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กิตติกรรมประกาศ 
 

วิทยานิพนธนีส้ําเร็จลุลวงไดดวยความชวยเหลืออยางดียิง่ของศาสตราจารยนายแพทย

สมชาย จงวุฒเิวศย อาจารยที่ปรึกษา ภาควิชาปรสิตวทิยา คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณ

มหาวิทยาลยั ที่ไดกรุณาใหความชวยเหลอื ความรู ขอแนะนําในการแกปญหาตางๆ ในการศึกษา

วิจัยและใหความเมตตากรุณาตอขาพเจาเปนอยางดียิง่ ตลอดจนแกไขขอบกพรองวิทยานิพนธ 

ฉบับนี้ใหสมบรูณมากยิง่ขึ้น ขาพเจาขอกราบขอบพระคณุเปนอยางสงูไว ณ ทีน่ี้ ขอกราบ

ขอบพระคุณ ผูชวยศาสตราจารย ดร.จตุรงค พทุธพรทพิย และรองศาสตราจารยณฐัรส จันทชุม    

ที่ไดกรุณาใหความรู สนับสนุน ความคิดเห็นตาง ๆ ในการศึกษาวิจัย ตลอดจนแกไขขอบกพรอง

วิทยานิพนธมาดวยดียิง่ ขาพเจา ขอกราบขอบพระคุณเปนอยางสงูไว ณ ที่นี ้  

 ขอกราบขอบพระคุณ ผูชวยศาสตราจารยนายแพทยประเสริฐ สิทธเิจริญชัย ภาควชิา 

ปรสิตวิทยา คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลยั  และผูชวยศาสตราจารย นายแพทย

เกรียงศักดิ ์ลมิปกิตติกุล ภาควิชากุมารเวชศาสตร คณะเวชศาสตรเขตรอน มหาวทิยาลัยมหิดล  

ที่ไดกรุณาใหคําแนะนํา และแกไขวิทยานพินธฉบับนี้ใหมีความถูกตองและสมบูรณมากยิง่ขึ้น 

 ขอขอบพระคุณ คุณมาลี เจริญกร คุณอุรัสยา พัฒนวงศ คณุทวีศักดิ์ แซเตีย ภาควิชา 

ปรสิตวิทยา คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลยั และอาจารยสุนีย สีธรรมใจ ภาควิชา

ชีววทิยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลยันเรศวร ที่ไดใหคําแนะนาํและความชวยเหลือ 

 ขอขอบพระคุณคณาจารย และเจาหนาที ่ภาควิชาปรสิตวิทยา คณะแพทยศาสตร 

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ทกุทานที่ไดเอ้ือเฟอสถานที่ และเครื่องมือตางๆ ตลอดจนความ 

ชวยเหลือในการศึกษาวิจัย         

 สุดทายนี้ขาพเจาขอกราบขอบพระคุณ บิดามารดา พีน่อง และเพื่อนๆ ทุกคนที่ใหกําลังใจ 

คําปรึกษาและใหการสนับสนุนขาพเจาในการทาํวทิยานพินธคร้ังนี้มาโดยตลอด 
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บทที่  1 

บทนํา 
 

 อะมีบาที่ดํารงชีพอิสระในธรรมชาติ (free-living amoeba, FLA) สามารถกอโรคในคนได 

มีอยูดวยกัน 4 ชนิด ไดแก Acanthamoeba spp., Balamuthia mandrillaris, Naegleria fowleri 

และ Sappinia sp. เมื่อเกิดการติดตอจะเขาทําลายระบบประสาทสวนกลางทั้งในคนและสัตว 

เปนเหตุถึงแกชีวิตได Acanthamoeba spp. และ B. mandrillaris ทําใหเกิดโรคสมองอักเสบชนิด

เร้ือรังหรือเฉียบพลัน (granulomatous amebic encephalitis, GAE) มักพบในผูทีม่ีภูมิคุมกัน

รางกายบกพรองหรือมีรางกายออนแอ นอกจากนี ้Acanthamoeba spp. ยังทําใหเกิดโรคผิวหนัง

อักเสบกึ่งเฉียบพลัน (cutaneous acanthamebiasis) และโรคกระจกตาอักเสบ (amebic keratitis) 

N. fowleri  ทาํใหเกิดเยื่อหุมสมองและเนือ้สมองอักเสบชนิดปฐมภูมิ (primary amebic 

meningeoencephalitis, PAM) พบไดทั้งในเด็กและผูใหญที่มีรางกายแข็งแรงโดยทั่วไปทีเ่กี่ยวของ

กับแหลงน้ําจดื (Marciano-Cabral & Cabral, 2003; Schuster & Visvesvara, 2004a; 

Visvesvara et al., 2007) ในป ค.ศ. 2001 มีรายงาน S. diploidea กอโรคในคน 1 ราย แต

ภายหลงัไดรับการพิสูจนดวยวิธ ีreal-time PCR วา Sappinia ที่ทําใหเกิดเยื่อหุมสมองอักเสบมี

สาเหตุจาก S. pedata (Gelman et al., 2001; Qvarnstrom et al., 2009) 

 ในกลุมของอะมีบาที่ดาํรงชพีอิสระในธรรมชาติ Acanthamoeba เปนอะมีบาทีพ่บไดมาก 

ในดินและน้ํา โดยพบแพรกระจายอยูทัว่โลกทัง้ในเขตรอนชื้นจนถงึทวปีอารคติก ในวงชวีิตมี 2 

ระยะคือ ระยะโทรโฟซอยต (trophozoite) และระยะซิสต (cyst) ระยะโทรโฟซอยตเปนระยะที่มกีาร

สืบพันธุแบบไมอาศัยเพศแบบ binary fission มีขนาด 15-50 ไมโครเมตร กินแบคทเีรีย สาหราย

และยีสตเปนอาหาร บริเวณผิวมีโครงสรางคลายหนามลกัษณะใสยืน่ออกมา เรียกวา 

acanthopodia ชวยใหมีการยึดเกาะกับพืน้ผิว มีการเคลื่อนที่อยางเชือ่งชาและใชจบัเหยื่อเปน

อาหาร เมื่อสภาพแวดลอมไมเหมาะสมตอการดํารงชพีโทรโฟซอยตจะเปลี่ยนเปนซสิตที่มีขนาด  

10-25 ไมโครเมตร ผันแปรไปตามสปชีสและจีโนไทป (genotype) ซิสตมีผนังหนา 2 ชั้น 

ประกอบดวยผนังชัน้นอก (ectocyst ) และผนังชั้นใน (endocyst) คงทนอยูในสภาพแวดลอมได

หลายป ซิสตสามารถลอยไปในอากาศเนื่องจากมีขนาดเล็กทําใหมกีารแพรกระจายไปตามกระแส

ลม เมื่อสภาพแวดลอมเหมาะสมซิสตจะเปลี่ยนเปนโทรโฟซอยตอีกครัง้และมีการเจริญแบงตัว

ตอไป (Khan, 2003; Marciano-Cabral & Cabral, 2003; Schuster & Visvesvara, 2004a; 

Visvesvara et al., 2007) ระยะซิสตสามารถอยูรอดไดในสภาพแวดลอมที่หลากหลาย มีการแยก 

Acanthamoeba ไดจากน้ําประปา น้ํากลัน่ สระวายน้าํ น้ําแร น้ําทะเล ทะเลสาบน้ําจืดและน้ําเค็ม 

  



 2 

แมน้ํา ทอระบายอากาศ ผิวน้ํา เครื่องปรับอากาศ สิ่งปฏิกูล ปุย ชายหาด ผัก อากาศ เครื่องมือ

ศัลยกรรม คอนเเทคเลนสและตลับเก็บทีม่ีการปนเปอน จากการเพาะเลี้ยง mammalian cell  

ในคนสามารถพบไดจากเยื่อบุโพรงจมกู เนือ้เยื่อปอดและสมอง ผิวหนังที่มีแผลเร้ือรัง น้ําไขสันหลัง 

และกระจกตา ในสัตวพบไดในปลา สัตวครึ่งบกครึ่งน้าํ สัตวเลื้อยคลานและสัตวเลี้ยงลูกดวยนม 

เปนตน 

 เชื้อสามารถเขาสูรางกายผานทางผวิหนงัที่เปนแผล ตา และระบบทางเดินหายใจ  

กอใหเกิดโรคสมองอักเสบชนิดเรื้อรังหรือเฉียบพลนั (granulomatous amebic encephalitis, 

GAE) โรคผิวหนงัอักเสบกึ่งเฉียบพลนั (cutaneous acanthamebiasis) และโรคกระจกตาอักเสบ 

(Acanthamoeba keratitis หรือ amebic keratitis, AK)  

โรคสมองอักเสบชนิดเรื้อรังหรือเฉียบพลนั (GAE) ที่มสีาเหตุจาก Acanthamoeba spp.  

พบไดในคนทีป่วยเปนโรคเรื้อรังหรือผูที่มภูีมิคุมกันบกพรอง เชน โรคเบาหวาน โรคพิษสุราเรื้อรัง  

และผูที่ไดรับการเปลี่ยนถายอวัยวะ รวมทัง้ผูปวยเอดส ในระยะเริ่มตนอาการของโรคเปนไปอยาง 

เชื่องชา ระยะเวลาตั้งแตติดเชื้อจนแสดงอาการเปนเวลาหลายอาทิตยจนถงึ 3 เดือน ผูปวยจะม ี

อาการปวดศีรษะเปนไขคลายไขหวัด คอแข็ง เจ็บคอ คลืน่ไสอาเจียน เมื่อเชื้อเขาสูสมองโดยผาน 

ทางกระแสเลอืด อาการของโรคจะทวีความรุนแรงมากขึ้น เยื่อหุมสมองเกิดการอักเสบและมีหนอง 

ทําใหสมองบวม มีเนื้อตายหลายแหงมีอาการชัก ประสาทหลอน มนึงง สับสน งวงซมึจนกระทัง่ 

เสียชีวิต การวนิิจฉัยโรคสมองอักเสบชนิดเรื้อรังหรือเฉียบพลัน (GAE) ยังคงเปนปญหาเนื่องจาก 

มีอาการเหมือนการติดเชื้ออ่ืนๆ ทางระบบประสาทรวมถงึไวรัส แบคทีเรีย และเชื้อรา การทาํ  

CT scan หรือ MRI ชวยใหมองเหน็บริเวณเนื้อเยื่อสมองที่ไดรับความเสียหายและการทดสอบ 

ทางเซรุมอาจมีประโยชนในขอสันนิษฐานโรคสมองอักเสบชนิดเรื้อรังหรือเฉียบพลนั (GAE)  

แตไมมีทางรักษาเนื่องจากผูปวยเสียชีวิตกอน     

 โรคผิวหนงัอักเสบกึ่งเฉยีบพลันพบมากในผูปวยเอดสซึ่งมีรายงานครัง้แรกในป ค.ศ. 1986 

ขั้นตอนของโรคเปนไปอยางรวดเร็วและรุนแรง อาจมหีรือไมมีอาการทางประสาทรวม สวนมาก

เสียชีวิตภายใน 1 เดือนหลงัอาการทางประสาทปรากฏ นอกจากนีย้ังพบไดในผูที่เปนโรค 

เยื่อหุมสมองอักเสบและผูที่รับการเปลี่ยนถายอวยัวะหรือผูที่มีภูมิคุมกนับกพรองทําใหเกิดแผล

เร้ือรัง ผิวขรุขระ ขอบแผลไมเรียบ ผูปวยอาจไดรับการวนิิจฉัยเปนแผลติดเชื้อจากแบคทีเรียหรือ

ภูมิแพผิวหนงั ไมสามารถรักษาใหหายขาดได แมจะมีการใชยาหลายขนานรวมกนั (Marciano-

Cabral & Cabral, 2003; Khan, 2006) 

  โรคกระจกตาอักเสบมีรายงานครั้งแรกในป ค.ศ. 1974 ที่สหราชอาณาจักรและในป  

ค.ศ. 1975 ทีส่หรัฐอเมริกา โดยผูสวมใสคอนแทคเลนสเปนกลุมที่มีความเสี่ยงสูงในการเปน 

Acanthamoeba keratitis เนื่องจากการลางคอนแทคเลนสไมสะอาด ตลับแชคอนแทคเลนส 
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มีการปนเปอนและบริเวณ corneal epithelial ที่ดวงตามบีาดแผลซึ่งสามารถพัฒนาไปเปน  

keratitis ได (Nagington et al., 1974; Jones et al., 1975) รวมทั้งการวายน้ําหรือลางตาขณะที ่

ใสคอนแทคเลนส ผูปวยจะมอีาการเคืองตา น้ําตาไหล ปวดตาอยางรุนแรง กระจกตาขุน มานตา 

อักเสบ มหีนองในตา การมองเหน็เริ่มไมชดั อาจถกูวนิิจฉัยผิดวาเกิดจาก herpes simplex virus  

อาการเปนๆ หายๆ ระยะหนึ่งและทวีความรุนแรงขึ้น บริเวณตาจะปรากฏลักษณะคลายวงแหวนขึ้น  

(ring stromal infiltration) ซึ่งเปนลกัษณะที่ชวยในการวนิิจฉัยวาเปน Acanthamoebic keratitis  

ยืนยนัผลดวยการขูดชิ้นสวนกระจกตาไปเพาะเลี้ยงและทดสอบดวยเทคนิค PCR ซึ่งมีความจําเพาะ 

สูง (Khan, 2006) 

 ในประเทศไทยมีการสาํรวจพบ Acanthamoeba  คร้ังแรกในป พ.ศ. 2531 ที่จังหวัด

นครราชสีมาโดยมยุรัตนและคณะ (มยุรัตน เทพมงคล, 2532) ในป พ.ศ. 2541 ดวงพรและคณะ 

ไดทําการสาํรวจอะมีบาที่ดาํรงชีพอิสระจากแหลงดินและน้ําใน 14 จังหวัด จากทกุภาคของ 

ประเทศไทย ในเดือนมนีาคม-เมษายน สามารถพบ Acanthamoeba  ใน 9 จังหวัด ไดแก ตาก 

สุโขทัย บุรีรัมย สระบุรี กรุงเทพฯ ปทุมธานี ราชบุรี เพชรบุรี และพัทลงุเปนรอยละ 46.4 จาก 

ตัวอยางที่เปนอะมีบาดํารงชพีแบบอิสระชนิดอื่นๆ 125 ตัวอยาง (Nacapunchai et al., 1999)  

และในป พ.ศ. 2544 มีการสาํรวจความชุกของ Acanthamoeba จากแหลงน้ําในสิ่งแวดลอมเปน

รอยละ 36.7 (Nacapunchai et al., 2001) ในป พ.ศ. 2547 มีการคนพบอะมีบาดํารงชีพแบบ 

อิสระในบอน้าํพุรอนเปนครั้งแรกที่จังหวัดลพบุรี (Sukthana et al., 2004) จึงมีการสํารวจ 

บอน้ําพุรอนเพิ่มเติมในปถดัมาจํานวน 13 จังหวัดจากภาคกลางและภาคใต ไดแก สุราษฎรธาน ี

พังงา ลพบุรี เพชรบูรณ และกําแพงเพชร มีความชกุของ Acanthamoeba รอยละ 13  

(Lekkla et al., 2005) 

จากรายงานผูปวยที่มีสาเหตุจาก Acanthamoeba  ในประเทศไทยพบวามีผูปวยโรค 

สมองอักเสบชนิดเรื้อรังหรือเฉียบพลนั (GAE) คร้ังแรกในป พ.ศ. 2530 (Jariya et al., 1992)  

