2!�/��$�	��������@��	1+
$��2�,&�	/'�+"#���2��$��$�#�0A��#���
)�#���+,�	��0���$�+�	����
�,����  (�������+�5, 
2549)  �� ����
,�"/�������������-�/'��!3����!�"��������	�����( /+"&�����I���0����
*4���)&�	1I,'���#�0 �
��"#4�
��0���#��$��2����1+'���������)&�	�*��� G. intestinalis �

+��$�+�	���2!/'�2��#����.
���� IC50 
��� IC90 2�, �� �����,��#�#����./�,!6)
�
�
+�����2�, A���x��"������	�����0�*���$����&,��4���� �*��*,��+���� (�����&,�&,�+"!�"��W 
15 ��$�) /+"
,1+2��/����������	������������1���+��������*,��������0�4����/+"
/���"
���	'���*���$����*���'/+"'���*���$��'�� #����� �����,���*���$4�2�,��-�/+"#����.'���#�0
1+&�	��
���#��2�,����	+"�!3��4������� /'�������������	����0&,��4��������*,��0#��#���

��0/+"#��0��#�$ �n���#���2��$����'"���$������"��������0�����������������I��+��
/#	��	����"*,$��	 2 �� ������0�I���� 

�� �����,��#�'���*���$�������2�,���������������	��������������-�����������
'���#�0A�����������"
5�,�� MTT /+" XTT �����	����� ����������"
5�,�� MTT 1+�'%�Wy5
$��2�,��� MTT formazan @��	#��!�"��0'�����2��#����.+"+��2�,���
����	',�	#�#��+"+��
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���$���5�����2!+"+��#��!�"��0 formazan �����������������I��+��/#	@��	�&���'�����$4�

,�#����+� /+"#��!�"��0 formazan �"�������#"#���I���@++5$4�
,�@++5��������
�#��
��2�, ������������������"
5�,�� MTT ����"2��������.I�',�	 (accuracy) �����	���
����!z��������"
���	��0�	'����0 tetrazolium @��	����"��1+'���������&�	�� (Tominaga et 
al., 1999; Williams et al., 2003; Fumarola et al., 2004) ������$��0��0�� �&�	 Busatti /+" 
Gomes (2007) �� ����$4�2�,�����-����������	���2��',�	�#����+��&���'�����+,�	 plate /+"��� 
OD $��2�,��/��A�,��������� #������ IC50 &�	�� metronidazole �-������#���+,�	������ 
1.96±0.13 µM (0.34 µg/ml) &�	 Busatii /+" Gomes (2007) /+" 0.41±0.06 µg/ml &�	
�� �����,����� 
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 Giardia intestinalis 
 

1.  Giardia intestinalis     

(Diamond et al., 1995)  

YI broth 
       �00  ml 

 K2HPO4     1  g 

 KH2PO4     0.�  g 

 NaCl      1  g 

 Yeast extract     30  g 

Glucose     10  g 

L-cysteine hydrochloride   2  g 

Ascorbic acid     0.2  g 
Ferric ammonium citrate   22.8  mg 

Dehydrated bovine bile   500  mg 

    880  ml 

  pH 7.0-7.1  0.1 N NaOH ; Osmolarity 380 milliosmols/kg /

 NaCl  membrane filter  0.45 µm  Duran  88 ml 

-20˚C  �  

 
Vitamin mixture #18 

 Solution 1 
  A Niacinamide    45  mg 

   Pyridoxal hydrochloride  4  mg 

   Calcium pantothenate   23  mg 

   Thianium hydrochloride  5  mg 

   Vitamine B12    1.2  mg 

      25  ml 

  B Riboflavin    7  mg 

      45  ml 
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  C Folic acid    5.5  mg 

      45  ml 

D d-Biotin     2  mg 

      45  ml 

  
 B  C   0.1 N NaOH  

  NaOH   

 

Solution 2 
   DL-�,8 thioclic acid   1  ml 

   95% ethanol    5  ml 

   Tween 80    500  mg 

      20  ml 

 Solution 1  Solution 2  

      200  ml 

 Sterile  cellulose nitrate  0.22 µm 

 4˚C  �  

 
Bovine serum 

 
Complete medium 

   YI broth    88  ml 

   Vitamin mixture #18   2  ml 

   Bovine Serum    10  ml 

  4˚C   9�   1�×125 Screw 

capped tube  10.5-12 ml 
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������� 	 

 

1. �������������������������������������������� ����	!�	!� 2,000 ��� 
800 µg/ml 
�������	
�������������	 stock solution ����� !� ! 100 mg/ml �� 20 µl �)*� 
media 980 µl 
�������	
���������*��01*2��	 stock solution ����� !� ! 10 mg/ml �� 80 µl �)*� 
media 920 µl 
 

2. �������� metronidazole, ornidazole ��� furazolidone ����	!�	!� 20 
µg/ml 
��	 ��*������ !� ! 10 mg/ml ����� 2 µl �)*� media 998 µl 
 

3. �������� 70% alcohol ;�� 95% alcohol >������ 1,000 ml 
��	��)�  C1V1 = C2V2 
  (95) V1 = (70) (1,000) 
  V1  = 736.84 ml 
�
=
>)!?=@A! 95% alcohol �D�� ~737 ml FG!��)*�>D�	G
H 263 ml 

 
4. �������� Cleaning solution (100 ml) 

Potassium Dichromate (K2Cr2O7)  10 g 
Conc. H2SO4     25 g 
>D�	G
H      75 ml 
 GPG�� K2Cr2O7 @>D�	G
H�GPG��� !�	
�Q FG!��R?�S �)*� Conc. H2SO4 

@�T��P0QH�GR?��U���� 25 ml V�
�V�*��)����! 100 ml �!��>D�	G
H 
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1.  eosin  500 ml 

-  0.25% eosin  
 100 ml     eosin  0.25 g.    

      500 ml     eosin           0.25 g. × 500 ml    = 1.25 g. 
                                                    100 ml 

 eosin 1.25 g.  500 ml 
 
-  0.5% eosin  

 100 ml     eosin  0.5 g.    
      500 ml     eosin           0.5 g. × 500 ml    = 2.5 g. 