ตอมาในชวงป พ.ศ.2533-2535 มีรายงานผูเสียชีวิตจาก GAE 4 ราย ในป พ.ศ. 2539  

นพ.สามารถ นิธนิันท ตรวจพบผูปวย GAE จากการพบในน้าํไขสันหลงัของผูปวยถงึ 3 ราย 

(Nidhinandana & Leelayoova, 1998) ในป พ.ศ. 2344 มีรายงานผูปวย GAE 1 ราย  

จากการตรวจเนื้อเยื่อสมอง (Sithinamsuwan et al., 2001) และในป พ.ศ.2548 มีรายงาน 

ผูปวยติดเชื้ออะมีบาที่ดํารงชพีแบบอิสระ 2 ชนิดรวมกันเปนครั้งแรก คอื Naegleria และ 

Acanthamoeba จากตรวจหาเชื้อในโพรงจมูก โดยผูปวยไมมีอาการทางสมอง (Yaowalark  

et al., 2005) นอกจากนีย้ังมีรายงานผูปวยจากการติดเชื้อ Acanthamoeba ที่ดวงตาครั้งแรก 

ในป พ.ศ. 2531 เนื่องจากเศษดินกระเดน็เขาตาขณะทําสวนในเขตชานเมืองกรงุเทพฯ ในป  

พ.ศ. 2533 อีก 1 ราย มีสาเหตุจากน้าํกระเด็นเขาตาซึง่มีเดมิมีบาดแผลอยู (Jongwutiwes et al.,  
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2000) และในป พ.ศ. 2546 จํานวน 1 ราย เกิดจากเศษดินเขาตา (Sansopha & Tulvatana, 

2003)  

  ในธรรมชาติจึงมี Acanthamoeba อยูไดทั่วไปโดยเฉพาะในแหลงดนิและน้ําซึง่พบไดเปน

ปกติและมีสภาพแวดลอมใกลชิดกับคน สามารถติดตอสูคนและกอใหเกิดโรคตาง ๆ ซึ่งมีอาการ

และความรุนแรงของโรคแตกตางกันไป บางชนิดมีความรุนแรงในการกอโรคสูง บางชนิดกอโรคได

นอยหรือไมกอโรค ดังนัน้การศึกษาความหลากหลายในระดับโมเลกุลของ Acanthamoeba ที่

กระจายตวัอยูในธรรมชาติจะชวยใหทราบถึงลักษณะทางพนัธุกรรมที่อาจเกี่ยวของกบั

ความสามารถในการกอโรค ขอมูลดังกลาวจะเปนประโยชนและมีความสําคัญเพื่อทราบถึงโอกาส

และความเสีย่งในการติดตอสูคนได 
 



บทที่  2 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 
 

อนุกรมวธิานของ Acanthamoeba spp.  
 
Kingdom     Protista 

          Sub-kingdom     Protozoa 

                    Phylum     Sarcomastigophora 

                              Sub-phylum     Sarcodina 

                             Superclass     Rhizopoda 

                                       Class     Lobose 

                                      Subclass     Gymnamoebia 

                                               Order     Amoebida 

                                                         Family     Acanthamoebidae 

                                                       Genus     Acanthamoeba 

 

Acanthamoeba มาจากคาํวา acanth ในภาษากรีกแปลวา หนาม รวมเขากับคําวา 

amoebae หมายถงึ อะมีบาที่มีโครงสรางคลายหนาม Castellani (1930) ไดคนพบอะมีบาจาก

ปนเปอนในการเพาะเลีย้ง Cryptococcus pararoseus โดยอะมีบาดงักลาวมีรูปรางกลมรี เสนผาน

ศูนยกลางประมาณ 13.5-22.5 ไมโครเมตร มี pseudopodia หรือเทาเทยีม ระยะซิสตมีผนังสองชัน้ 

เสนผานศูนยกลางประมาณ 9-12 ไมโครเมตร Douglas (1930) ไดจัดใหอะมีบาชนิดนี้อยูใน จนีัส 

Hartmannella และต้ังชื่อวา Hartmannella castellanii ตอมา Volkonsky (1931) ไดพิจารณาวา

จีนัส Hartmannella ไมใชลักษณะของกลุมที่แทจริงจึงทาํการแบงจีนัสใหมออกเปน 3 จีนัส ดงันี ้

1. Hartmannella ระยะซิสตของอะมีบามีลกัษณะกลม ผนังเรียบ 

  2. Glaeseria  ระยะซิสตของอะมีบามกีารแบงนวิเคลียส 

  3. Acanthamoeba ในการแบงเซลลแบบ mitosis มี spindle fiber เปนขั้ว 

ของเซลล ระยะซิสตมีผนงั 2 ชั้นและมีรูเปดถึงกนั ผนังชัน้นอกมีรูปรางไมสม่ําเสมอ 

ดังนัน้จึงไดมีการจําแนกอะมบีาดังกลาวจากจีนัส Hartmannella มาอยูในจนีัส 

Acanthamoeba และมีชื่อใหมวา Acanthamoeba castellani  Page (1967) ไดพิจารณาวา

อะมีบาที่ Puschkarew แยกไดจากฝุนในป ค.ศ. 1913 ทีม่ีชื่อวา Amoeba polyphagus นั้นมี

ลักษณะที่ตรงกับจีนัส Acanthamoeba และไดเปล่ียนชือ่เปน Acanthamoeba polyphaga 
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Sawyer และ Griffin (1975) ไดตั้ง family Acanthamoebidae ขึ้นและ Page (1988) ไดตั้ง 

suborder Acanthopodina ภายใต order Amoebida   

Pussard และ Pons (1977) ไดพิจารณา Acanthamoeba ออกเปน 3 กลุมโดยใชลักษณะ

สัณฐานวิทยาของซิสตเปนเกณฑ โดยผนงัชั้นในของซิสตจะหดตัวเขาไปทําใหเหน็เปนแขนยืน่

ออกมาชิดติดกับผนงัชั้นนอกตามขนาดและจํานวนแขนภายในซิสต ดังนี ้  

กลุมที ่1 โทรโฟซอยตและซสิตมีขนาดใหญ เสนผานศนูยกลางของซสิตโดย 

เฉล่ียตั้งแต 18 ไมโครเมตร ข้ึนไป ผนงัชั้นนอกและชัน้ในของซิสตมีระยะหางออกจากกันมาก 

ผนังชัน้นอกของซิสตมีผิวเรยีบหรือหยักเปนรอยยนเล็กนอย ผนังชั้นในของซิสตมีลกัษณะเปนแฉก

คลายดาว บริเวณที่ผนังชัน้นอกและชั้นในของซิสตชิดกันจะเหน็เปนแขนหรือรัศมี มีฝาปดอยูที่

ระนาบเดยีวกบัผนังชัน้นอกของซิสต  ดังรูป 1(a) ประกอบดวย 4 สปชีส ไดแก A. astronyxis,  

A. comandoni, A. echinulata และ A. tubioshi  ซิสตของ A. astronyxis มีขนาด 16-28 

ไมโครเมตร โดยเฉลี่ย 19.2 ไมโครเมตร ม ี5-7 แขน ผนงัซิสตชั้นในสัมผัสกับผนงัซิสตชั้นนอกใน

ระดับเดียวกนั ซสิตของ A. comandoni มีขนาด 21-30 ไมโครเมตร โดยเฉลี่ย 25.6 ไมโครเมตร  

มี 6-10 แขน ผนงัซิสตชัน้ในสัมผัสกับผนงัซิสตชั้นนอกในหลายในระดับ ซิสตของ A. echinulata  

มีขนาด 18.4-29.9 ไมโครเมตร โดยเฉลี่ย 25 ไมโครเมตร มี 12-14 แขน ผนังซิสตชัน้ในสัมผัสกับ

ผนังซิสตชัน้นอกในหลายในระนาบ และซิสตของ A. tubioshi มีเสนผานศนูยกลางซิสตมากกวา

ตั้งแต 22.6 ไมโครเมตรขึ้นไป   

กลุมที ่2 ซิสตมีเสนผานศนูยกลางนอยกวา 18 ไมโครเมตร เปนกลุมทีพ่บได 

มากที่สุดและแพรกระจายอยูทั่วไปในสิ่งแวดลอม ผนังชัน้นอกและผนงัชั้นในอาจอยูชิดหรือหางกนั 

ผนังชัน้นอกอาจหนาหรือบาง ผนงัชั้นในมีทั้งรูปรางหลายแบบ ทั้งสามเหลี่ยม หลายเหลีย่ม เปน

แฉก รูปรางกลมหรือรูปไข มักจะเห็นแขนหรือแฉกไมชัดเจน ดงัรูป 1(b) ฝาปดที่รูเปดดานนอกเกิด

จากการพับตัวของผนงัชัน้นอกของซิสต ประกอบดวย 11 สปชีส ไดแก A. mauritaniensis,  

A. castellanii, A. polyphaga, A. quina, A. divionensis, A. triangularis, A. lugdunensis,  

A. griffini, A. rhysodes, A. paradivionensis และ A. hatchetti 

กลุมที ่3 ซิสตมีเสนผานศนูยกลางนอยกวา 18 ไมโครเมตร ผนังชัน้นอกเรียบ 

และบางหรือเปนคลื่นเลก็นอย ผนงัชัน้ในมักกลมอาจเหน็เปนมุม 3-5 มุม ดังรูป 1(c) ไดแก  

A. palestinensis, A. culbertsoni, A. royreba, A. lenticulata และ A. pustulosa (Visvesvara, 

1991; Khan, 2006) 

 จากลักษณะรปูรางตาง ๆ ของซิสตเพียงอยางเดียวนั้นไมสามารถแยกแยะระหวางซิสตใน

กลุมที ่2 และ 3 ได (Visvesvara, 1991) เนื่องจากขนาดของซิสตในสภาวะการเพาะเลี้ยงนัน้มี

ขนาดไมแนนอน (Stratford & Griffiths, 1978) จึงไดมีความพยายามที่จะจัดความสัมพันธภายใน
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จีนัสใหเปนหมวดหมู โดยใชวิธีการทางโมเลกุลมาเปนเกณฑเพื่อพิจารณากับลักษณะของกลุมซสิต

ที่ Pussard และ Pons (1977) ไดแบงไวดวยการวิเคราะหลําดับเบสใน 18S rRNA gene, 

mitochondrial 16S rRNA gene, mitochondrial genome หรือ whole-cell DNA ดวยเทคนิค 

PCR ตาง ๆ เชน standard PCR, real-time PCR, RAPD-PCR และ RFLP-PCR เปนตน 

(Schroeder et al., 2001; Riviere et al., 2006) 

 ปจจุบันทางสมาคมนกัโปรโตซัวระหวางประเทศไดยกเลกิการจัดหมวดหมูในระบบเดิมที่

แบงเปน “kingdom”, “phylum”, “class”, “sub-class”, “super-order” และ “order” โดยแทนที ่

ดวยระบบใหมซึ่งมีความใกลเคียงกับลักษณะทางสัณฐานวิทยา กระบวนการทางชีวเคมี และ

วิวัฒนาการทางโมเลกุลมากขึ้น ในการจดัรูปแบบใหมไดแบงยูคาริโอตออกเปน 6 กลุม (super 

groups) ไดแก Amoebozoa, Opisthokonta, Rhizaria, Archaeplastida, Chromalveolata และ 

Excavata ดวยระบบใหมนี้ Acanthamoeba ถูกจัดอยูในกลุม Amoebozoa (family 

Acanthamoebidae) (Adl et al., 2005) 

 

 

 

 
 

 

รูปที่ 1.  ลักษณะซิสตในกลุมที่ 1, 2 และ 3  

(a) ซิสตกลุมที่ 1, (b) ซิสตในกลุมที่ 2 และ (c) ซิสตในกลุมที่ 3 

 

 

 

 

 

 

(a) (b) (c) 
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วงจรชวีิตและการเจริญเติบโตของ Acanthamoeba   
 วงจรชีวิตของ Acanthamoeba ประกอบดวย 2 ระยะคือ ระยะโทรโฟซอยตและระยะซิสต 

ดังแสดงในรูปที่ 2 และ 3 สามารถเขาสูรางกายผานทางผวิหนังที่เปนแผล ตาและระบบทางเดิน

หายใจ ดังแสดงในรูปที ่4 ปจจุบันมีมากกวา 24 สปชีส Acanthamoeba ที่กอโรค ไดแก  

A. castellanii, A. culbertsoni, A. hatchetti, A. healyi, A. polyphaga, A. rhysodes,  

A. astronyxis และ A. Divionensis (Visvesvara et al., 2007) 

ระยะโทรโฟซอยตมีขนาด 15-50 ไมโครเมตร ภายในเซลลประกอบดวยนิวเคลียส 1 อัน 

เห็นนวิคลีโอลัสชัดเจน มปีริมาณดีเอ็นเอรอยละ 80 ถึง 85 ของดีเอ็นเอทั้งหมด มีไมโทคอนเดรีย 

จํานวนมากไวสรางพลงังานสําหรับกระบวนการเมทาบอลิซึม รวมถึงการกินอาหาร การเคลื่อนที่ 

การสืบพนัธุและหนาที่อ่ืน ๆ ภายในเซลล เอนโดพลาสมกิเรติคูลัมที่มีไรโบโซมมาเกาะมีหนาที่ใน

การสังเคราะหโปรตีน คอนแทรคไทลแวคิวโอลควบคุมปริมาณน้ําและขับออกจากเซลล  

เยื่อหุมเซลลม ีlipophosphoglycan เปนสวนประกอบและมีโมเลกุลของน้าํตาลอยูทั้งสองฝง  

ที่บริเวณผิวมีโครงสรางคลายหนามและมลีักษณะใสยืน่ออกมา เรียกวา acanthopodia เกิดจาก

การหดตัวของไซโตพลาสซึม ใชในการยึดเกาะพื้นผวิ การเคลื่อนที่และการจับเหยื่อ กินแบคทีเรีย 

สาหรายและยสีตเปนอาหาร ดวยการกนิแบบ phagocytosis หรือสราง food cup ซึ่งเปนโครงสราง

ชั่วคราวเพื่อนาํอาหารเขาไป มีการสืบพนัธุแบบไมอาศัยเพศดวยการแบงตัวแบบ binary fission ซึ่ง

ใชเวลาตางกนัในแตละชนดิและจีโนไทป ตั้งแต 8-24 ชัว่โมง เมื่อสภาพแวดลอมไมเหมาะสมแกการ 

ดํารงชีพ โทรโฟซอยตจะมกีจิกรรมทางเซลลลดลง จะขบัอาหาร น้าํและของเสียตางๆ ออกมา 

แลวหดตัวแนนสรางผนงัขึ้นมาลอมรอบตัวเอง 2 ชั้น มีรูปรางกลม (Marciano-Cabral & Cabral, 

2003; Khan, 2006; Visvesvara et al., 2007) 

 

 
 

รูปที่ 2. Acanthamoeba ในระยะโทรโฟซอยต 
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 ระยะซิสตมีขนาด 10-25 ไมโครเมตร มีผนัง 2 ชั้น ผนังชั้นนอก เรียกวา ectocyst  มี

ลักษณะเรียบหรือหยกัเปนคลื่นพับไปมา มีโปรตีนและไขมันเปนองคประกอบ ผนงัชั้นในเรียกวา 

endocyst ประกอบดวยเซลลูโลสซึ่งไมพบในระยะโทรโฟซอยต ผนงัชัน้ในมีรูปรางหลายแบบไม

แนนอนตั้งแตกลม รี หรือหลายเหลี่ยม ผนังซิสตอาจอยูชิดหรือหางออกจากกัน บริเวณที่สัมผัสกนั 

จะมีรูขนาดเลก็ไวติดตอกับส่ิงแวดลอมภายนอก เรียกวา ostiole เกิดจากผนังชัน้นอกเวาเขามาและ