                                                   100 ml 
 eosin 2.5 g.  500 ml 

 
-  1% eosin 

 100 ml     eosin  1.0 g.    
      500 ml     eosin           1.0 g. × 500 ml    = 5.0 g. 

                                                   100 ml 
 eosin 5.0 g.  500 ml 

 
2.  methylene blue  500 ml 

-  0.05% methylene blue 
PBS (pH 7.2) 100 ml  methylene blue  0.05 g.    

     PBS (pH 7.2) 500 ml  methylene blue  0.05 g.× 500 ml = 0.25 g. 
                                                            100 ml 

 methylene blue 0.25 g.  PBS (pH 7.2)  500 ml 
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-  0.1% methylene blue 
PBS (pH 7.2) 100 ml  methylene blue  0.1 g.    

     PBS (pH 7.2) 500 ml   methylene blue  0.1 g. × 500 ml = 0.5 g. 
                                                                  100 ml 

 methylene blue 0.5 g.  PBS(pH 7.2)  500 ml 
-  0.2% methylene blue 
PBS (pH 7.2) 100 ml  methylene blue  0.2 g.    

     PBS (pH 7.2) 500 ml   methylene blue  0.2 g. × 500 ml = 1.0 g. 
                                                                  100 ml 

 methylene blue 1.0 g.  PBS (pH 7.2)  500 ml 
 

3.  crystal violet  500 ml 
-  0.05% crystal violet 

 100 ml    crystal violet  0.05 g.    
      500 ml    crystal violet           0.05 g. × 500 ml    = 0.25 g. 

                                                          100 ml 
 crystal violet 5.0 g.  500 ml 

 
-  0.1% crystal violet 

 100 ml    crystal violet            0.1 g.    
      500 ml    crystal violet           0.1 g. × 500 ml    = 0.5 g. 

                                                             100 ml 
 crystal violet 0.5 g.  500 ml 

 
-  0.2% crystal violet 

 100 ml    crystal violet            0.2 g.    
      500 ml    crystal violet            0.2 g. × 500 ml    = 1.0 g. 

                                                             100 ml 
 crystal violet 1.0 g.  500 ml 
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4.  trypan blue 0.04% 
-  trypan blue 0.06 g  PBS 10 ml  0.6% 

 20 µl  3-5  
 

  
 

1.  0.9% NaCl  1,000 ml 
 100 ml     NaCl  0.9 g. 

       1,000 ml    NaCl  0.9 g.× 100 ml    = 9.0 g. 
                                                                 1,000 ml  
      NaCl 9.0 g.  1,000 ml 

 
2.  0.1 M NaOH  500 ml 

 1,000 ml     NaOH 0.1 mole 
         500 ml     NaOH 0.1mole×1,000ml = 0.05 mole 
                                                                    500 ml 
                          g   = nM 
                                         = 0.05 mole ×40 
                                         = 2 g. 
                NaOH 2.0 g.  500 ml 
 
3.  0.1M HCl  500 ml 

 HCl  (M�) =  36 
          =  35.4% 
        specific gravity  (D)  =  1.18   

      HCl  
  C   = 10(%)D 

                                                        M� 
     = 10×35.4×1.18   
      36 
     = 11.60 M 
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    C1V1 =  C2V2 

      11.60× V1 =  0.1×500 
       V1 =    50 
        11.60 
     =  4.31 
 

 HCl  4.31 ml  500 ml 
 
4.  sodium dodexyl sulphate (SDS) 2%  500 ml 

    100  ml     SDS  0.1  
         500 ml     SDS   0.1×500 ml = 0.5 
                                                                 100 ml 

  SDS 0.5 g.  500 ml 
 

5.  phosphate buffer saline (pH 7.2)  500 ml 
-  0.85% NSS 

NaCl   0.85 g 
   100 ml 

-  M/15 KH2PO4 
KH2PO4  9.07 g 

   1000 ml 
-  M/15 Na2HPO4 

Na2HPO4  9.46 g 
   1000 ml 

   
   0.85% NSS  500 ml 
   M/15 KH2PO4  410 ml  

M/15 Na2HPO4  90 ml 
   pH  7.2  (autoclave) 
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������� 	 
 

��
�
����������������������� Counting chamber (haemocytometer) 

 

1. ����	�
���� counting chamber ��� cover slip "�#$%&'(���)*%+�$,&���� 
2. .��,��*%/012*3#4�$,&*3&�'5.�6 ��&	$%& pasture pipette �7�*%/0 8�'.50.�9�2��#3: 

pasture pipette �:;.%4:	4�:(�,	4�: cover slip '5; counting chamber "�#�4#< 
2�4#*%/0�6=9&:'�(.5;'
� (�	5:#4�$,&�&. 

3. .��12�4:�7�&	#'�&:8?��((@.A '���5:3#�# 10x 2(5;(�#�8.*,+.9�(�:�;4:%4:%5�*8. 
��&	8D:*2�6=#.*2E.'���5:3#�# 40x 

4. .5;8��.	.*G��A8�'%4:�6=*,�6=#
$,H4�50:,
�9(:
?
*�+'�50: 4 %4: (;(J*	K�63�	) �5:(72 
��&	,��4�*M�6=#8��.	.*G��A94 1 %4: ��� 2 G0�� 

5. '��,.�;(J*	K�6=9&:'�(.5;8��.	.*G��A *%4. .5;*MO��*G��A�6=�(4
*�&.�&�.;. ���
�&�.G&�#3:�94��%4: ���8�1
4.5;*G��A�6=�(4
�&�.3	� 
JM�.50.�8���$,&*'J��	�

�5;�.8D:���$,&*'J�'�(.5;G0��,(/�/
.5; 

6. ;5.�D' ������.	K 
7. �&�: counting chamber ��� cover slip $,&���� *%+�$,&�,&: ��&	*'+;$�4'�4: 
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��
�����,��
���������-../���� haemocytometer 

 
2(J
�9( 1 %4: (;(J*	K�63�	) = 1 mm ×1 mm ×0.1 mm 
    = 0.1 mm3 

T&�.5; 4 ;(J*	K   = 0.1 × 4 mm3 

    = 0.4 mm3 

   1 ml = 1,000 mm3 

    = 1,000 µl 
Volume correction factor = 2(J
�9(�6=9&:'�( (1,000µl) / 2(J
�9(�6=.5;8(J: 
    = 1,000 / 0.4 
    = 2,500 
�5:.50.8��.	.*G��A$. 1 ml = 8��.	.*G��A�6=.5;1�& × volume correction factor 
 
�

9J.5;$.;(J*	K�63�	�50: 4 ;(J*	K 1�& Y *G��A 
�5:.50. 8��.	.*G��A$. 1 ml = Y × 2,500 
T&��4�3: Y = 150 8�
6*G��A�50:,
� 
    = 150 × 2,500 
    = 375,000 cell/ml 
    = 3.75 × 105 cell/ml 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



84 

  
   

  1  OD  SE   G. intestinalis  24, 48  72 
 3   3   fix  methanol  eosin 0.5% 

 plate  

 
 

(cell/ml) 
2×107 1×107 5×106 2.5×106 1.25×106 6.25×105 3.13×105 1.56×105 7.8×104 3.9×104 1.95×104 9.75××××103 4.88×103 2.44×103 1.22×103 6.1×102 

 24 . 
0.29± 
0.08 

0.23± 
0.06 

0.21± 
0.06 

0.16± 
0.06 

0.10± 
0.06 

0.08± 
0.03 

0.05± 
0.01 

0.05± 
0.02 

0.04± 
0.01 

0.03± 
0.01 

0.02± 
0.01 

0.02± 
0.01 

0.02± 
0.01 

0.02± 
0.01 

0.02± 
0.01 

0.03± 
0.01 

 48 . 0.19± 
0.06 

0.21± 
0.06 

0.20± 
0.05 

0.18± 
0.05 

0.21± 
0.09 

0.18± 
0.11 

0.14± 
0.08 

0.11± 
0.04 

0.08± 
0.04 

0.04± 
0.02 

0.05± 
0.01 

0.03± 
0.01 

0.03± 
0.02 

0.03± 
0.01 

0.02± 
0.04 

0.04± 
0.01 

 72 . 0.19± 
0.05 

0.20± 
0.04 

0.17± 
0.01 

0.15± 
0.02 

0.17± 
0.03 

0.20± 
0.08 

0.17± 
0.10 

0.17± 
0.11 

0.13± 
0.08 

0.08± 
0.02 

0.06± 
0.02 

0.04± 
0.01 

0.03± 
0.02 

0.03± 
0.02 

0.03± 
0.01 

0.03± 
0.02 
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  2  OD  SD  G. intestinalis  24   3  
 fix  methanol  eosin 0.5%  plate  

 
 

(cell/ml) 
2×107 1×107 5×106 2.5×106 1.25×106 6.25×105 3.13×105 1.56×105 7.8×104 3.9×104 1.95×104 9.75××××103 4.88×103 2.44×103 1.22×103 6.1×102 

 1 0.46± 
0.06 

0.13± 
0.14 

0.05± 
0.07 

0.06± 
0.04 

0.03± 
0.00 

0.00± 
0.03 

-0.01± 
0.01 

-0.02± 
0.01 

0.01± 
0.01 

-0.01± 
0.03 

-0.01± 
0.04 

-0.01± 
0.02 

-0.01± 
0.02 

-0.03± 
0.01 

-0.02± 
0.02 

-0.01± 
0.02 

 2 0.92± 
0.06 

0.83± 
0.09 

0.61± 
0.05 

0.53± 
0.03 

0.21± 
0.02 

0.33± 
0.02 

0.12± 
0.03 

0.06± 
0.03 

0.04± 
0.08 

-0.01± 
0.01 

-0.01± 
0.04 

0.02± 
0.03 

-0.05± 
0.02 

0.00± 
0.01 

0.00± 
0.03 

-0.01± 
0.08 

 3 0.41± 
0.03 

0.23± 
0.17 

0.27± 
0.02 

0.19± 
0.02 

0.12± 
0.02 

0.09± 
0.01 

0.07± 
0.02 

0.03± 
0.01 

0.07± 
0.02 

0.06± 
0.05 

0.01± 
0.04 

0.03± 
0.04 

0.05± 
0.02 

0.03± 
0.04 

0.05± 
0.05 

0.06± 
0.02 

 1 
0.41± 
0.16 

0.32± 
0.08 

0.32± 
0.02 

0.19± 
0.03 

0.16± 
0.05 

0.11± 
0.03 

-0.03± 
0.02 

-0.02± 
0.01 

-0.01± 
0.01 

-0.03± 
0.02 

0.01± 
0.01 

-0.01± 
0.03 

-0.01± 
0.01 

-0.03± 
0.02 

-0.03± 
0.01 

-0.01± 
0.01 

 2 0.90± 
0.06 

0.73± 
0.09 

0.45± 
0.05 

0.31± 
0.03 

0.19± 
0.02 

0.11± 
0.02 

0.04± 
0.03 

0.07± 
0.03 

0.04± 
0.08 

-0.03± 
0.01 

-0.01± 
0.04 

-0.02± 
0.03 

0.01± 
0.02 

-0.02± 
0.01 

-0.03± 
0.03 

0.07± 
0.08 

 3 0.81± 
0.18 

0.73± 
0.02 

0.51± 
0.25 

0.37± 
0.19 

0.23± 
0.03 

0.13± 
0.01 

0.08± 
0.02 

0.10± 
0.04 

0.02± 
0.01 

-0.02± 
0.01 

-0.03± 
0.00 

-0.02± 
0.01 

-0.03± 
0.02 

-0.02± 
0.01 

-0.02± 
0.02 

0.04± 
0.04 
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  3  OD  SD  G. intestinalis  48   3  
 fix  methanol  eosin 0.5%  plate  