ผนังชัน้ในยื่นออกไปบรรจบกัน เปนชองสาํหรับใหอะมบีาออกมาเจรญิเปนโทรโฟซอยตไดใหม  

มีจํานวนแตกตางกนัไปในแตละสปชีส ระยะที่เพิง่เขาซสิตจะยังคงเหน็คอนแทรคไทลแวคิวโอล  

ซิสตมีความทนทานตอสภาพที่แหงแลง ขาดแคลนอาหาร อุณหภูมิและชวง pH ทีก่วาง ตานทาน

ตอยาฆาเชื้อโรค น้ํายาคลอรีน และยาปฏิชีวนะ นอกจากนี้ยงัทนตอรังสี เชน แกมมา (250 Krads) 

และยูวี (800 mJ/cm2) แตสามารถถูกทําลายไดดวยคลืน่ไมโครเวฟและการ autoclave (Ma et al., 

1990;  Marciano-Cabral & Cabral, 2003; Khan, 2006; Ibrahim et al., 2007; Visvesvara  

et al., 2007) ระยะซิสตสามารถแพรกระจายไปในสิง่แวดลอมไดทางอากาศ ฤดูกาลที่มีฝุน

โดยเฉพาะในฤดูใบไมผลิและฤดูใบไมรวง จะชวยทําใหเกิดการแพรกระจายของซิสตไปใน

สิ่งแวดลอม (Miyazaki et al., 2007; Niyyati et al., 2009) ซิสตสามารถอยูรอดไดจากการเก็บ

รักษาไวในน้าํที่อุณหภูมหิองไดนาน 2 ป ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซสเซยีสไดนานถึง 24 ปและยังคง

ความสามารถในการกอโรคได (Biddick et al., 1984; Mazur et al., 1995) 

 

 

 
 

รูปที่ 3. Acanthamoeba ในระยะซิสต 
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 Acanthamoeba สามารถเจริญเติบโตดีทั้งสภาพทีเ่ปนกรดและเบส มีคา pH ในชวง  

4-12 แตการกอโรคนั้นตองอาศัยจังหวะและชวงเวลาที่เหมาะสม (Khan, 2003) โดยสายพนัธุที ่

กอโรคไดจะปรากฏ acanthopodia จํานวนมากและมีการสราง food cup มากขึน้ (Khan, 2001) 

อาศัยอยูไดในดินและน้าํซึ่งมีแบคทีเรียเปนอาหาร แหลงน้าํทีม่ีอุณหภมูิอุนอาจชวยเพิ่มการ

เจริญเติบโตในสิ่งแวดลอมโดยเฉพาะสายพันธุทีท่นความรอนได (Schuster & Visvesvara, 

2004a) สามารถพบไดทั้งบริเวณผิวน้ํา (Preston et al., 2001) และตะกอนกนแมน้าํ (Lewis & 

Sawyer, 1979) โดยแบคทีเรียในแหลงน้าํจะชวยเพิ่มปริมาณอะมีบา (Tsvetkova et al., 2004) 

โดยเฉพาะแหลงน้าํทีม่ีแบคทีเรียโคลิฟอรม (Ettinger et al., 2003)  

 ในธรรมชาติ Acanthamoeba ยังเปนโฮสตใหแบคทีเรียกอโรคหลายชนิด เชน Legionella 

pneumophila ทาํใหเกิดโรคลีเจียนแนร (Legionnaire's disease) (Rowbotham, 1980) 

Escherichia coli O157 ทาํใหทองเสีย (Barker et al., 1999) Coxiella burnetti ทําใหเปน  

Q fever (La Scola & Raoult, 2001) Pseudomonas aeruginosa ทําใหกระจกตาติดเชื้อ 

(Micheal et al., 1995) Vibrio cholerae ทําใหเปนอหิวาต (Thom et al., 1992) Helicobacter 

pylori  ทาํใหเปนโรคกระเพาะ (Winiecka-Krusnell et al., 2002) Simkania negevensis ทําให

เปนปอดบวม (Kahane et al., 2001) Listeria monocytogenes ทําใหเกิดโรคลิสตีไรโอซิส  

(Ly & Muller, 1990) และ Mycobacterium avium ทําใหเกิดโรคเกี่ยวกับทางเดินหายใจ  

(Krishna-Prasad & Gupta, 1978; Steinert et al., 1998) นอกจากนี้ยงัพบวามีไวรัสซึ่งมีขนาด

ใหญ (mimivirus) ถงึ 1.2 Mb อาศัยอยูใน Acanthamoeba polyphaga มีชื่อวา Acanthamoeba 

polyphaga mimivirus (APMV) (Raoult et al., 2004) 
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รูปที่ 4. วงจรชวีิตของ Acanthamoeba  

ที่มา http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/FreeLivingAmebic.htm 
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Granulomatous Amebic Encephalitis, GAE 
 โรคสมองอักเสบชนิดเรื้อรังหรือเฉียบพลนั (granulomatous amebic encephalitis, GAE) 

เกิดจากเชื้อปรสิตกอโรค 2 ชนิด คือ Acanthamoeba spp. และ Balamuthia mandrillaris 

เขาสูรางกายโดยการหายใจผานเขาทางโพรงจมกู ไปยงัระบบประสาทสวนกลางและสมองดวย

กระแสเลือดทีม่าจากปอดหรือบาดแผลบนผิวหนงั นอกจากนี้ยังพบการแพรกระจายของอะมีบาที่

อวัยวะอื่น ๆ ไดแก ตับ ตับออน ไต ตอมหมวกไต ตอมลูกหมาก ตอมน้ําเหลือง ไขกระดูกและชั้น

กลามเนื้อเรียบในผนงัมดลกู  

 อาการของโรคในระยะเริ่มตนเปนไปอยางเชื่องชาและเริ่มรุนแรงจนเกดิอาการเรื้อรังเปน

เวลานานหลายอาทิตยหรือหลายเดือน แตใน B. mandrillaris มีระยะการกอโรคทีน่านกวาจนถึง

ประมาณ 2 ป มีอาการคลายกับเยื่อหุมสมองอักเสบจากไวรัส แบคทีเรียหรือวัณโรค ผูปวยมีอาการ

ทางจิตและพฤติกรรมเปลี่ยนแปลงไป ไดแก อาการสับสนมึนงง หงุดหงิด ฉุนเฉยีว เซื่องซึม งวงนอน

และประสาทหลอน ปวดศีรษะ มีไขต่ํา คลื่นไสอาเจียน เบื่ออาหาร ความดันภายในกะโหลกศีรษะ

เพิ่มข้ึน อัมพาตครึ่งซีก พูดไมได เกิดภาพซอนและเบลอ ลูกตาบวม ชกั ไมรูสึกตัวและเสียชีวิตดวย

ภาวะสมองอักเสบ  

 สมองมีลักษณะบวมและออนนวม บริเวณเยื่อหุมสมองอาจมหีนองไหล มีเซลลตายและ

เลือดออกหลายแหง พบรอยแผลไดในบริเวณ midbrain, thalamas, brainstem, corpus 

callosum, cerebellum และคอในบริเวณไขสันหลัง มักแพรไปยัง olfactory bud และสวนฐานของ 

frontal lobe ภายในเนื้อเยือ่พบอะมีบาไดทั้งระยะโทรโฟซอยตและซสิต อาจพบ multinucleated 

giant cell ที่มากินอะมีบา และพบอะมีบาจํานวนมากในบริเวณชองวางรอบหลอดเลอืดที่มีการ

อักเสบในเนื้อเยื่อบริเวณนัน้ ๆ หรือฝงอยูในผนงัหลอดเลอืด บางครั้งพบกลุมของโทรโฟซอยตโดยไม

มีการอักเสบของเนื้อเยื่อ (Martinez, 1991; Khan, 2005b; Khan, 2006; Visvesvara et al., 2007)  

 การวนิิจฉัยสามารถนาํน้ําไขสันหลงัมาตรวจสอบโดยปนตกตะกอนดวยความเร็วรอบต่ํา 

250 x g เปนเวลา 10 นาท ีแตไมอาจพบเชื้อไดเสมอไป การยอมดวยสี Giemza-Wright  

โทรโฟซอยตและซิสตติดสีมวงชวยแยกแยะความแตกตางระหวาง lymphocyte erythrocyte และ 

polymorphology leukocyte ได (Martinez, 1991) ในน้าํไขสันหลงัจะมีจํานวนเม็ดเลือดขาว

มากกวาปกติ (pleocytosis) สวนมากเปน lymphocyte และมีจํานวน polymorphology 

leukocyte เพิม่ข้ึน มีระดับโปรตีนมากขึน้แตน้ําตาลลดลง (Marciano-Cabral & Cabral, 2003) 

การไมปรากฏไวรัสและแบคทีเรียชวยยนืยนัการติดเชื้อจากอะมีบาได (Khan, 2005b) Balamuthia 

มีการเคลื่อนไหวที่เชื่องชา pseudopodia แผกวาง มีนิวเคลียสไดถึง 3 อัน ขณะที่ Acanthamoeba 

มีนิวเคลียส 1 อัน ซิสตของ Balamuthia มีผนัง 3 ชั้น ผนงัชัน้ในหนาผนังชัน้นอกบางและไมเรียบ 
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ไมเจริญเติบโตในเพลทวุนทีป่ราศจากสารอาหารรวมกับแบคทีเรีย มีเพียง Acanthamoeba เทานัน้

ที่สามารถเจรญิเติบโตได (Visvesvara et al., 1993; Martinez et al., 2000)  

Acanthamoeba ที่ฝงอยูในเนื้อเยื่อเมื่อยอมดวยสี Periodic acid-Schiff (PAS) จะเห็น

ผนังซิสตติดสแีดง สี Gomori methenamine silver ผนังซิสตติดสีดํา สี  Wheatley Trichrome ผนัง

ซิสตติดสีเขียว ไซโตพลาสซมึติดสีมวงปนเขียวและคารีโอโซมติดสีแดง (Ma et al., 1990) บางครั้ง

การยอมดวยสี hematoxylin และ eosin ไมสามารถแยกอะมีบาทัง้สองออกจากกนัได วิธทีี่ใช

วินิจฉัยเพิม่เตมิในปจจุบนัไดแก การยอมดวย indirect immunofluorescent (IIF) และการทาํ PCR 

ในยีน mitochondrial 16S rRNA (Laube & Kiderien, 2004; Tavare et al., 2006) 

 ในคนปกตทิั่วไปจะมีแอนติบอดีซึ่งสามารถตอตาน  Acanthamoeba ได (Cursons et al., 

1980) โดยทาํงานรวมกบั neutrophil และ macrophage ในการกําจดัอะมีบาเพื่อยับยั้งการติดตอ

ดวย alternative complement pathway (Khan, 2006) มักพบโรคสมองอักเสบชนิดเรื้อรังหรือ

เฉียบพลนัในผูที่มีภูมิคุมกันบกพรอง ผูที่มอีาการปวยเรือ้รังและรางกายออนแอ เชน เอดส 

เบาหวาน ปอดอักเสบ ไตวาย ตับแข็ง พิษสุราเรื้อรัง เยื่อบุโพรงจมกูอักเสบ ระบบน้าํเหลืองผิดปกต ิ 

ระบบเลือดลมเหลว โรค gammalobulinemia โรคภูมิแพตัวเอง (systemic lupus erythrematous, 

SLE) ภาวะพรอง glucose-6-phospate วณัโรค มะเร็ง หญิงตั้งครรภ รวมทัง้ผูที่ไดรับยากด

ภูมิคุมกันเนื่องจากการปลกูถายอวัยวะ ผูที่รับการฉายรงัสี การใชยาสเตอรอยดหรือมีกิจกรรมที่

เกี่ยวของกับแหลงน้ําที่มีการปนเปอน (Khan, 2005b; Khan, 2006) ในขณะที ่B. mandrillaris พบ

ทั้งในคนปกตแิละผูที่มีภูมิคุมกันบกพรอง (Matin et al., 2008)  

 การรักษาเกิดจากการใชยาหลายตวัรวมกนัแตยาที่มีประสิทธิภาพในการทดลองไม

สามารถยืนยนัไดวาจะใหผลในการรักษาไดเสมอไป ยาตัวเดียวกนัอาจรักษาผูปวยไดรายหนึ่ง 

แตอาจรักษาไมไดในอีกรายและโอกาสที่จะรักษาใหหายนั้นมนีอยมาก (Schuster & Visvesvara, 

2004a) ยาที่ใชในการรักษา เชน ketoclonazole, fluconazole, sulfadiazine, pentamidine 

sethionate, 5-fluorocytosine (flucytosine), amphotericin B, trifluorperazine หรือ thioridizine,  

clarithromycin, azithromycin, itraconazole หรือ rifampin แตตัวยาคอนขางมีผลขางเคียง 

(Khan, 2005b)  

 Acanthamoeba ทีท่ําใหเกดิโรคสมองอักเสบชนิดเรื้อรังหรือเฉียบพลนั ไดแก  

A. culbertsoni, A. castellanii, A. ployphaga, A. astronyxis, A. healyi และ A. divionensis 

นอกจากนีย้ังสามารถกอโรคไดในระบบประสาทสวนกลางของสัตว เชน กอริลลา ลิงหางยาว สุนัข 

แกะ ววั มา จงิโจ และยังพบไดในนก สัตวเลื้อยคลาน สัตวคร่ึงบกครึ่งน้าํ ปลา หรือแมกระทัง่สัตวไม

มีกระดูกสันหลัง (Visvesvara et al., 2007) 
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Acanthamoeba keratitis, AK 
  Acanthamoeba สามารถกอโรคที่กระจกตาได เรียกวา Acanthamoeba keratitis หรือ 

AK ทําใหกระจกตาอักเสบ เกิดขึ้นไดกับคนทัว่ไปในผูที่ใสคอนแทคเลนสและกระจกตามีบาดแผล 

มักเกิดกับตาเพียงขางเดยีวแตสามารถเกดิ keratitis ทั้งสองขางได (bilateral keratitis) และไม

สามารถนําไปสูการติดเชื้อทีส่มองไดแมจะมีอาการมานตาอักเสบในผูปวยสมองอักเสบชนิดเร้ือรัง

หรือเฉียบพลนั (Visvesvara et al., 2007) อาการที่พบ ไดแก น้ําตาไหล ตาบวมแดงและอักเสบ  

แพแสง อาจมกีารติดเชื้อแบคทีเรียรวมในภายหลงั สวนมากไดรับการวินิจฉัยผิดวาเกิดจาก Herpes 

simplex virus (Khan, 2006) สามารถตรวจสอบผลดวยการขูดกระจกตา คอนแทคเลนสและน้าํยา

แชในตลับคอนแทคเลนสมาเพาะเลีย้งในหองปฏิบัติการและการทดสอบดวยเทคนคิ PCR  

(De Jonckeere, 2003) 

 บนผิวของโทรโฟซอยตม ีmannose binding protein (MBP) โดยจะไปยึดเกาะกับ 

mannosylated glycoproteins ที่อยูบนรอยแผลของกระจกตาและปลอยเอนไซมมายอยเซลล 

เยื่อบุผิวทําใหเกิดรอยแยกในชั้น Bowman’s membrane ทะลุมายงัชัน้ collagen stroma แลว

รวมตัวกนัที่บริเวณเสนประสาททําใหเกิดเปนรอยคลายวงแหวน (ring stromal infiltration)  

ดังแสดงในรูปที่ 5 ทําใหเกิดการอักเสบและปวดตาอยางรุนแรง การทะลุมาจนสุดชัน้ corneal 

endothelium นั้นพบไดนอยมาก (Clarke & Niederkorn, 2006) ซิสตจะไมยึดเกาะกับผิวกระจกตา

ดังนัน้ซิสตจึงไมใชระยะติดตอ (Dudley et al., 2005) จุลชีพอื่น ๆ สวนใหญทีท่ําใหเกดิกระจกตา

อักเสบ ไดแก Pseudomonas และ Staphylococcus (Giese & Weissman, 2002) 

 

 

 
 

รูปที่ 5. ring stromal infiltration 

ที่มา http://www.cdc.gov/ncidod/dpd/parasites/acanthamoeba/index.htm 
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Acanthamoeba keratitis มีรายงานครั้งแรกในป ค.ศ. 1974 ที่ประเทศอังกฤษและป ค.ศ.

1975 ที่สหรัฐอเมริกาตามลาํดับ (Nagington et al., 1974; Jones et al., 1975) ซึ่งตอมามีจํานวน

การเกิดโรคเพิม่ข้ึนตามอัตราการใชคอนแทคเลนสที่เพิ่มข้ึนและมากกวารอยละ 85 พบในผูที่ใส

คอนแทคเลนสซึ่งสวนมากขาดการดูแลรักษาทีเ่หมาะสม (Niederkorn, 1999) ปจจัยเสี่ยงในการ

เกิดโรค ไดแก การวายน้ําและลางหนาขณะที่ใสคอนแทคเลนส การใชมือสกปรกใสคอนแทคเลนส 

น้ํา ดินหรือฝุนกระเด็นเขาตาที่มีบาดแผล การใชน้าํประปา น้ําเกลือหรือน้ํายาฆาเชือ้ที่ไมมี

ประสิทธิภาพในการลางและแชคอนแทคเลนส นอกจากนีใ้นตลับคอนแทคเลนสที่สกปรกจะพบ 

biofilm ซึ่งเปนกลุมของแบคทีเรียอยูบนผวิน้าํจะเปนแหลงอาหารใหแก Acanthamoeba (Khan, 

2006) รวมทั้งเหตุการณน้ําทวมในฤดูรอน โดยจะพบผูปวย keratitis เปนจํานวนมากในชวงฤดูรอน

และตนฤดูใบไมผลิ (Lane et al., 1997) 

อัตราการเกิด Acanthamoeba keratitis หรือ AK ในประเทศตาง ๆ เชน สหรัฐอเมริกาอยู 

ที่ 1.36 คนตอผูใสคอนแทคเลนสหนึ่งลานคน (Stehr-Green et al., 1989) สกอตแลนดมีอัตราการ

เกิดโรค 149 คนตอผูใสคอนแทคเลนสหนึ่งลานคน (Seal et al., 1999) และฮองกงมีอัตราการเกิด

โรค 33 คนตอผูใสคอนแทคเลนสหนึ่งลานคน (Lam et al., 2002) ทั้งหมดเปนเลนสชนิดนิ่ม (soft 

contact lens) ในอังกฤษมีผูที่เปน keratitis ใชเลนสชนดินิ่มรอยละ 88 และเลนสชนิดแข็ง (hard 

contact lens) รอยละ 12 (Radford et al., 2002) ในญี่ปุนรอยละ 89.7 ของผูที่ใสคอนแทคเลนส

เปนเลนสชนิดนิ่มรอยละ 82.1 และเลนสชนิดแข็งรอยละ 7.7 (Tachikawa et al., 1995) ซึ่ง 

โทรโฟซอยตสามารถยึดเกาะกับคอนแทคเลนสชนิดนิ่มที่เปน silicone hydrogel ไดดีกวาเลนสชนิด

แข็ง อาจเนื่องมาจากลักษณะโครงสรางทางโพลีเมอรหรือพื้นผวิของเลนส (Beattie et al., 2003) 

คอนแทคเลนสจะไปปดกั้นการแลกเปลี่ยนออกซิเจนในอากาศทําใหชัน้น้าํตาบางลงจึงไมสามารถ

ตานทานการบุกรุกของเชื้อโรคได (Khan, 2005a)  

นอกจากนี้ในผูที่รักษาสายตาสั้นดวยการใสคอนแทคเลนสแบบ Orthokeratology ซึ่งเปน

เลนสชนิดที่คอนขางแข็ง โดยจะไปปรับเปลี่ยนความโคงของกระจกตาใหแบนราบในเวลากลางคืน

ขณะนอนหลบั การหลับตาจะทาํใหเกิดภาวะพรองออกซิเจน กระจกตาบวมและเปนรอยไดจึงเปน

การเพิม่ความเสี่ยงตอการติดเชื้อและเปน Acanthamoeba keratitis (Himano & Kaufman, 1997; 

Hutchinson & Andrew, 2002)  

 การรักษา Acanthamoeba keratitis สามารถทาํไดในระยะโทรโฟซอยตเนื่องจาก 

ถูกทาํลายไดดวยยาตานจุลชีพ โดยใชตัวยารวมกันหลายชนิด ไดแก chlrohexidine, 

polyhexamethylene biguanide (PHMB), propamidine isethionate, dibromopropamidine 

isethionate, neomycin, paromycin, polymyxin B, clotrimazole, ketoconazole, micronazole 

และ itraconazole เปนตน (Schuster & Visvesvara, 2004b) มีลักษณะการรักษา เชน ใหยา 
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0.02% polyhexamethylene biguanide (PHMB), 0.02% chlorhexidine digluconate (CHX) 

รวมกับสารประกอบ diamidine เชน 0.01% propamidine (Brolene) หรือ 0.01% hexamidine 

(Desomedine) และใหยา necomycin หรือ chloramphenicol เพื่อกาํจัดแบคทีเรียโดยใหยา

เฉพาะทีทุ่ก ๆ ชั่วโมงตลอด 24 ชั่วโมงเปนเวลา 2-3 วนั และใหยาทุกชัว่โมงในระหวางวนัเปนเวลา 

3-4 วัน แลวลดเหลือเปนทุก 2 ชั่วโมงตอวนัเปนเวลาหลายเดือน จากนั้นใหยา 6 คร้ังตอวันเปนเวลา

หลายเดือนจนครบปและอาจใหยาสเตอรอยด 0.01% dexamethasome เพื่อบรรเทาอาการอักเสบ 

(Khan, 2006) แตซิสตที่ฝงตัวอยูเมื่อเปลีย่นเปนโทรโฟซอยตจะทาํใหเกิดการติดตอซํ้าไดซึ่งจะทําให

เกิดการดื้อยาและประสิทธภิาพของยาลดลง ปจจุบนัยาที่ใชในการรกัษา ไดแก chlorhexidine 

gluconate, PHMB และ Brolene® ซึ่งประกอบดวย propamidine isethionate และ 

dibromopropamidine isethionate (Visvesvara et al., 2007) โดย PHMB ที่ความเขมขนรอยละ 

0.02 สามารถฆาอะมีบาไดทั้งระยะซิสตและโทรโฟซอยต โดยไมเปนพิษตอรางกายในขณะที ่

propamidine isethionate เปนพษิตอรางกายได (Illingworth & Cook, 1998) ในรายที่ตอง

ทําศัลยกรรมกระจกตานัน้ตองทาํการรักษาดวยยากาํจัดเชื้ออะมีบากอนอยางนอย 6 เดือน 

(Azuara-Blanco et al.,1998)  

  Acanthamoeba ที่สามารถกอโรคกระจกตาอักเสบ ไดแก A. castellani, A.culbertsoni,  

A. polyphaga, A. hatchetti, A. rhysodes, A. lungdunesis, A.quina, A. griffini (Niederkorn, 

1999), A. griffini (Ledee et al., 1996) และ A. triangularis (Jongwutiwes et al., 2000)   
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การเพาะเลี้ยง (Cultivation) 
 การเพาะเลีย้ง Acanthamoeba ในหองปฏิบัติการสามารถทาํไดโดยการเลี้ยงในเพลทวุนที่

ปราศจากสารอาหาร (non-nutrient agar plate) รวมกบัแบคทีเรียแกรมลบ เปนการเลี้ยงแบบ

nonaxenic culture ไดแก Escherichia coli หรือ Enterobacter aerogenes  (เดิมชื่อ Klebsiella 

aerogenes) เปนอาหารใหแกอะมีบา มีการแพรพันธุและเพิ่มจํานวน สามารถเจริญเจริญเติบโตได

ที่อุณหภูมหิอง (ประมาณ 25 องศาเซสเซยีส) (Schuster & Visvesvara, 1998) เมื่อแบคทีเรียถูก

กินจนหมดอะมีบาจะเขาซิสต (encyst) (Visvesvara et al., 2007) และออกจากซิสต (excyst) เมือ่

มีอาหารอีกครั้งภายใน 2-3 วัน (Ma et al., 1990)  

 Acanthamoeba สามารถเลีย้งในอาหารเหลวซึง่เปนการเพาะเลีย้งโดยปราศจากแบคทีเรีย 

เรียกวา axenic culture โดยนําอะมีบาในระยะโทรโฟซอยตจากเพลทวุนมาปนลางใหสะอาดดวย

น้ํากลัน่หรือน้าํเกลือเพื่อกําจัดแบคทีเรีย นําไปเลี้ยงตอในอาหารเหลว (PYG medium) ซึ่งมี

proteose peptone, yeast extract และ glucose เปนสวนประกอบและใหยาปฏชิีวนะเพื่อฆาหรือ

ยับยั้งแบคทีเรียที่เหลืออยู ไดแก penicillin รวมกับ streptomycin หรือให gemtamicin เพียงอยาง

เดียว (Visvesvara et al., 2007) บางสายพันธุไมสามารถเลี้ยงในอาหารเหลวหรือเจริญเติบโตได

ยากโดยเฉพาะอะมีบาที่มีลักษณะซิสตในกลุมที ่1 (Ubelaker, 1991) อาหารเลี้ยงเชื้ออ่ืน ๆ ไดแก 

Oxoid medium (Cline medium) ที่มีซีรัมและฮีมินเปนสวนประกอบดวยซึ่งเปนอาหารที่ใชในการ

เลี้ยง Naegleria (Marciano-Cabral, 1988) หรือเลี้ยงรวมกับเซลลชนดิตาง ๆ เชน African green 

monkey kidney (Vero), human embryonic kidney (HEK), HeLa, B103 rat neuroblastoma, 

และ L929 fibroblasts เปนตน (Cursons & Brown, 1978; De Jonckheere, 1980; Pettit et al., 

1996) 
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อณูชีววิทยาของ Acanthamoeba  
 การจัดลําดับความสัมพันธภายในจนีัส Acanthamoeba  จากลักษณะสัณฐานวทิยาของ

ซิสต Pussard และ Pons (1977) ไดพิจารณา Acanthamoeba จํานวน 18 สปชีสแบงออกเปน 3 

กลุม แตลักษณะดังกลาวในสภาวะการเพาะเลี้ยงมีความไมแนนอนซึ่งประจุไฟฟาในอาหารเหลว 

ทําใหรูปรางของผนงัซิสตเปลี่ยนแปลงไป (Sawyer & Griffin, 1975) เมื่อ Costal และ Griffiths 

(1984) ไดพิจารณาลักษณะ isoenzyme ของ A. echinulata และ A. comandoni  ทีม่ีลักษณะ

ของซิสตอยูในกลุมที ่1 พบวามีความคลายกันมากและสอดคลองกับการศึกษาของ De 

Jonckheere (1987) วา isoenzyme ของ A. echinulata มีความใกลเคียงกับ A. comandoni  

และจากลักษณะ isoenzyme ของซิสตในกลุมที่ 2 พบวา A. paradivionensis และ  

A. divionensis มีความใกลเคียงกนั แตมีความแตกตางกนัภายในสายพันธุในกลุมของ  

A. castellanii อยางไรก็ตาม isoenzyme ของ A.mauritaniensis กลับมีความคลายคลึงกับ 

สายพนัธุของ Acanthamoeba ในกลุมของ A. castellanii  ขณะที่ isoenyme ของ A. divionensis 

และ A. quina กลับแตกตางออกไป นอกจากนี้ในกลุมของสายพนัธุใน A. triangularis ซึ่งมี

ลักษณะที่ไมกอโรคและไมสามารถเจริญเติบโตไดดีที่อุณหภูมิ 37 องศาเซสเซียสนัน้มีลักษณะ 

isoenzyme แตกตางไปจาก A. hatchetti  ซึ่งสามารถกอโรคไดในหนู mice และเจริญไดที่อุณหภูมิ

สูง แตมีบางสายพนัธุของ A. triangularis สามารถกอโรคไดปานกลางและเจริญเติบโตไดที่

อุณหภูมิสูงนัน้มีลักษณะ isoenzyme คลายกับ A. hatchetti   

 Moura, Wallace และ Visvesvara (1982) ไดพบความลงตัวระหวางลกัษณะ isoenzyme 

และกลุมของซิสต แตครอบคลุมเพียง isolated ของ A. castellanii  Castellani ที่มลัีกษณะของ

ซิสตในกลุมที่ 2 เพียง isolated เดียว และจากลักษณะของซิสตในกลุมที่ 3 ขณะที่ Daggett, 

Sawyer และ Nerad (1982) พบวา A. culbertsoni  มีลกัษณะ isoenzyme ที่แตกตางไปจาก 

สปชีสที่เหลือ ซึ่ง De Jonckheere (1987) เหน็วา A. pustulosa และ A. palestinensis  

มีลักษณะ isoenzyme ที่คลายกนัแต Costal และ Griffiths (1984) พบวา acid phosphataes 

และ esterase isoenzyme ของ 2 สปชีสนี้แตกตางกันอยางสิน้เชงิ ซสิตแตละกลุมจึงมีลักษณะ 

isoenzyme ทีแ่ตกตางกนัไปแมจะเปนซิสตภายในกลุมเดยีวกนัก็ตาม ดงันัน้ลักษณะของ 

isoenzyme จึงไมมีความลงตัวและไมสามารถนาํมารวมกับการแบงลกัษณะของกลุมซิสตได 

(Visvesvara, 1991) การศึกษาลําดับเบสใน mitochondrial DNA เปนบริเวณที่มีความหลากหลาย

ของลําดับเบส สามารถใชหาความสัมพนัธระหวางสปชสีและสายพนัธุที่แบงโดยลักษณะรูปรางของ

ซิสตไดดีแตวิธี RFLP และ Isoenzyme มีขอจํากัดเนื่องจากตองใชโทรโฟซอยตจากการเลี้ยงแบบ 

axenic ที่ปราศจากแบคทีเรียซึ่งบางสายพนัธุไมสามารถเจริญเติบโตไดและเปนวิธทีีม่ีความยุงยาก 
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จึงไดมีการศึกษาใน mitochondrial 16S rRNA gene และ nuclear small-subunit rRNA gene 

(RNS) หรือ 18S rRNA gene ดวยวธิ ีpolymerase chain reaction หรือ PCR สามารถใช 

โทรโฟซอยตทีเ่จริญเติบโตในเพลทเลี้ยงเชือ้ได (De Jonckeere & Weekers, 1997; Kilvington  

et al., 2004) โดย Vodkin และคณะ (1992) ไดออกแบบไพรเมอร ACARNA1383 for และ 

ACARNA1655rev ที่จาํเพาะตอยีน 18S rRNA ของ Acanthamoeba ขยายลาํดับเบสตําแหนงที ่

1383 ถึง 1655 แตสามารถตรวจสอบไดเพียงบางสายพันธุเทานัน้ Lehman และคณะ (1998) ไดใช

ไพรเมอรคูดังกลาวและออกแบบไพรเมอร PIGP2379for และ PIGP2632rev ขยายลาํดับเบส

ตําแหนงที ่1853 ถึง 2079 ในการพิสูจน Acanthamoeba จาก keratitis แตจากการใช 

ACARNA1383-1655 และ PIGP2379-2632 พบวาครอบคลุมไปถึงอะมีบาที่ดํารงชีพอิสระในจนีสั

ใกลเคียงคือ Balamuthia และ Hartmannella ดังนัน้ไพรเมอรสองคูนี้จงึไมจําเพาะตอจีนัส 