 
 

(cell/ml) 
2×107 1×107 5×106 2.5×106 1.25×106 6.25×105 3.13×105 1.56×105 7.8×104 3.9×104 1.95×104 9.75××××103 4.88×103 2.44×103 1.22×103 6.1×102 

 1 0.48± 
0.15 

0.58± 
0.28 

0.38± 
0.28 

0.11± 
0.05 

0.12± 
0.07 

0.07± 
0.05 

0.13± 
0.02 

0.08± 
0.02 

0.05± 
0.03 

0.04± 
0.04 

0.03± 
0.06 

0.06± 
0.03 

0.06± 
0.04 

0.03± 
0.01 

0.02± 
0.02 

0.06± 
0.04 

 2 0.28± 
0.08 

0.34± 
0.12 

0.20± 
0.03 

0.12± 
0.01 

0.08± 
0.00 

0.06± 
0.01 

0.06± 
0.02 

0.08± 
0.02 

0.04± 
0.02 

0.02± 
0.02 

0.03± 
0.03 

0.00± 
0.01 

-0.02± 
0.00 

0.00± 
0.01 

0.01± 
0.05 

0.00± 
0.02 

 3 0.59± 
0.32 

0.19± 
0.03 

0.09± 
0.02 

0.05± 
0.01 

0.01± 
0.02 

0.03± 
0.01 

0.03± 
0.03 

0.03± 
0.03 

0.04± 
0.07 

-0.01± 
0.02 

-0.04± 
0.01 

-0.02± 
0.01 

-0.04± 
0.00 

-0.04± 
0.03 

-0.05± 
0.01 

0.01± 
0.01 

 1 
0.61± 
0.05 

0.61± 
0.20 

0.63± 
0.09 

0.43± 
0.04 

0.47± 
0.29 

0.18± 
0.01 

0.11± 
0.01 

0.08± 
0.01 

0.05± 
0.01 

0.02± 
0.01 

0.02± 
0.01 

0.01± 
0.01 

0.01± 
0.02 

0.01± 
0.02 

0.00± 
0.02 

0.02± 
0.00 

 2 0.52± 
0.07 

0.62± 
0.06 

0.41± 
0.06 

0.26± 
0.02 

0.15± 
0.03 

0.10± 
0.01 

0.09± 
0.04 

0.09± 
0.02 

0.04± 
0.02 

-0.01± 
0.03 

-0.03± 
0.01 

-0.02± 
0.05 

-0.04± 
0.00 

-0.02± 
0.02 

-0.03± 
0.02 

0.00± 
0.02 

 3 0.44± 
0.06 

0.41± 
0.13 

0.33± 
0.02 

0.18± 
0.02 

0.11± 
0.02 

0.08± 
0.01 

0.05± 
0.01 

0.06± 
0.02 

0.05± 
0.02 

0.03± 
0.02 

0.01± 
0.01 

-0.01± 
0.05 

-0.01± 
0.01 

-0.01± 
0.02 

-0.01± 
0.02 

0.03± 
0.02 
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  4  OD  SE  G. intestinalis  24, 48  72  
 plate  eosin 0.5%  3   3  

 
 

(cell/ml) 
2×107 1×107 5×106 2.5×106 1.25×106 6.25×105 3.13×105 1.56×105 7.8×104 3.9×104 1.95×104 9.75××××103 4.88×103 2.44×103 1.22×103 6.1×102 

 24 . 0.47± 
0.01 

0.51± 
0.06 

0.49± 
0.05 

0.45± 
0.08 

0.32± 
0.03 

0.26± 
0.08 

0.24± 
0.01 

0.20± 
0.01 

0.11± 
0.05 

0.11± 
0.01 

0.11± 
0.04 

0.06± 
0.01 

0.08± 
0.02 

0.07± 
0.03 

0.03± 
0.03 

0.03± 
0.01 

 48 . 0.35± 
0.08 

0.47± 
0.03 

0.55± 
0.02 

0.59± 
0.03 

0.49± 
0.01 

0.37± 
0.03 

0.27± 
0.02 

0.19± 
0.01 

0.10± 
0.02 

0.14± 
0.22 

0.13± 
0.03 

0.07± 
0.04 

0.09± 
0.02 

0.11± 
0.04 

0.09± 
0.04 

0.01± 
0.02 

 72 . 0.52± 
0.02 

0. 
0.04 

0.56± 
0.07 

0.53± 
0.02 

0.50± 
0.01 

0.38± 
0.02 

0.28± 
0.02 

0.25± 
0.02 

0.13± 
0.02 

0.17± 
0.04 

0.25± 
0.22 

0.20± 
0.06 

0.20± 
0.13 

0.13± 
0.07 

0.08± 
0.03 

0.06± 
0.04 
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  5 
 OD 

 eosin 
 

 methanol 
 

 3 
 

 15 
 

 

 