Acanthamoeba (Schroeder et al., 2001) และไพรเมอร 66-585 มคีวามจาํเพาะตอจีโนไทปของ 

Acanthamoeba ที่มีลักษณะซิสตจากกลุมที่ 2 และ 3 เทานั้น (Kim et al., 1997)  

 ภายในยนี 18S rRNA เปนบริเวณที่ลําดบัเบสมีความหลากหลายสงู Stothard และคณะ 

(1998) ไดเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอของยีนดงักลาวโดยใชไพรเมอร SSU1 และ SSU2 ซึ่งมีความจาํเพาะ

ตอจีนัส Acanthamoeba มคีวามยาวทัง้หมดประมาณ 2,300 - 2,700 คูเบส โดย Acanthamoeba 

ที่มีลักษณะซสิตในกลุมที ่2 และ 3 มีความยาวประมาณ 2,300 คูเบสและ Acanthamoeba ที่มี

ลักษณะซิสตในกลุมที่ 1 ไดแก A. astronyxis, A. castellani และ A. tubioshi มีความยาว

ประมาณ 2,600 - 2,700 คูเบส สามารถแบง Acanthamoeba ออกเปนลักษณะตามความแตกตาง

ของลําดับเบสอยางนอยรอยละ 5 ข้ึนไปได 12 กลุมหรือจีโนไทปซึง่ปจจุบันมีถงึ 15 จีโนไทป จาก

การคนพบของ Horn, Gast  และ Hewett สามารถแยกจีโนไทปที่ T13, T14 และ T15 ไดตามลําดับ 

(Horn et al., 1999; Gast et al., 2001; Hewett et al., 2003) ความหลากหลายของยีน 18S 

rRNA ใน Acanthamoeba แบงเปนบริเวณใหญๆ ได 3 บริเวณ คือ diagnosis freagment (DF) 1, 

2 และ 3 ในตําแหนงเบสที่ 178-335 (DF1), ตําแหนงที ่705-926 (DF2) และตําแหนงที่ 1175-1379 

(DF3) ตามลาํดับ Schoeder และคณะไดศึกษาตําแหนงยอยภายในยนี 18S rRNA คือ ASA.S1 

ซึ่งอยูในตาํแหนงเบสที่ 1271-1383 ภายในบริเวณ DF3 โดยใชไพรเมอร JDP1-JDP2 สามารถ

ตรวจหา Acanthamoeba  ได 11 จีโนไทปจากทั้งหมด 12 จีโนไทป คือ T1-T8 และ T10-T12 

(Schoeder et al., 2001) พบวาเปนบริเวณที่มีความหลากหลายสงูโดยเฉพาะภายในจีโนไทป T4 

(Booton et al., 2002; Di Cave et al., 2008) ในป ค.ศ. 2006 ไดมีการริเร่ิมทํา real-time PCR ใน

ยีน 18S rRNA โดย Rivere และคณะ (2006) ไพรเมอรและตัวตรวจสอบที่ใชถูกออกแบบใหพบได

ในลําดับเบสทีท่ําใหเกิด keratitis 6 ชนิด และมีความจาํเพาะตอ A. castellanii  ATCC 30234 ทั้ง

ในระยะโทรโฟซอยตและระยะซิสต (Rivere et al., 2006) 
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 เมื่อจัดกลุมของลักษณะซิสตเขากับชนิดของจีโนไทปพบวา ซิสตกลุมที ่1 ประกอบดวย 

จีโนไทป T7, T8 และ T9 ซิสตกลุมที่ 2 ประกอบดวยจโีนไทป T3, T4 และ T11 และซสิตกลุมที่ 3 

ประกอบดวยจีโนไทป T1, T2, T5, T6, T10 และ T12 โดยจีโนไทปสวนใหญมีลักษณะของซิสตจาก

กลุมที ่2 และ 3 (Stothard et al., 1998) Booton และคณะ (2005) ไดจัดใหจีโนไทป T14 และ T15 

อยูในซิสตกลุมที่ 3 และจีโนไทป T1 อยูในซิสตกลุมที ่2 โดยแตละจีโนไทปที่แพรกระจายไปใน

ส่ิงแวดลอม มคีวามสามารถในการกอโรคและความรุนแรงแตกตางกนั จีโนไทปทีพ่บมากที่สุดทัว่

โลก ไดแก จีโนไทป T4 แตในอิหรานกลับพบจีโนไทป T2 มากที่สุด รองลงมาเปนจโีนไทป T4 

(Booton et al., 2004; Maghsood et al., 2005) มากกวารอยละ 90 ของผูปวย Acanthamoeba 

keratits เปนสายพนัธุที่เกีย่วของกับจีโนไทป T4 และยังเปนจีโนไทปหลักที่กอโรคสมองอักเสบชนิด

เร้ือรังหรือเฉียบพลันและโรคผิวหนังอักเสบกึ่งเฉียบพลัน (Khan, 2006) และพบมากในสัตว เชน

จากปลาน้าํจดืและกระรอกปา เปนตน (Taylor, 1977; Dykova et al., 1999; Dykova & Lom, 

2004; Lorenzo-Morales et al., 2007) สปชีสที่มีจีโนไทป T4 ไดแก A. castellanii  และ  

A. polyphaga เปนจีโนไทปที่พบกอโรคในคนมากที่สุด (Booton et al., 2002, 2005) ปจจุบันม ี

จีโนไทปที่สามารถกอโรคได คือ T1, T2, T3, T4, T5, T6, T7, T10, T11, T12 และ T15 (Khan, 

2006; Visvesvara et al., 2007; Di Cave et al., 2008; Walochnik et al., 2008) โดยจีโนไทปทีม่ี

ความเกี่ยวของกับ keratitis ไดแก T2, T3, T4, T5, T6, T11 และ T15 สวนจีโนไทปทีท่ําใหเกิดโรค

สมองอักเสบชนิดเรื้อรังหรือเฉียบพลนั ไดแก T1, T2 (strain BS04), T4, T7, T10 และ T12 ดัง

แสดงในตารางที ่1 (Ledee et al., 1996; Stothard et al., 1998; Walochink et al., 2000; Khan 

et al., 2002; Maghsood et al., 2005; Spanakos et al., 2006; Di Cave et al., 2008) 
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ตารางที่ 1. จีโนไทปใน Acanthamoeba ที่เกีย่วของกับโรคกระจกตาอักเสบและโรคเยื่อหุมสมอง 

                 อักเสบชนิดเรื้อรังหรือเฉียบพลัน (ดัดแปลงตารางจาก Khan, 2006) 

 

Acanthamoeba genotype Human disease association 

 T1  Encephalitis   

 T2 (BS04)  Encephalitis (Walochnik et al., 2008) 

 T2A†   Keratitis  

 T2B†  (CCAP 1501/3c)  NA 

 T3  Keratitis  

 T4*  Encephalitis, Keratitis    

 T5  Keratitis  

 T6  Keratitis  

 T7  Encephalitis (Visvesvara et al., 2007)  

 T8  NA 

 T9  NA 

 T10  Encephalitis   

 T11  Keratitis  

 T12  Encephalitis   

 T13  NA 

 T14  NA 

 T15  Keratitis (Di Cave et al., 2008) 

 

† จีโนไทป T2 ถูกแบงเปน T2A และ T2B โดย Maghsood และคณะ (2005) 

* จีโนไทปทีพ่บมากที่สุดทัง้ 2 โรค 

NA ยังไมพบโรคที่เกี่ยวของ 

 

 

 



บทที่ 3 

วิธีดําเนินการวิจัย 

 

รูปแบบการวจิัย 

เปนการศึกษาเชิงพรรณนา (descriptive study) 

วัตถุประสงคของการวิจยั  

  เพื่อศึกษาความหลากหลายของ Acanthamoeba ทีก่ารกระจายตวัอยูในธรรมชาติจาก

แหลงน้ําในเขตกรุงเทพมหานครและปริมณฑลและทาํการแยกจีโนไทปที่คนพบเทียบกับ 

Acanthamoeba ทีพ่บกอโรคในคนจากผูปวยติดเชื้อที่รับการวนิิจฉัยจากโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ 

 
คําจํากัดความที่ใชในการวิจัย 

 ประชากรเปาหมาย (target population) คือ ตัวอยาง Acanthamoeba ที่พบจากแหลงน้าํ

ในเขตกรุงเทพมหานครและปริมณฑลและบางตวัอยางจากผูปวย 

 ประชากรตัวอยาง (population sample) คือ Acanthamoeba ที่ไดจากแหลงน้าํในเขต

กรุงเทพมหานครและปริมณฑลและจากตัวอยางผูปวยโรงพยาบาลจฬุาลงกรณ 

  ปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอรเรส (polymerase chain reaction) เปนวธิีการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ

เฉพาะสวนอยางจาํเพาะในหลอดทดลอง โดยอาศัยเอนไซมจําเพาะเปนตัวเรงการเกดิปฏิกิริยา 

ภายใตสภาวะที่เหมาะสม 
   
ขนาดของกลุมประชากร 

 การคํานวณตวัอยางอาศัยขอมูลจากการสาํรวจอะมีบาทีด่ํารงชีพอิสระจากแหลงดินและ

น้ําในประเทศไทยในชวงเดอืนมีนาคมถงึเมษายน พ.ศ.2541 โดยดวงพรและคณะ (2001) ซึ่งพบ 

Acanthamoeba spp. ในแหลงน้ําจืดภายในเขตกรุงเทพมหานคร รอยละ 30 ดังนัน้จึงกําหนดให 

มีอัตราความชกุของอะแคนธามีบา 30% (P = 0.3) 

และกําหนดใหมีคาความคลาดเคลื่อนไดไมเกิน 5% (d = 0.05) 

กําหนดใหระดบัความเชื่อมั่นในการสรุปขอมูล 95% 

 

สูตร    Zα/2=  Z0.05/2 = 1.96 (two tail) 
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 P = อัตราการความชกุ = 0.30 

 Q = 1-0.30 = 0.70  

 d = acceptable error = 0.05 

 n = ขนาดตัวอยาง 

 

แทนคาสูตร  n = Z2
α/2

 PQ/d  2 

  n = (1.96)2(0.30)(0.70)/(0.05)2 

   n =  323 ตัวอยาง 

 
เกณฑการเลอืกสถานที่ในการสํารวจ 

 การสํารวจแหลงน้าํในเขตกรุงเทพและปริมณฑลไดจําแนกสถานที่ตามลักษณะ ดังนี ้

1. สวนสาธารณะ  

2. สถานศกึษา  

3. ชุมชน 

4. คลอง  
โดยลักษณะของแหลงน้ําแบงไดเปนแหลงน้ําปด เชน บึง สระน้าํหรือคูน้ําและแหลงน้ําไหล 

ไดแก คลอง เปนตน ทาํการเก็บตัวอยางซ้าํอยางนอย 3 คร้ังในสถานทีท่ี่มีการพบหรือสถานที่ซึง่มี

ความใกลเคยีงกับลักษณะแหลงน้ําที่พบ Acanthamoeba โดยเก็บตัวอยางน้าํไมต่าํกวา 2 ตัวอยาง

จากแหลงน้าํแตละแหลง 
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แผนที่ในการศึกษา   

 

รูปที่ 6. แสดงพื้นที่ในเขตกรงุเทพมหานครและปริมณฑล 

การศึกษาครั้งนี้ไดทําการเกบ็ตัวอยางพืน้ที่ในเขตกรุงเทพมหานคร ไดแก เขตบางเขน  

เขตจตุจักร เขตลาดพราว เขตบึงกุม เขตมีนบุรี เขตวงัทองหลาง เขตบางกะป เขตดินแดง  

เขตปทุมวนั เขตลาดกระบัง เขตประเวศ เขตตลิ่งชัน เขตบางขุนเทียนและปริมณฑล ไดแก จังหวัด 

ปทุมธานีและนนทบุรี 

 

การเก็บตัวอยางน้าํ 

 เตรียมขวดพลาสติกเปลาสะอาดขนาด 500 มิลลิลิตร ทาํการเก็บน้าํบริเวณผิวน้าํ ปดฝา

ขวดใหแนน พรอมวัดคา pH และอุณหภูมิ ณ แหลงน้ําที่เก็บตัวอยาง 

 

 

มีนบุร ี

บางกะป 

บางเขน 

ปทุมธาน ี

นนทบรุ ี

ตลิ่งชัน 

ประเวศ 

ปทุมวัน 

ดินแดง 
วังทองหลาง 

จตุจักร 

บางขุนเทียน 

ลาดพราว 
บึงกุม 

ลาดกระบัง 
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การเก็บตัวอยางจากผูปวย 

 ในระหวางการศึกษานี้จะทาํการเก็บรวบรวมตัวอยางจากผูปวยทุกรายที่สงตรวจหาเชื้อ 

Acanthamoeba ณ หนวยปฏิบัติการวิจัย อณูชีววทิยาของมาลาเรียและปรสิตฉวยโอกาส 

 

เครื่องมือและสารเคมีทีใ่ชในการวิจยั 

อุปกรณ 

เครื่องปนความเร็วสูงที่ควบคุมอุณหภูมิและเวลาได (high speed refrigerated 

microcentrifuge, Tomy) 

 เครื่องปนความเร็วสูงขนาดเล็ก       

 เครื่องชั่งน้าํหนักละเอยีดอานคาไดทศนยิม 4 ตําแหนง 

 ตูเย็น 4 องศาเซลเซียส 

 ตูเย็น -20 องศาเซลเซียส 

 ตูเย็น -80 องศาเซลเซียส 

ไมโครปเปตตอัตโนมัติ (automatic adjustable micropipette) ขนาด 10, 100   

และ 1,000 ไมโครลิตร  

 กลองจุลทรรศนแบบสองกลบั (Inverted microscope) 

 เครื่องควบคุมอุณหภูมิและเวลาอัตโนมัติ (PCR cycle) 

เครื่องแยกแถบดีเอ็นเอโดยกระแสไฟฟา 

 เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง 

 ตูปลอดเชื้อ (laminar flow) 

 ตูเลี้ยงเชื้อพรอมเครื่องเขยา 

 ตูอบสําหรับเพาะเชื้อ 

 ตูอบแหง 

 เทอรมอมิเตอร 

 หมอนึง่ปลอดเชื้อภายใตความดันและอุณหภูมิสูง 

 หนากากกนัแสงอุลตราไวโอเลต 

แหลงกาํเนิดแสงอุลตราไวโอเลต 

 กลองถายภาพดิจิตอล        

 เครื่องยิงกระแสไฟฟา (E.coli pulser)      
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 นาฬิกาจับเวลา         

 อางน้ําปรับอุณหภูมิ        

 เครื่องจายกระแสไฟฟา 

 เครื่องไมโครเวฟ   

 Vortex mixer 

  
 วัสดุ          
 กระบอกตวง ขนาด 10, 50, 100 และ 1000 มิลลิลิตร 

กลองโฟมใสน้าํแข็ง 

กระดาษติดฉลาก 

กลองพลาสตกิ 

ขวดเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลว 

ขวดสําหรับใสสารเคมี 

ขวดสําหรับเกบ็น้ํา ขนาด 500 มิลลิลิตร 

ถุงมือยาง 

ถุงพลาสติก 

ที่วางหลอดทดลอง สําหรับหลอดขนาด 0.5 และ 1.5 มลิลิลิตร 

แทงแกวสาํหรับคน        

 ปากกา label 

บีกเกอร ขนาด 10, 50, 100, 200, 500, 1000 มิลลิลิตร    

 ปเปตตทิพ (pipette tip) ขนาด 10, 100, 1000 ไมโครลิตร    

 ปเปตตแกว (plasture pipette)  

ใบมีดผาตัด 

พาราฟลม         

 เพลทพลาสกิ 

ไมจิ้มฟน         

 หลอดทดลองขนาดเล็กชนิดมีฝาปด (microtube) ขนาด 0.1, 0.5, 1.5 มิลลิลิตร  

 สําลี          

 หนงัยาง    
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สารเคม ี         
  1. สารเคมีทั่วไป        

  absolute ethanol       

  absolute methanol       

  agar 

agarose         

 agarose, low gelling temperature 

calcium chloride 

cleaning solution       

 disodium ethylenediamine tetracetic acid (EDTA)   

 disodium hydrogen phosphate     

 double distilled water 

ethidium bromide 

ferric ammonium sulfate 

glucose 

glycerol 

magnesium sulfate       

 mineral oil 

potassium phosphate, dibasic  

potassium phosphate, monobasic 

proteose peptone 

sodium oxaloacetaye 

sodium chloride  

sodium citrate 

sodium phosphate, dibasic 

                       yeast extract        

  

 2. สารเคมีที่เปน Reagent Kit      

  QIAGEN DNA Extraction Kit      

  QIAGEN DNA Purification Kit  

 QIAGEN Gel Extraction Kit 
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 PCR Reagent Kit       

  pGEM® – T Easy Vector System  

 ABI Prism BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit 

 

3. เอ็นไซม        

  proteinase K        

  Ex Taq polymerase       

  T4 DNA ligase        

           

  4. Oligonucleotides       

  ACAN 18S F0 : 5’- TCCTGCCAGTAGTCATATGC -3’ 

ACAN 18S F1 : 5’- GCTTGTCTCAAAGATTAAGC -3’  

ACAN 18S F2 : 5’- ACAATACAGGCGCTCGATAA -3’ 

ACAN 18S F3 :  5’- CAGAGGTGAAATTCTTGG -3’   

 ACAN 18S F4 :  5’- AACGAGACCTTAACCTGC -3’ 

  ACAN 18S R0 : 5’- CTTCTCCTTCCTCTAAATGGT -3’ 

           

  5.  ดีเอ็นเอมาตรฐาน       

  λ Hind III marker   

 
การแยกเชื้อ Acanthamoeba  

 การเพาะเลี้ยงเชื้อใน 1.5% non-nutrient agar plate 

 นําตัวอยางน้าํมาปนตกตะกอนดวยความเร็ว 2,600 rpm เปนเวลา 10 นาที นําตะกอนที่ได

เทลงบนเพลทวุนที่ปราศจากสารอาหารจากนัน้เติม Escharichia coli  ที่ผานความรอนที่อุณหภมูิ 

60 องศาเซสเซียส เปนเวลา 30 นาท ีโดยเทลงบนผิวหนาวุน ทําการตรวจสอบเพลททุกวนัดวย

กลอง Inverted microscope เปนระยะเวลาตอเนื่อง 1 สัปดาห เมื่อพบ Acanthamoeba ใหทาํการ

แยกเชื้อจนไมมีส่ิงมีชวีิตอื่นปะปนและนําระยะโทรโฟซอยตที่แยกไดไปสกัดดีเอ็นเอ  
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 ตัวอยางจากเหงือกปลาใหตัดเหงือกปลาเปนชิน้เล็ก ขนาดประมาณ 1 เซนติเมตร ลงใน

ภาชนะและเตมิน้ํากลั่นใหทวม ทําการผสมใหน้าํและเหงือกปลาใหเขากัน นําน้ําที่ไดไปเลี้ยงใน

เพลทเลี้ยงเชื้อ  

 ตัวอยางจากผูปวยที่เปนคอนแทคเลนสและตลับคอนแทคเลนส นาํน้าํกลั่นลาง            

คอนแทคเลนสและภายในตลับคอนแทคเลนสใหทั่ว นาํน้าํที่ไดไปเลีย้งตอในเพลทเลี้ยงเชื้อ 

 

การสกัดดีเอน็เอ 

 1. นําโทรโฟซอยดที่ไดจากการเพาะเลีย้งมาปนตกตะกอนดวยความเร็ว 1,500 rpm เปน

     เวลา 10 นาท ีปเปตสวนใสทิ้งไป 

  2. ทําการสกัดดีเอ็นเอโดยใช ชุดสกัดของบริษัท QIAGEN โดยการดูดน้ําเลีย้งเชื้อทีม่ี 

      โทรโฟซอยต20 ไมโครลิตร มาเติมบัฟเฟอร ATL 160 ไมโครลิตร แลวผสมใหเขากัน   

 3. เติม Proteinase K 20 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั แลวนําไปบมไวที่อุณหภูมิ 56 องศา       

           เซลเซยีส ประมาณ 12 ชัว่โมง หรือจนกวาตวัอยางจะถูกยอยเปนเนื้อเดียวกัน 

 4. นําหลอดทีบ่มไวมาเติมบัฟเฟอร AL 200 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั แลวนาํไปบมที่  

           อุณหภูม ิ70 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 10 นาท ี

 5. เติม เอทานอล (96-100%) 200 ไมโครลิตร แลวผสมใหเขากนั 

 6. ดูดสารละลายในหลอด ใสลงใน QIAamp spin column แลวนําไปปนดวยเครื่องปน  

           ความเร็วสงู 8000 rpm เปนเวลา 1 นาที จากนั้นจงึนาํ QIAamp spin column มาใส   

           ใน collection tube หลอดใหม  

 7. เติม บัฟเฟอร AW1 500 ไมโครลิตร แลวนาํไปปนดวยเครื่องปนความเร็วสงู 8000 rpm   

           เปนเวลา 1 นาที จากนั้นจงึนาํ QIAamp spin column มาใสใน collection tube  

           หลอดใหม  

 8. เติม บัฟเฟอร  AW2  500 ไมโครลิตร แลวนําไปปนดวยเครื่องปนความเร็วสงู 14000  

          rpm เปนเวลา 3 นาที จากนัน้จึงนํา QIAamp spin column มาใสใน collection tube  

           หลอดใหมแลวนําไปปนดวยเครื่องปนความเร็วสงู 14000 rpm เปนเวลา 1 นาท ี

 9. นํา QIAamp spin column มาใสใน collection tube หลอดใหม  เตมิ บัฟเฟอร AE  

           แลวทิ้งไวทีอุ่ณหภูมิหอง เปนเวลา 5 นาที แลวจงึนําไปปนดวยเครื่องปนความเรว็สูง  

           8000 rpm เปนเวลา 1 นาท ี 

 10. ดูดดีเอ็นเอที่ไดเก็บไวในหลอดทดลองขนาดกลาง 0.5 มิลลิลิตร นําดีเอ็นเอที่สกัดได    

             เก็บไวที่ –20 องศาเซลเซียส เพื่อใชเปน template สําหรับทํา PCR ตอไป    
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การออกแบบ oligonucleotides สําหรบัใชเปน PCR Primer 

 การออกแบบ Primer โดยเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทดที่สมบูรณของ nuclear  

small-subunit rRNA gene (RNS) หรือ 18S rRNA gene ของจีโนไทป T1-T15 เปนตนแบบ โดย

อางอิงขอมูลจาก 0www.ncbi.nlm.nih.gov หมายเลข U07416 ของ A. castellanii  strain Neff 

ATCC 50373 ทาํการออกแบบ primer โดยคํานวณจากสูตรอุณหภูมิหลอมตัว (Melting 

temperature, Tm) ของ primer  

          
             Tm =  4 ( G+C ) + 2 ( A+T )        
 

 ขอควรระวังในการออกแบบ primer คือ    

 1. ตองคํานึงถงึความยาวของ primer ซึ่งควรมีความยาว 20-30 นิวคลโีอไทด 

ประกอบดวยเบสชนิด guanine และ cytosine ประมาณรอยละ 50-60 ขึ้นไป และมีการกระจายตัว

ของเบสตางๆ เหมือนกนักับลําดับเบสที่ตองการจะเพิ่มจํานวน   

 2. ควรหลีกเลีย่งการใช primer ที่มี polypurines หรือ polypyrimidine  

 3. ในสวนบริเวณปลาย 3’ ของ primer ไมควรมีลําดับเบสที่เปน complementary กนั 

เพื่อปองกันการจับคูกันเองของ primer (primer-dimer)      

 4. การเรียงลาํดับนิวคลีโอไทดของ primer แตละสวนไมควรมีลําดับเบสที่เหมือนกันเมื่อ

อานจากทิศทาง 5’ ไปทาง 3’ และ 3’ ไปทาง 5’ เพื่อปองกันปลาย 3’ งอมาจับกับ primer สาย

เดียวกนัเกิดเปนโครงสรางทุติยภูมิ (secondary structure)   

 5. คา Tm ของ primer ควรใกลเคียงกนัและอยูในชวง 50-80 องศาเซลเซียส  

 
รูปที่ 7. แสดงตําแหนงของ primer ตาง ๆ ที่ใชในการทํา PCR 

 

 

 

18S rRNA gene

ACAN 18S R0 

ACAN 18S F1   ACAN 18S F2    ACAN 18S F3    ACAN 18S F4  
ACAN 18S F0  
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ACAN 18S F0 : 5’- TCCTGCCAGTAGTCATATGC -3’ (ตําแหนงเบสที่ 9-28)  

ACAN 18S F1 : 5’- GCTTGTCTCAAAGATTAAGC -3’ (ตําแหนงเบสที่ 27-46)  

ACAN 18S F2 : 5’- ACAATACAGGCGCTCGATAA -3’ (ตําแหนงเบสที่ 553-572)  

ACAN 18S F3 : 5’- CAGAGGTGAAATTCTTGG -3’ (ตําแหนงเบสที่ 1120-1137)  

ACAN 18S F4 : 5'- AACGAGACCTTAACCTGC -3'       (ตําแหนงเบสที่ 1639-1656)  

ACAN 18S R0 : 5'- CTTCTCCTTCCTCTAAATGGT -3'  (ตําแหนงเบสที่ 2236-2256)  

 

โดยในขั้นตอนการทาํ PCR จะใช ACAN 18S F0 และ ACAN 18S R0 สวนในขั้นตอนการ

หาลาํดับเบส (sequencing) จะใช primer ทั้ง 4 แบบ ดังแสดงในรูปที ่6 
 
การเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอในหลอดทดลองโดยปฏกิิรยิาลกูโซโพลเีมอรเรส (PCR) 

 1. นําดีเอ็นเอที่สกัดไวมาใชเปนแมแบบสาํหรับทํา PCR โดยจะตองใชองคประกอบที่  

จําเปนตอการทําปฏิกิริยาตอ 1 ตัวอยาง ในปริมาณสารละลายสทุธิ 30 ไมโครลิตร ประกอบดวย 

ดีเอ็นเอที่สกัดไว ความเขมขน 10 ng primer ทั้ง forward และ reverse ที่ความเขมขน 30 pmol 

10X PCR Buffer, 2.5 mM MgCl2, 2.5 mM dNTP เพื่อเปนสารตั้งตนของการทาํปฏกิิริยา

สังเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด Ex Taq DNA polymerase 5 units/μ เพื่อใชเปนเอน็ไซมเรงปฏิกิริยา

และน้ํากลั่น    

 2. นาํหลอดทีม่ีสวนผสมของการทํา PCR เขาเครื่องควบคุมอณหภูมิและเวลาอัตโนมัติ 

ซึ่งประกอบดวยขั้นตอนการทําใหดีเอ็นเอแยกสาย (DNA denaturation) ที่อุณหภมูิ 94 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 1 นาทีและที่อุณหภูม ิ94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 0.4 นาที เขาสูขั้นตอนการ 

ทําให primer จบักับสายดีเอ็นเอแมแบบ (primer-template annealing) ที่อุณหภูมิ 55 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 0.3 นาท ีที่อุณหภูม ิ74 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 นาที และข้ันตอนการ

สังเคราะหสายดีเอ็นเอ (primer extension) ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาท ีซึ่งทาํ

ปฏิกิริยาทัง้หมด 40 รอบ จากนัน้นํา PCR products ที่ไดนําไปตรวจผลิตผล PCR  

 
การตรวจผลติผล PCR โดยวิธ ีgel electrophoresis 

เตรยีมอะกาโรสที่มีความเขมขนรอยละ 1 และ 1X TBE  300 มิลลิลิตร ใน 

electrophoresis chamber นําผลิตผล PCR ที่เตรียมไวผสมกับ loading dye 1 ไมโครลิตร หยอด

ลงในหลุมเจล ซึ่งใช λHind III เปนดีเอ็นเอบอกขนาด (marker) เพื่อใชเปรียบเทยีบขนาดกับ

ผลิตผล PCR โดยใชกระแสไฟฟา 100 โวลต เปนเวลา 30 นาที หลงัจากนัน้นาํเจลไปยอมดวย 
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ethidium bromide 15 นาท ีนาํไปดูการเรอืงแสงของดีเอ็นเอ ภายใตแสงอุลตราไวโอเลต และ

ถายภาพไวเพือ่วัดขนาดของแถบดีเอ็นเอ โดยเปรียบเทยีบกับดีเอ็นเอบอกขนาด  

 
การ purify PCR product โดยใช QIAquick PCR Purification Kit 

 1. ใส 5 เทาของ PB buffer ตอปริมาตร 1 เทา PCR product และเขยาใหเขากัน  

    ดูดสารละลายทัง้หมดใสใน QIAquick spin column ปน 13,000 rpm ที่อุณหภมูิหอง      

    1 นาที ทิ้งสวนใสที่อยูใน collecting tube ไป และใสกลับที่เดิม   

 2. เติม PE buffer ปริมาตร 750 ไมโครลิตร ใน column และปน 13,000 rpm ที ่  

     อุณหภูมิหอง เปนเวลา 1 นาท ีทิง้สวนใสที่อยูใน collecting tube และใสหลอด  

                 กลับที่เดิม 

             3. ปนให QIAquick spin column แหงที่ 13,000 rpm ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 1 นาที   

    จากนัน้ทิ้งหลอดที่อยูดานลาง QIAquick spin column ไป นําหลอด 1.5 มิลลิลิตรมา 

    ใสแทน  

             4. เติม EB buffer 30 ไมโครลิตร ตรงกลาง membrane ของ QIAquick spin column  

     ตัง้ทิง้ไวประมาณ 5 นาท ีและนาํไปปน 13,000 rpm ที่อุณหภูมหิอง เปนเวลา 1 นาท ี
 

วิธีการทาํโคลน (subclone) 

 1. การคัดแยกดีเอ็นเอโดยใช QIAquick gel extraction kit 

  1.1 นําผลผลิต PCR มาทํา gel electrophoresis โดยใชเจลแบบ low melting 

        จากนัน้ตดัชิ้นสวนของอะกาโรสเจลบริเวณที่ปรากฏแถบดีเอ็นเอใสในหลอด 

        ขนาด 1.5 มิลลิลิตร และบันทึกขนาดของน้ําหนักชิน้เจล 

  1.2 เติม QG-buffer 3 เทาของปริมาณเจล (1 มิลลิกรัม = 1 ไมโครลิตร) 

  1.3 บมที่อุณหภูมิ 50 องศเซสเซียส เปนเวลา 10 นาที จนเจลละลาย 

  1.4 ถายสารละลายใส QIAquick spin column นําไปปนดวยเครื่องปนความเร็ว

        สูง 13000 rpm เปนเวลา 1 นาท ี

  1.5 ทิง้สารละลายใน collecting tube แลวเติม QG-buffer 500 ไมโครลิตร 

        นาํไปปนดวยเครื่องปนความเร็วสงู 13000 rpm เปนเวลา 1 นาท ี

  1.6 ทิง้สารละลายใน collecting tube แลวเติม PE-buffer 750 ไมโครลิตร 

        นําไปปนดวยเครื่องปนความเร็วสงู 13000 rpm เปนเวลา 1 นาท ี
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  1.7 ทิง้สารละลายใน collecting tube แลวนาํไปปนดวยเครื่องปนความเร็วสงู 