 eosin 0.25% 
 eosin 0.5% 

 eosin 1% 

 1 
 2 

 3 
 1 

 2 
 3 

 1 
 3 

 3 

0.12 
0.09 

0.04 
0.18 

0.15 
0.26 

0.14 
0.25 

0.29 

0.06 
0.07 

0.01 
0.07 

0.18 
0.12 

0.14 
0.21 

0.15 

0.04 
0.03 

0.15 
0.22 

0.22 
0.04 

0.19 
0.29 

0.06 

0.20 
0.04 

0.05 
0.18 

0.15 
0.06 

0.11 
0.28 

0.07 

0.19 
0.07 

0.06 
0.20 

0.13 
0.14 

0.05 
0.29 

0.14 

0.15 
0.09 

0.03 
0.18 

0.16 
0.05 

0.20 
0.25 

0.16 

0.20 
0.05 

0.07 
0.13 

0.20 
0.10 

0.12 
0.20 

0.20 

0.13 
0.13 

0.22 
0.04 

0.16 
0.20 

0.19 
0.34 

0.19 

0.12 
0.10 

0.15 
0.15 

0.18 
0.18 

0.19 
0.36 

0.41 

0.16 
0.13 

-0.03 
0.17 

0.15 
0.26 

0.15 
0.35 

0.17 

0.10 
0.03 

0.02 
0.18 

0.09 
0.10 

0.21 
0.29 

0.18 

0.16 
0.04 

0.00 
0.19 

0.33 
0.09 

0.36 
0.29 

0.04 

0.16 
0.09 

0.01 
0.13 

0.18 
0.12 

0.21 
0.27 

0.06 

0.21 
0.09 

0.02 
0.13 

0.09 
0.08 

0.16 
0.30 

0.08 

0.10 
0.05 

0.03 
0.15 

0.16 
0.17 

0.15 
0.10 

0.14 

 
0.14 

0.07 
0.06 

0.15 
0.17 

0.13 
0.17 

0.27 
0.16 

SD 
0.05 

0.03 
0.07 

0.05 
0.06 

0.07 
0.07 

0.07 
0.10 

CV 
37.04 

46.14 
120.10 

31.52 
34.53 

52.86 
39.56 

24.30 
61.77 

      



89 

  6 
 OD 

 crystal violet 
 

 methanol 
 

 3 
 

 15 
 

 

 

0.05 % crystal violet 
0.1 % crystal violet 

0.2 % crystal violet 

 1 
 2 

 3 
 1 

 2 
 3 

 1 
 2 

 3 

0.04 
0.29 

0.08 
0.05 

0.70 
0.00 

0.09 
0.02 

0.15 

0.15 
0.14 

0.04 
0.21 

0.20 
0.30 

0.11 
0.05 

0.27 

0.32 
0.17 

0.09 
0.43 

0.34 
0.34 

0.29 
0.33 

0.63 

0.16 
0.14 

0.13 
0.27 

0.32 
0.51 

0.16 
0.22 

0.39 

0.10 
0.19 

0.13 
0.14 

0.31 
0.31 

0.36 
0.23 

0.64 

0.36 
0.33 

0.09 
0.33 

0.83 
0.58 

0.34 
0.58 

0.34 

0.36 
0.16 

0.11 
0.15 

0.43 
0.09 

0.47 
0.59 

0.35 

0.05 
0.16 

0.13 
0.34 

0.16 
-0.04 

0.42 
1.32 

0.00 

0.03 
0.27 

0.03 
0.09 

0.81 
0.23 

0.21 
-0.03 

0.35 

0.09 
0.38 

0.12 
0.22 

0.16 
0.20 

0.20 
0.72 

0.17 

0.12 
0.20 

0.12 
0.35 

0.13 
0.24 

0.26 
0.62 

0.74 

0.08 
0.50 

0.11 
0.58 

0.18 
0.52 

0.16 
0.84 

0.42 

0.05 
0.26 

0.14 
0.37 

0.18 
0.54 

0.32 
0.91 

0.54 

0.22 
0.15 

0.19 
0.09 

0.49 
0.39 

0.29 
0.09 

0.49 

0.02 
0.21 

0.20 
0.35 

0.38 
0.19 

0.83 
1.00 

0.34 

 
0.14 

0.24 
0.11 

0.27 
0.37 

0.29 
0.30 

0.50 
0.39 

SD 
0.12 

0.10 
0.05 

0.15 
0.24 

0.19 
0.18 

0.41 
0.20 

CV 
83.24 

43.63 
39.37 

55.49 
63.81 

65.41 
61.61 

82.28 
51.53 

    



90 

  7 
 OD 

 methylene blue 
 

 methanol 
 

 3 
 

 15 
 

 

 

0.05 % methylene blue 
0.1 % methylene blue 

0.2 % methylene blue 

 1 
 2 

 3 
 1 

 2 
 3 

 1 
 2 

 3 

0.30 
0.12 

0.25 
0.30 

0.21 
0.20 

0.44 
0.23 

0.88 

0.29 
0.29 

0.16 
0.21 

0.23 
0.37 

0.33 
0.20 

0.49 

0.12 
0.28 

0.26 
0.15 

0.17 
0.26 

0.37 
0.17 

0.40 

0.29 
0.18 

0.16 
0.13 

0.19 
0.26 

0.34 
0.09 

0.61 

0.10 
0.31 

0.18 
0.18 

0.17 
0.41 

0.32 
0.16 

0.60 

0.07 
0.25 

0.24 
0.26 

0.19 
0.41 

0.32 
0.09 

0.85 

0.10 
0.20 

0.21 
0.18 

0.14 
0.63 

0.28 
0.19 

0.93 

0.49 
0.19 

0.21 
0.66 

0.10 
0.56 

0.46 
0.07 

0.89 

0.43 
0.15 

0.20 
0.31 

0.23 
0.24 

0.49 
0.35 

1.04 

0.24 
0.23 

0.29 
0.41 

0.20 
0.27 

0.41 
0.07 

0.51 

0.12 
0.25 

0.33 
0.23 

0.17 
0.20 

0.30 
0.17 

0.53 

0.17 
0.15 

0.28 
0.21 

0.16 
0.15 

0.34 
0.07 

0.58 

0.25 
0.24 

0.22 
0.24 

0.13 
0.28 

0.31 
-0.03 

0.62 

0.31 
0.22 

0.29 
0.29 

0.19 
0.27 

0.35 
0.09 

0.66 

0.10 
0.26 

0.28 
0.27 

0.13 
0.52 

0.36 
0.11 

0.73 

 
0.22 

0.22 
0.24 

0.27 
0.17 

0.33 
0.36 

0.14 
0.69 

SD 
0.13 

0.06 
0.05 

0.13 
0.04 

0.14 
0.06 

0.09 
0.19 

CV 
57.80 

25.23 
21.51 

47.76 
21.18 

42.53 
17.08 

66.47 
27.30 

     



91 

  8 
 OD 

 eosin 
 

 plate 
 methanol 

 
 3 

 
 15 

 
 