        13000 rpm เปนเวลา 1 นาท ี

  1.8 เติม EB-buffer 30 ไมโครลิตร ลงใน QIAquick spin column ตั้งทิง้ไวที ่

        อุณหภูมหิองเปนเวลา 5 นาที แลวนําไปปนดวยเครื่องปนความเรว็สูง 

        13000 rpm เปนเวลา 1 นาท ี

  1.9 ดูดดีเอ็นเอที่ไดใสในหลอดขนาด 0.5 มิลลิลิตร และเก็บรักษาไวภายใต 

        อุณหภูมิ -20 องศาเซสเซียส เพื่อนาํไปเชื่อมเขาสูพลาสมิด 

 2. การเชื่อมชิ้นสวนดีเอน็เอเขาสูพลาสมิด 

  2.1 เติม 2X Rapid Ligation Buffer, T4 DNA Ligation ลงในหลอดขนาด 1.5 

        มิลลิลิตร 

  2.2 เติม pGEM® - T Easy Vector ปริมาณ 1 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั 

  2.3 เติมดีเอ็นเอปริมาณ 3 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั 

  2.4 เติม T4 DNA Ligation ปริมาณ 1 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั 

  2.5 นาํไปบมที่อุณหภูมิ 4 องศาเซสเซยีส ประมาณ 16 ชั่วโมง 

 3. การตกตะกอนดีเอ็นเอลูกผสม 

  3.1 เติม absolute EtOH + 3M NaOH ปริมาณ 25 ไมโครลิตร ลงหลอดขนาด 1.5  

        มิลลิลิตร ที่มีดีเอ็นเอที่เชื่อมตอกับพลาสมิดแลวบมไวที่อุณหภูม ิ-80 องศา 

        เซสเซยีส อยางนอย 2 ชั่วโมง 

  3.2 นาํไปปนดวยเครื่องปนความเร็วสงู 13000 rpm เปนเวลา 1 นาท ี

  3.3 ดูดสารละลายเหนือตะกอนดีเอ็นเอในหลอดทิง้อยางเบามือ 

  3.4 เติม cold 70% EtOH ปริมาณ 500 ไมโครลิตร แลวนําไปปนดวยเครื่องปน

        ความเร็วสูง 13000 rpm ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซสเซยีส เปนเวลา 5 นาท ี

  3.5 ดูดสารละลายเหนือตะกอนดีเอ็นเอในหลอดใหเหลือไวประมาณ 50  

        ไมโครลิตร นําไปปนดวยเครื่องปนความเร็วสงู 13000 rpm ที่อุณหภูมิ 4 องศา

        เซสเซยีส เปนเวลา 2 นาท ี

  3.6 ดูดสารละลายเหนือตะกอนดีเอ็นเอในหลอดทิง้จนหมด 

  3.7 เปดฝาหลอด วางทิง้ใหแหงที่อุณหภูมหิอง 

  3.8 เติมน้าํกลัน่ 6 ไมโครลิตร เพื่อละลายตะกอนดีเอ็นเอ แลวเก็บรักษาไวภายใต

        อุณหภูมิ -20 องศาเซสเซียส  
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 4. การจําลองดีเอ็นเอลูกผสมและการคัดเลือก 

  4.1 นาํดีเอ็นเอลูกผสมปริมาณ 3 ไมโครลิตร ผสมกับ Escherichia coli ที่ทําให

        เปน competent cell ปริมาณ 40 ไมโครลิตร ถายลงสู cuvette ทีแ่ชเย็นใน

        น้าํแข็ง 

  4.2 ผานกระแสไฟฟาที่ความตางศักดิ์ 1.8 กิโลโวลต เขาสู cuvette 

  4.3 ดูดเชื้อทั้งหมดใน cuvette ใสลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ (LB broth) ปริมาณ 1  

        มิลลิลิตร เขยาเชื่อภายใตอุณหภูมิ 37 องศาเซสเซยีส เปนเวลา 1 ชั่วโมง 

  4.4 นาํเชื้อที่ได ปริมาณ 200-300 ไมโครลิตร ไปเลี้ยงบนเพลทที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อ

        ผสม ampicillin บมไวทีอุ่ณหภูมิ 37 องศาเซสเซยีส เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง  

  4.5 คัดเลือกโคโลนีของเชื้อและตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอดวยวิธ ีgel   

        electrophoresis  

 
การหาลาํดับเบสของ DNA         

การหาลําดับเบสดวยเครื่องวิเคราะหอัตโนมัติ (automated DNA sequencing) เปน

วิธีการหาลาํดบัเบสของดีเอ็นเอโดยอาศัยหลักการของ dideoxy chain termination แตกตางกัน

ตรงที่การติดฉลาก ดีเอ็นเอจะใชสารเรืองแสง เชน dRhodamine dye terminator แทนการใชสาร

กัมมันตภาพรงัสี โดยอาศัยการติดตามการเรืองแสงของสีตางๆ กนั 4 ชนิด สําหรับเบส 4 ตัว คือ A 

C G T สีที่ใชในการติดฉลากแตละตัว เมือ่ถูกกระตุนดวยแสงเลเซอร จะเรืองแสงในชวงความยาว

คลื่นแตกตางกัน และแสงทีป่รากฏจะแตกตางกัน โดยจะเหน็เปนสีเขียว สีดํา สีน้าํเงิน และสีแดง 

ตามลําดับ ดวยเครื่อง ABI Prism 310 Genetic Analyzer  เมื่อไดผลของลําดับเบสทั้งหมดของยนี 

18S rRNA นํามาศึกษาลําดบัเบสโดยการทํา alignment ดวยโปรแกรมคอมพิวเตอร Bioedit และ 

ClustalX เพื่อวิเคราะหความหลากหลายของลําดับเบสที่เกิดขึ้นในยนี 18S rRNA 

 

 

 

 

 

 

 



บทที่  4 
ผลการทดลอง 

 
การสํารวจ Acanthamoeba ในแหลงน้าํ 
 จากการสํารวจแหลงน้ําตางๆ  ในเขตกรุงเทพมหานครและปริมณฑลไดแบงลักษณะของ

แหลงน้ําทั้งที่เปนบึงตามธรรมชาติและทีถ่กูสรางขึ้นออกเปนสวนสาธารณะ สถานศกึษา ชุมชนและ

คลอง ดังแสดงในตารางที่ 2 ทาํการเก็บตัวอยางน้ําจํานวน 369 ตัวอยางและปลาในแหลงน้ํา

จํานวน 6 ตัวอยาง พบ Acanthamoeba ในเดือนกมุภาพันธจํานวน 4 ตัวอยาง คิดเปนรอยละ 

11.11 เดือนมนีาคมพบ 4ตวัอยาง คิดเปนรอยละ 8.70 เดือนพฤษภาคมพบ 3 ตวัอยาง คิดเปนรอย

ละ 7.84 และเดือนธันวาคมพบ Acanthamoeba จํานวน 1 ตวัอยางจากทัง้หมด 2 ตัวอยาง สวนใน

เดือนมิถนุายนพบ Acanthamoeba จากเหงือกปลา 3 ดังแสดงในตารางที ่3 สามารถแยก 

Acanthamoeba จากการเพาะเลี้ยงบน 1.5% non-nutrient agar กับ heat-inactivated 

Escherichia coli ได 16 ตัวอยางจากแหลงน้าํ 9 แหงจากสนามกฬีาแหงชาติหวัหมาก

มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร บางเขน บงึลําพังพวย เมืองทองธาน ีหมูบานเพอรเพคเพลส หมูบาน

สัมมากร และคลองรังสิต ดงัแสดงในตารางที่ 4 โดยแหลงน้าํทีพ่บเชื้อมีลักษณะน้ําคอนขางใส นิง่

หรือมีคลื่นเล็กนอย คา pH คอนขางเปนดางมีคา 8.3 อุณหภูมิเฉล่ีย 31 องศาเซสเซยีส ดังแสดงใน

ตารางที่ 3 โดยไมพบ Acanthamoeba ในแหลงน้าํที่มเีปนลักษณะสีเขียว 

 Acanthamoeba ทีพ่บสามารถแบงเปนกลุมตามลักษณะของซิสตได 2 กลุม คือ กลุมที่มี

ลักษณะซิสตในกลุมที่ 1 จํานวน 3 ตัวอยางและลักษณะซิสตในกลุมที่ 2 จํานวน 13 ตัวอยาง  

น้ําจากบงึลําพังพวยและสนามกีฬาแหงชาติหวัหมากสามารถพบ Acanthamoeba ไดทั้ง 2 กลุม 

และ Acanthamoeba จากเหงือกปลามีลักษณะซิสตในกลุมที ่2  ดังตารางที ่4 
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ตารางที่ 2. แสดงสถานที่ในการสาํรวจแหลงน้ําในเขตกรุงเทพมหานครและปริมณฑล 

 

สวนสาธารณะ สถานศึกษา ชุมชนและคลอง 

  สวนลุมพินีวัน   โรงเรียนบางกอกศึกษา   บึงชุมชนมักกะสัน 

  สวนจตุจักร   โรงเรียนสาธิตประสานมิตร   บึงโรงพยาบาลรถไฟ 

  สนามกีฬาแหงชาติหัวหมาก   โรงเรียนสตรีวิทย 2   บึงลําพังพวย 

  อุทยานเบญจสิริ   มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร บางเขน   บึงน้ําเมืองทองธานี 

  สวนหลวง ร.๙   สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกลาเจาคุณทหารลาดกระบัง   หมูบานเพอรเฟคเพลส 

  สวนสมเด็จยา เขตบางขุนเทียน   จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย   หมูบานนวธานี 

  สวนเซ็นทรัลพระราม 2    หมูบานสัมมากร 

  สวนเสรีไท    คลองแสนแสบ 

  สวนรถไฟ    คลองประเวศบุรีรมย 

 สวนเบญจกิติ    คลองหัวหมาก 

      คลองรังสิต 

      คลองตล่ิงชัน 

 

ตารางที่ 3.  แสดงผลในเดือนที่มกีารสาํรวจพบ Acanthamoeba จากแหลงน้ําตางๆ ในเขต

กรุงเทพมหานครและปริมณฑล   

 

เดือนทีพ่บตัวอยาง จํานวนตวัอยางที่เก็บ จํานวนตวัอยางที่พบ รอยละ (%) 

 กุมภาพันธ 36 4 11.11 

 มีนาคม 46 4 8.70 

 พฤษภาคม 51 4 7.84 

 มิถนุายน 43 0 0.00 

 ธันวาคม 2 1 50.00 

รวม 178 13   
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ตารางที่ 4.  แสดงสถานที ่ลักษณะทางกายภาพและลักษณะของกลุมซิสตของ Acanthamoeba ทีพ่บ  

     ในแหลงน้าํตางๆ ในเขตกรุงเทพมหานครและปริมณฑล 

 

สถานที่ 
จํานวน

แหลงน้ํา 
อุณหภูมิ (°C) คา pH ตัวอยาง ลักษณะของกลุมซิสต 

      บึงลําพังพวย   1 29.5 8.0  Ac_E1 I 

     Ac_E2 I 

     Ac_F1 II 

     Ac_F2  II 

     มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร บางเขน 2 31.5 7.9  Ac_E3 II 

     Ac_E4 II 

     บึงเก็บน้ํา เมืองทองธานี 1 34.0 9.4  Ac_E5 II 

     หมูบานเพอรเฟคเพส รามคําแหง 1 31.0 9.0  Ac_F3 II 

     รังสิต คลอง 6 1 24.0 8.0  Ac_E6 II 

     สนามกีฬาแหงชาติหัวหมาก 1 32.5 8.0  Ac_E7 II 

     Ac_E8 II 

     Ac_E9 I 

      Ac_E10 II 

     หมูบานสัมมากร รามคําแหง  2 32.0 8.2   Ac_E11 II 

      Ac_E12 II 

      Ac_E13 II 

รวม / เฉล่ีย 9 30.6 8.4 16  
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รูปรางลักษณะของ Acanthamoeba  
โทรโฟซอยตปรากฏหนามแหลมและมีลกัษณะใส มีรูปรางไมแนนอน Acanthamoeba ที่

แยกไดจากตัวอยางน้ํา Ac_E1, Ac_E2 และ Ac_E9 มีซสิตและโทรโฟซอยตขนาดใหญ ลักษณะ

รูปรางของซิสตถูกจัดอยูในกลุมที ่1 มีขนาดเสนผานศนูยกลางตั้งแต 13-25 ไมโครเมตร โดยเฉลี่ย

มากกวา 18 ไมโครเมตร ผนงัชั้นนอกมีผวิเรียบมีระยะหางออกจากผนงัชั้นในอยางชัดเจนและ

สัมผัสเพียงบางสวนเปนแฉกคลายดาวมีแขนหรือรัศมีตั้งแต 4 แขนขึ้นไป ดังแสดงในรูปที่ 7 และ 8 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 8. โทรโฟซอยตของซิสตกลุมที่ 1, (a) ระยะโทรโฟซอยตมีหนามแหลมและใสยืน่ออกมา,  

    (b) ภายในโทรโฟซอยตมอีอแกเนลลและอาหารจํานวนมาก, (c) โทรโฟซอยตทีเ่พิง่ออกจากซิสต  

    ยงัคงมีลกัษณะกลม ปรากฏแวลคิวโอลขนาดใหญ 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(a) (b) (c) 



 39 

 

 
 

 
รูปที่ 9. ลักษณะของซิสตกลุมที่ 1, (a) ซิสตมีมากกวา 6 แขนขึ้นไป, (b) ซิสตมี 5 แขน, 

         (c) ซิสตมี 4 แขนเทากนั, (d) ซิสตมี 4 แขนขนาดไมเทากัน 
 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

(a) (b) 

(c) (d) 
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Acanthamoeba ที่ไดจากตัวอยางน้าํและตัวอยางเหงือกปลา ไดแก Ac_E3, Ac_E4, 

Ac_E5, Ac_E6, Ac_E7, Ac_E8, Ac_E10, Ac_E11, AC_E12, Ac_F1, Ac_F2 และ Ac_F3  

มีขนาดซิสตและโทรโฟซอยตเล็กกวาซิสตกลุมที ่1 ลักษณะรูปรางของซิสตถูกจัดอยูในกลุมที่ 2  

ผนังชัน้นอกพบทั้งผวิหนาและผิวบางมีลักษณะหยักเปนคลื่น ผนงัชั้นในมีรูปรางหลายแบบ 

ไมแนนอน มีขนาดเสนผานศนูยกลางตัง้แต 7-18 ไมโครเมตร โดยเฉลี่ยนอยกวา 18 ไมโครเมตร 

ดังแสดงในรูปที่ 10 ถึง 13  

 

 
 

รูปที่ 10. โทรโฟซอยตของซสิตกลุมที่ 2  

(a-d) โทรโฟซอยดมีขนาดเลก็กวาโทรโฟซอยตของซิสตกลุม 1  
 
 

 

 
 

(a) (b) 

(c) (d) 
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รูปที่ 11. ลักษณะซิสตของกลุมที่ 2 (a-d) ผนังซิสตชัน้ในมีรูปรางกลม 

 
 

 
 

รูปที่ 12. ลักษณะซิสตของกลุมที่ 2 (a), (b) ผนังซิสตชั้นในเปนทรงรหีรือรูปไข 

(a) (b) 

(c) (d) 

(a) (b) 
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รูปที่ 13. ลักษณะซิสตของกลุมที่ 2 (a-g) ผนังซิสตชัน้ในมีรูปรางหลายเหลีย่ม 

 

 

 

 

(a) (b) 

(c) (d) 