 

 eosin 0.25% 
 eosin 0.5% 

 eosin 1.0% 

 1 
 2 

 3 
 1 

 2 
 3 

 1 
 2 

 3 

0.12 
0.12 

0.11 
0.14 

0.12 
0.15 

0.42 
0.16 

0.28 

0.12 
0.13 

0.08 
0.15 

0.10 
0.17 

0.53 
0.19 

0.29 

0.09 
0.13 

0.09 
0.13 

0.10 
0.17 

0.42 
0.28 

0.30 

0.13 
0.12 

0.15 
0.15 

0.13 
0.19 

0.31 
0.22 

0.30 

0.17 
0.14 

0.11 
0.17 

0.10 
0.22 

0.33 
0.25 

0.83 

0.12 
0.11 

0.10 
0.15 

0.11 
0.15 

0.39 
0.25 

0.32 

0.13 
0.12 

0.20 
0.14 

0.11 
0.20 

0.29 
0.20 

0.32 

0.12 
0.13 

0.16 
0.15 

0.10 
0.19 

0.30 
0.28 

0.30 

0.13 
0.12 

0.15 
0.17 

0.10 
0.16 

0.41 
0.26 

0.23 

0.17 
0.14 

0.20 
0.16 

0.15 
0.16 

0.23 
0.18 

0.26 

0.12 
0.12 

0.19 
0.15 

0.15 
0.19 

0.31 
0.27 

0.31 

0.14 
0.10 

0.18 
0.17 

0.12 
0.19 

0.33 
0.14 

0.27 

0.11 
0.12 

0.17 
0.17 

0.21 
0.22 

0.30 
0.32 

0.30 

0.14 
0.16 

0.15 
0.15 

0.14 
0.22 

0.34 
0.20 

0.32 

0.16 
0.10 

0.18 
0.14 

0.14 
0.23 

0.50 
0.17 

0.30 

 
0.13 

0.12 
0.15 

0.15 
0.12 

0.19 
0.36 

0.22 
0.33 

SD 
0.02 

0.02 
0.04 

0.01 
0.03 

0.03 
0.08 

0.05 
0.14 

CV 
16.24 

13.37 
27.38 

8.61 
23.56 

14.53 
22.31 

22.69 
42.72 

     



92 

  9 
 OD 

 crystal violet 
 

 plate 
 methanol 

 
 3 

 
 15 

 
 

 

 crystal violet 0.05% 
 crystal violet 0.1% 

 crystal violet 0.2% 

 1 
 2 

 3 
 1 

 2 
 3 

 1 
 2 

 3 

0.16 
0.17 

0.15 
0.46 

0.24 
0.44 

0.15 
0.59 

0.31 

0.20 
0.26 

0.11 
0.21 

0.30 
0.58 

0.15 
0.79 

0.62 

0.12 
0.30 

0.05 
0.27 

0.29 
0.12 

0.03 
1.21 

0.59 

0.13 
0.23 

0.28 
0.17 

0.21 
0.56 

0.77 
0.95 

0.59 

0.16 
0.21 

0.37 
0.30 

0.22 
0.48 

0.85 
1.20 

0.60 

0.17 
0.20 

0.30 
0.35 

0.20 
0.20 

0.22 
0.71 

0.64 

0.08 
0.17 

0.21 
0.49 

0.32 
0.58 

0.69 
0.61 

0.99 

0.12 
0.15 

0.17 
0.41 

0.37 
0.46 

0.41 
0.53 

0.82 

0.13 
0.26 

0.17 
0.48 

0.42 
0.32 

0.41 
0.44 

0.79 

0.07 
0.24 

0.17 
0.83 

0.55 
0.65 

0.84 
1.13 

0.71 

0.15 
0.29 

0.11 
0.93 

0.90 
0.51 

0.81 
1.18 

0.53 

0.14 
0.37 

0.13 
0.93 

0.50 
0.42 

0.27 
0.31 

1.22 

0.16 
0.38 

0.23 
0.68 

0.02 
0.31 

1.33 
1.06 

1.28 

0.18 
0.17 

0.22 
0.88 

-0.01 
0.96 

0.40 
0.88 

0.54 

0.20 
0.45 

0.16 
0.26 

0.06 
0.36 

0.19 
0.49 

0.83 

 
0.14 

0.26 
0.19 

0.51 
0.31 

0.46 
0.50 

0.80 
0.74 

SD 
0.04 

0.09 
0.08 

0.27 
0.23 

0.20 
0.36 

0.30 
0.26 

CV 
26.17 

34.47 
43.58 

52.84 
75.43 

43.72 
72.60 

37.84 
35.56 

     



93 

  10 
 OD 

 methylene blue 
 

 plate 
 methanol 

 
 3 

 
 15 

 
 

 

 methylene blue 0.05% 
 methylene blue 0.1% 

 methylene blue 0.2% 

 1 
 2 

 3 
 1 

 2 
 3 

 1 
 2 

 3 

0.39 
0.31 

0.55 
0.60 

0.36 
0.46 

0.48 
0.37 

0.58 

0.53 
0.30 

0.43 
0.49 

0.35 
0.47 

0.40 
0.32 

0.53 

0.45 
0.31 

0.46 
0.46 

0.40 
0.60 

0.42 
0.35 

0.61 

0.41 
0.27 

0.67 
0.58 

0.40 
0.52 

0.36 
0.44 

0.61 

0.51 
0.34 

0.54 
0.44 

0.32 
0.43 

0.52 
0.37 

0.56 

0.54 
0.31 

0.62 
0.43 

0.40 
0.52 

0.43 
0.40 

0.60 

0.42 
0.26 

0.49 
0.49 

0.32 
0.70 

0.38 
0.31 

0.62 

0.59 
0.35 

0.57 
0.41 

0.33 
0.67 

0.44 
0.37 

0.51 

0.57 
0.38 

0.47 
0.47 

0.37 
0.61 

0.43 
0.35 

0.52 

0.40 
0.28 

0.46 
0.49 

0.34 
0.51 

0.45 
0.38 

0.77 

0.51 
0.33 

0.45 
0.41 

0.30 
0.44 

0.47 
0.31 

0.47 

0.51 
0.54 

0.48 
0.45 

0.31 
0.57 

0.34 
0.33 

0.55 

0.42 
0.33 

0.47 
0.41 

0.36 
0.66 

0.50 
0.49 

0.60 

0.46 
0.39 

0.48 
0.40 

0.35 
0.61 

0.52 
0.37 

0.60 

0.55 
0.38 

0.51 
0.47 

0.35 
0.59 

0.36 
0.34 

0.59 

 
0.48 

0.34 
0.51 

0.47 
0.35 

0.56 
0.43 

0.37 
0.58 

SD 
0.07 

0.07 
0.07 

0.06 
0.03 

0.09 
0.06 

0.05 
0.07 

CV 
13.52 

20.30 
13.42 

12.45 
9.37 

15.43 
13.51 

13.36 
11.77 

     



94 

  11  OD  SE   G. intestinalis  48  fix 
  methylene blue 0.1%  0.2%  plate  fix  3 

  3   
 

 
(cell/ml) 

2×107 1×107 5×106 2.5×106 1.25×106 6.25×105 3.13×105 1.56×105 7.8×104 3.9×104 1.95×104 9.75××××103 4.88×103 2.44×103 1.22×103 6.1×102 

0.1% 1.61± 
0.53 

1.44± 
0.07 

1.40± 
0.09 

1.24± 
0.05 

1.21± 
0.06 

1.12± 
0.02 

0.87± 
0.00 

0.59± 
0.02 

0.46± 
0.02 

0.25± 
0.01 

0.16± 
0.01 

0.08± 
0.01 

0.03± 
0.01 

0.01± 
0.02 

0.01± 
0.01 

0.00± 
0.02 

0.2% 1.95± 
0.19 

1.74± 
0.03 

1.56± 
0.09 

1.33± 
0.10 

1.34± 
0.02 

1.24± 
0.04 

1.00± 
0.03 

0.74± 
0.03 

0.49± 
0.02 

0.31± 
0.01 

0.18± 
0.01 

0.13± 
0.01 

0.09± 
0.01 

0.04± 
0.01 

0.04± 
0.04 

0.11± 
0.00 
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  12 
 OD 

 SE 
 G. intestinalis 

 metronidazole, ornidazole 
 furazolidone 

 
 48 

 
 3 

 
 3 

 

        

Metronidazole 
0.078125 

0.15625 
0.3125 

0.625 
1.25 

2.5 
5 

10 

 OD 
 1 

1.32 
1.31 

1.25 
0.84 

0.29 
-0.02 

0.00 
-0.01 

 OD 
 2 

1.18 
0.97 

0.68 
0.27 

0.04 
-0.01 

-0.01 
0.01 

 OD 
 3 

1.14 
1.18 

1.11 
0.90 

0.31 
0.00 

-0.04 
-0.03 

 
1.21 

1.15 
1.01 

0.67 
0.21 

-0.01 
-0.02 

-0.01 

SE 
0.10 

0.17 
0.30 

0.35 
0.15 

0.01 
0.02 

0.02 

Ornidazole 
0.078125 

0.15625 
0.3125 

0.625 
1.25 

2.5 
5 

10 

 OD 
 1 

1.20 
1.07 

0.64 
0.08 

0.01 
0.00 

0.03 
0.02 

 OD 
 2 

1.05 
1.01 

0.60 
0.07 

0.01 
-0.02 

-0.01 
0.00 

 OD 
 3 

1.19 
1.17 

0.86 
0.18 

-0.04 
-0.03 

0.01 
0.07 

 
1.15 

1.08 
0.70 

0.11 
-0.01 

-0.02 
0.01 

0.03 

SE 
0.09 

0.08 
0.14 

0.06 
0.03 

0.01 
0.02 

0.04 

Furazolidone 
0.078125 

0.15625 
0.3125 

0.625 
1.25 

2.5 
5 

10 

 OD 
 1 

1.01 
0.86 

0.76 
0.58 

0.19 
0.09 

0.00 
-0.03 

 OD 
 2 

1.03 
0.97 

0.75 
0.60 

0.33 
0.13 

0.03 
0.03 

 OD 
 3 

1.04 
0.96 

0.65 
0.30 

0.30 
0.13 

0.15 
0.02 

 
1.02 

0.93 
0.72 

0.50 
0.27 

0.12 
0.06 

0.01 

SE 
0.01 

0.06 
0.06 

0.17 
0.08 

0.03 
0.08 

0.03 



96 

  13 
 OD 

 SD 
 G. intestinalis 

 19 
 

 48 
 

 3 
 

 3 
 

 

 
7.8125 

15.625 
31.25 

62.5 
125 

250 
500 

1000 

 
1.00± 

0.88± 
0.70± 

0.43± 
0.27± 

0.03± 
0.02± 

0.05± 
 

0.06 
0.05 

0.09 
0.08 

0.17 
0.02 

0.02 
0.03 

 
0.96± 

0.98± 
1.02± 

0.93± 
0.74± 

0.32± 
0.11± 

0.08± 
 

0.10 
0.05 

0.04 
0.03 

0.08 
0.05 

0.03 
0.01 

 
1.16± 

1.09± 
1.07± 

0.98± 
0.86± 

0.56± 
0.28± 

0.19± 
 

0.08 
0.04 

0.06 
0.04 

0.12 
0.38 

0.48 
0.35 

 
1.00± 

1.02± 
1.00± 

0.96± 
0.97± 

0.94± 
0.88± 

0.81± 
 

0.11 
0.14 

0.11 
0.10 

0.12 
0.01 

0.12 
0.18 

 
1.14± 

1.06± 
0.98± 

0.76± 
0.16± 

0.07± 
0.02± 

0.03± 
 

0.03 
0.04 

0.07 
0.02 

0.07 
0.03 

0.01 
0.01 

 
1.10± 

1.03± 
1.08± 

1.07± 
1.05± 

1.01± 
0.92± 

0.78± 
 

0.12 
0.02 

0.03 
0.10 

0.11 
0.10 

0.06 
0.07 

 
1.11± 

1.11± 
1.09± 

1.00± 
0.77± 

0.35± 
0.00± 

-0.02± 
 

0.09 
0.06 

0.10 
0.03 

0.04 
0.02 

0.01 
0.01 

 
1.06± 

1.08± 
1.06± 

1.03± 
0.85± 

0.41± 
0.00± 

0.00± 
 

0.10 
0.05 

0.04 
0.03 

0.08 
0.05 

0.03 
0.01 

 
0.94± 

1.01± 
0.90± 

0.89± 
0.74± 

0.60± 
0.34± 

0.50± 
 

0.10 
0.05 

0.04 
0.03 

0.08 
0.05 

0.03 
0.01 

 
1.03± 

0.93± 
0.94± 

0.94± 
1.05± 

1.09± 
0.86± 

0.59± 
 

0.11 
0.14 

0.08 
0.12 

0.04 
0.15 

0.15 
0.07 

 (
) 

0.93± 
0.96± 

0.99± 
1.01± 

1.00± 
0.92± 

0.86± 
0.82± 

 
0.10 

0.12 
0.11 

0.16 
0.17 

0.12 
0.06 

0.15 
 (

) 
1.16± 

1.15± 
1.16± 

1.15± 
1.20± 

1.10± 
0.84± 

0.97± 
 

0.04 
0.05 

0.06 
0.05 

0.11 
0.09 

0.33 
0.16 



97 

 
 13 

(
) 

 OD 
 SD 

           
G. intestinalis 

 19 
 

 48 
 

 3 
 

 3 
 

 

 
7.8125 

15.625 
31.25 

62.5 
125 

250 
500 

1000 

 
0.98± 

1.00± 
0.98± 

0.94± 
0.86± 

0.84± 
0.69± 

0.48± 
 

0.09 
0.05 

0.03 
0.10 

0.21 
0.08 

0.06 
0.08 

 
1.06± 

1.08± 
1.06± 

1.03± 
0.85± 

0.41± 
0.00± 

0.00± 
 

0.10 
0.05 

0.04 
0.03 

0.08 
0.05 

0.03 
0.01 

 
1.02± 

1.01± 
1.01± 

0.89± 
0.92± 

0.89± 
0.74± 

0.55± 
 

0.10 
0.05 

0.04 
0.03 

0.08 
0.05 

0.03 
0.01 

 
1.06± 

1.06± 
1.07± 

1.04± 
0.95± 

0.90± 
0.82± 

0.62± 
 

0.10 
0.05 

0.04 
0.03 

0.08 
0.05 

0.03 
0.01 

 
0.94± 

0.90± 
0.88± 

0.83± 
0.58± 

0.29± 
0.04± 

0.02± 
 

0.11 
0.09 

0.06 
0.08 

0.14 
0.12 

0.00 
0.01 

 
1.13± 

1.18± 
1.21± 

1.30± 
1.24± 

1.01± 
0.89± 

0.52± 
 

0.09 
0.05 

0.09 
0.05 

0.07 
0.12 

0.19 
0.23 

 
1.02± 

0.81± 
0.90± 

0.93± 
0.95± 

0.91± 
0.83± 

0.24± 
 

0.13 
0.10 

0.14 
0.11 

0.20 
0.17 

0.11 
0.04 

 
0.99± 

0.97± 
0.97± 

1.11± 
0.96± 

0.91± 
0.75± 

0.40± 
 

0.09 
0.09 

0.06 
0.11 

0.09 
0.12 

0.03 
0.07 

Metronidazole*
 

1.04±
0.14 

1.03±
0.18 

0.87±
0.17 

0.51±
0.31 

0.23±
0.16 

0.08±
0.03 

0.03±
0.04 

-0.01±
0.00 

 
 * 

 10 µg/ml 
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  14 
 OD 

 SD 
 G. intestinalis 

 7 
 

 48 
 

 3 
 

 3 
 

 

 
3.125 

6.25 
12.5 

25 
50 

100 
200 

400 

A2 
0.78± 

0.77± 
0.76± 

0.72± 
0.59± 

0.36± 
0.14± 

0.03± 
 

0.39 
0.32 

0.31 
0.23 

0.14 
0.09 

0.04 
0.04 

B6-3124S 
0.84± 

0.85± 
0.84± 

0.82± 
0.79± 

0.67± 
0.07± 

0.01± 
 

0.39 
0.41 

0.34 
0.28 

0.38 
0.25 

0.05 
0.03 

C11-9S 
0.89± 

0.82± 
0.80± 

0.65± 
0.40± 

0.01± 
0.00± 

0.02± 
 

0.43 
0.38 

0.38 
0.26 

0.09 
0.01 

0.01 
0.01 

C13-2S 
0.85± 

0.78± 
0.86± 

0.82± 
0.77± 

0.64± 
0.39± 

0.11± 
 

0.41 
0.32 

0.33 
0.30 

0.23 
0.25 

0.18 
0.14 

C17 
0.92± 

0.80± 
0.75± 

0.72± 
0.63± 

0.41± 
0.24± 

0.12± 
 

0.37 
0.28 

0.22 
0.26 

0.28 
0.37 

0.28 
0.14 

D13S1 
0.72± 

0.72± 
0.73± 

0.71± 
0.68± 

0.66± 
0.44± 

0.32± 
 

0.30 
0.26 

0.26 
0.23 

0.23 
0.28 

0.27 
0.31 

Stc1 
0.83± 

0.82± 
0.76± 

0.66± 
0.43± 

0.12± 
0.03± 

0.04± 
 

0.43 
0.41 

0.33 
0.28 

0.13 
0.10 

0.01 
0.01 

Metronidazole*
 

0.85±
0.38 

0.70±
0.30 

0.47±
0.27 

0.29±
0.29 

0.11±
0.14 

0.02±
0.03 

0.03±
0.03 

-0.01±
0.02 

 
 * 

 10 µg/ml 
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