(f) (g) 
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ตัวอยาง Acanthamoeba จากผูปวยโรงพยาบาลจฬุาลงกรณ 
 ในชวงเวลาวนัที่ 14 ธันวาคม พ.ศ.2550 ถึง 29 พฤษภาคม พ.ศ.2552 มีตัวอยางสง

ตรวจหาการตดิเชื้อ Acanthamoeba ที่กระจกตาจากโรงพยาบาลจุฬาลงกรณจาํนวน 14 ราย โดย

ใน 1 รายมีการติดเชื้อเพิ่มทีส่มอง โดยการนําชิน้สวนกระจกตา น้ําลางตา คอนแทคเลนสหรือน้าํยา

แชในตลับคอนแทคเลนสและน้ําไขสันหลังมาเพาะเลีย้งบน 1.5% non-nutrient agar รวมกับ  

heat-inactivated E. coli  ทาํการบมเชื้อไวที่อุณหภูมิหองและตรวจสอบเพลทวุนเลีย้งเชื้อดวย

กลอง Inverted microscope พบการติดเชื้อ Acanthamoeba จํานวน 4 ตัวอยางจากผูปวย 3 ราย 

ดังนี ้

ผูปวย keratitis รายที ่1 (Ac_PCN3) เปนเพศหญิง อายุ 16 ป ติดเชื้อจากการใสคอนแทค

เลนสวายน้ําในสระวายน้ําในกรุงเทพ ผูปวยรายที่ 2 (Ac_PCN4) เปนเพศชาย อายุ 35 ป กอนการ

ติดเชื้อมีอาการตอหินเปนเวลา 5 ป ทาํงานในสภาพแวดลอมที่มีฝุนจากการปรับปรุงทีพ่ักโฮมสเตย

และลงเลนน้ําคลองใน ตําบลอัมพวา จงัหวัดสมุทรสงคราม ไดรับการวนิิจฉัยในเบื้องตนวาเกิดจาก

เชื้อราและรักษาดวยยาหยอดตาที่เปนสเตอรอยดแตอาการไมดีขึ้น ผูปวยรายที ่3 (Ac_PCN12 

และ Ac_PCS12) เปนเพศหญิง อายุ 31 ป มีภูมิลําเนาในจังหวัดสพุรรณบุรี พบการติดเชื้อที่กระจก

ตาจากการใสคอนแทคเลนสมาเปนเวลา 4-5 ปและติดเชื้อที่สมองโดยไมมีประวัติเกีย่วของในการ

วายน้ํา  

 เมื่อพิจารณาลักษณะซิสตของ Acanthamoeba ที่แยกไดจากผูปวย keratitis 3 รายซึ่งมี

การติดเชื้อทางสมองดวย 1 ราย พบวามีลกัษณะของซิสตในกลุมที ่2 และ 3 โดยขนาดของซิสตจาก

ผูปวย Ac_PCN4 มีความแตกตางกันอยางชัดเจน สวนลกัษณะซิสตทีพ่บในผูปวย Ac_PCS12 นั้น

มีความหลากหลายของลักษณะซิสตสูง ดังแสดงในรูปที่ 14 และ 15 ตามลําดับ 
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รูปที่ 14. ลักษณะซิสตจากตวัอยางผูปวยตดิเชื้อที่กระจกตา (Ac_PCN4) 

  
 
 

 
 

รูปที่ 15. (a), (b) ลักษณะซิสตจากตัวอยางผูปวยติดเชื้อทางสมอง (Ac_PCS12) 
 
 
 
 
 

(a) (b) 
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ผลการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยีน 18S rRNA โดยอาศัยปฏิกิรยิาลกูโซโพลเีมอรเรส 
(PCR)  
 จากการเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอของยีน 18S rRNA ดวยปฏกิิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส (PCR) 

โดยใชไพรเมอร ACAN 18S F0 และ ACAN 18S R0 ซึ่งครอบคลุมยีน 18S rRNA เมือ่ตรวจสอบ

การวิเคราะหผล PCR ดวยวิธี agarose gel electrophoresis โดยใช agarose gel ความเขมขน

รอยละ 1 เปรียบเทยีบกับดีเอ็นเอมาตรฐานบอกขนาด λHind III พบวาขนาดของดเีอ็นเอทีน่าํมา

วิเคราะหแบงไดเปน 2 กลุมคือ กลุมทีม่ีลกัษณะซิสตกลุมที่ 1 จะมีขนาดประมาณ 2,500 คูเบส 

และกลุมทีม่ีลกัษณะซิสตในกลุมที ่2 มีขนาดประมาณ 2,300 คูเบส เมื่อใชดีเอ็นเอของผูปวย 

keratitis ตัวอยางที่ Ac_PCN4 ซึ่งมีลักษณะซิสตในกลุมที่ 3 มีขนาดประมาณ 2,300 คูเบส  

เปน positive control   

  

 

 

รูปที่ 16. แสดงผลการวิเคราะหผลิตผล PCR  ดวยวธิี agarose gel electrophoresis เรียงตาม

หมายเลข 1, 2 และ 3 คือตัวอยาง Ac_E1, Ac_E2, Ac_E3 ตามลําดบั C คือ Ac_PCN4 เปน 

positive control และ M คือ ดีเอ็นเอบอกขนาด (marker) โดยใช λHind III    
 
 

   1     2 3     C     M 

2,300 bp 
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การวิเคราะหลําดับนวิคลีโอไทดของยีน 18S rRNA 

การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 18S rRNA จากตัวอยางที่ทาํการศึกษาพบวามี

ความหลากหลายของลาํดับนิวคลีโอไทดที่สามารถใชแยกชนิดของ Acanthamoeba ออกเปนชนดิ

ตาง ๆ ตามจีโนไทปที่มีอยูในปจจุบนั เนื่องจาก Acanthamoeba ที่แยกไดจากธรรมชาติและจาก

ผูปวยบางตัวอยางมีการปะปนของเชื้อมากกวา 1 สายพนัธุ จงึทําการวเิคราะหลําดับนิวคลีโอไทด

โดยการ subclone และพบรูปแบบลําดับนวิคลีโอไทดจากตัวอยางในธรรมชาติได 42 โคลนและ 7 

โคลนโดยพิจารณาลําดับนวิคลีโอไทดของ Acanthamoeba ทีน่ํามาวเิคราะหเทียบกันในระหวาง

โคลนและสายพันธุมาตรฐาน T1-T15 จาก 1Hwww.ncbi.nlm.nih.gov  

เมื่อทําการวิเคราะห phylogenetic tree ของลําดับนวิคลีโอไทดในยนี 18S rRNA ของ

Acanthamoeba ดังแสดงในรูปที่ 17 พบวาลําดับนิวคลีโอไทดจัดอยูในกลุมของ Acanthamoeba 

ดังจีโนไทป T4, T7, T8, T9, T10 และ T11 โดยมีรายละเอียดดังนี้ ตวัอยางที่มีลกัษณะทาง

พันธกุรรมใกลเคียงกับ A. astronyxis (T7) และ A. tubiashi (T8) จํานวน 2 ตัวอยาง คือ Ac_E1 

และ Ac_E9 ประกอบดวยโคลน ไดแก Ac_E1a, Ac_E1b, Ac_E1c, Ac_E9a และ Ac_E9b เมื่อ

นํามาเปรียบเทียบรวมกับลําดับนิวคลีโอไทดอางองิ ดงัหมายเลข AF019057 (T7) และ AF019058 

(T8) ไดพบบริเวณที่มีความหลากหลายทางพันธุกรรม (variable region) ทั้งหมด 10 บริเวณ เมื่อ

พิจารณาโคลนทัง้ 5 ในบริเวณที่ 2-4 และ 7-10 พบวาไมมีความแตกตางของลาํดับนิวคลีโอไทดที่

ชัดเจน สวนบริเวณที่ 6 (ตําแหนงเบสที ่1,331-1,384) จะพบความแตกตางของลาํดบัเบสแบงได

เปน 2 กลุม โดยกลุมแรกประกอบดวย Ac_E1a, Ac_E9a และ Ac_E9b กลุมที่ 2 ประกอบดวย 

Ac_E1b และ Ac_E1c เนื่องจากแขนง phylogenetic tree ของตัวอยาง  Ac_E1 และ Ac_E9 แยก

ออกจากสายพันธุ T7 และ T8 ที่คาความเชื่อมั่น 100 ดังนัน้ Acanthamoeba ตัวอยาง Ac_E1 และ 

Ac_E9 จึงมีจโีนไทปที่ตางจาก T7 และ T8 ขณะเดียวกนัเมื่อพิจารณาในสวนของ DF3 ซึ่ง

ครอบคลุม variable region ในบริเวณที่ 7 จะพบความแตกตางระหวางโคลนที่ศึกษากับ T7 และ 

T8 อยางชัดเจน ดังแสดงในรูปที่ 18 
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รูปที่ 17. แสดง phylogenetic tree ในยีน 18S rRNA ของ Acanthamoeba ที่ทาํการศึกษา 



 48 

ตัวอยาง Ac_PCN4 ที่แยกไดจากกระจกตาผูปวยมีรูปแบบของนิวคลีโอไทดใกลเคียงกับ 

A. culbertsoni (T10) เมื่อนําลาํดับนวิคลีโอไทดมาเปรียบเทียบกับ AF019067 จะพบความ

แตกตางของเบสทั้งหมด 17 ตําแหนง โดยมี deletion-insertion จํานวน 8 เบส ดังแสดงในรูปที ่19 

ในตําแหนงที่ 526(A), 731 (TTT), 761 (AA), 1657 (A), 1788 (G/A), 1,664 (C/T), 1717 (A/G), 

1745 (G/A), 2219 (T/C) เมื่อทําการวเิคราะหในบริเวณ DF3 ของ Ac_PCN4 และ T10 พบความ

แตกตางของเบสเพียงตําแหนงเดียว ดงันัน้ Ac_PCN4 จึงจัดอยูในจโีนไทป T10 ซึ่งลักษณะของ

ซิสตในกลุมที่ 3    

 ตัวอยาง Ac_E2 มีรูปแบบของลําดับเบสตางกนั 3 โคลน คือ Ac_E2a, Ac_E2b และ 

Ac_E2c เมื่อวเิคราะห phylogenetic tree พบวามีความใกลชิดกับ A. comandoni (T9) ในลําดบั

นิวคลีโอไทดอางอิง AF019057 โดยตําแหนงที่ 1-1269 เปนบริเวณที่มคีวามแตกตางของลําดับ

คอนขางสงูเมือ่เทียบกบัจีโนไทป T9 แตไมพบความแตกตางกนัระหวางทัง้ 3 โคลน นอกจากนีย้ัง

พบความหลากหลายทีเ่กิดจาก deletion-insertion จํานวน 3 เบส คือ TGC ในโคลน Ac_E2a ใน

ตําแหนงที ่187 และตําแหนงที ่1270-2569 เปนบริเวณที่เหมือนกันสงู เมื่อพิจารณาในบริเวณ DF3 

จะพบความแตกตางของเบสตางจาก A. comandoni (T9) เพียง 3 ตําแหนง ดงัแสดงในรูปที ่20 

จึงจัดไดวาไมมีความแตกตางกนัของสายพันธุ  

 ตัวอยาง Ac_E13 มีลําดับนวิคลีโอไทดที่ใกลเคียงกับ A. hatchetti (T11) จากการ

เปรียบเทยีบพบวามีเบสที่เปลี่ยนไปในบางตําแหนง โดยมีอัตราความเหมือนกันกับจโีนไทป T11  

คิดเปนรอยละ 96.5 สวนบริเวณ DF3 พบวามีความหลากหลายมากกวาบริเวณอืน่ ดังแสดงในรูปที่ 

21 

จากแขนงบนสุดของ phylogenetic tree พบ 39 โคลน ที่มีความใกลเคียงกับจีโนไทป T4 

ดวยคาความเชื่อมั่นที่ตางกนั Acanthamoeba ที่พบในกลุมนี้จงึมีความหลากหลายสูง สามารถ

แบงเปนกลุมยอยไดถึง 13 กลุม จากการวิเคราะหความหลากหลายทางพนัธุกรรมของกลุมยอยนี้ 

เปรียบเทยีบกบัลําดับเบสอางอิง U07416 จะพบบริเวณที่เปน variable region ทัง้หมด 4 บริเวณ 

บริเวณแรกอยูในชวงลําดับเบสตําแหนงที ่266 -300 บริเวณที่ 2 อยูในตําแหนงที ่792-813 บริเวณ

ที่ 3 อยูในตําแหนงเบสที ่1306-1361 ซึ่งตรงกับบริเวณ DF3 และบริเวณที่ 4 ตรงกับตําแหนงเบสที ่

1935-1972 ดังแสดงในรูปที ่22 จากตวัอยางทั้ง 39 โคลนนี้จัดอยูในกลุมที่มีความสามารถในการ

กอโรคไดและมีความหลากหลายของลําดบันิวคลีโอไทดมากในบริเวณ DF3 ดังแสดงในรูปที่ 23

การศึกษาความแตกตางของลําดับเบสในสวนนี้จึงมีความสําคัญ  เมื่อพิจารณาในสวนดังกลาวนี้

สามารถแบงกลุมตามความคลายคลึงของลําดับเบสได 5 กลุม คือ  
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กลุมที ่1 ไดแก Ac_F2, Ac_PCS12, Ac_PCN12a, Ac_PCN12b, Ac_PCN12c 

และ Ac_PCN12d  

กลุมที ่2 ไดแก Ac_E5a, Ac_E5b, Ac_F1b, Ac_F1c, Ac_F1d และ Ac_E4c 

  กลุมที ่3 ไดแก Ac_E4c และ Ac_F1e 

   กลุมที ่4 ไดแก Ac_E6a, Ac_E6d, Ac_E8b, Ac_E8c, Ac_E6e, Ac_E11, 

Ac_E6c, Ac_E8a, Ac_F3 และ Ac_E6b  

  กลุมที ่5 ไดแก Ac_E12a, Ac_E12d, Ac_PCN3, Ac_E12c, Ac_E4b, 

Ac_E12b, Ac_E12d, Ac_E3, Ac_E4a, Ac_E4e, Ac_E7a, Ac_E7b, Ac_E10a, Ac_E10b และ 

Ac_E10c 

 อยางไรก็ตามเมื่อทําวิเคราะห phylogenetic tree ของลําดับนิวคลีโอไทดเฉพาะในสวน

ของบริเวณ DF3 จะพบวาตวัอยางโคลนทีม่ีลักษณะเทียบเคียงกับจโีนไทป T4 นั้นไดแยกกลุมออก

จากสายพนัธุมาตรฐานดวยคาความเชื่อมัน่ที ่80 และแบงออกเปน 6 กลุมจากเดิม 13 กลุม ดัง

แสดงในรูปที่ 24 
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 รูปที่ 18. แสดงการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของ SSU rRNA gene ในกลุม T7 และ T8 ของเชื้อ Acanthamoeba ที่ไดจากธรรมชาติ จุดหมายถึงเบสที่เหมือนกันในแตละตําแหนง ขีดหมายถึงการขาด

หายไปของเบส อักษรยอ Ac = Acanthamoeba 
 

[  ] แสดงบริเวณของลําดับนิวคลีโอไทดที่มีความหลากหลาย 

ปป แสดงบริเวณของ DF3, ขีดเสนใตแสดงตําแหนงลําดับเบสที่มีความแตกตางออกเปน 2 กลุมจากสายพันธุมาตราฐาน 
                           
#A.astronyxis_T7_AF019064 TCATATGCTT GTCTCAAAGA TTAAGCCATG CATGTCTAAG TATAAACTGA TATTT---AT ACGGTGAGAC TGCGGATGGC TCATTAAATC AGTTATAGTT TATTTGATGG TCCTTTTTTT TTTTT--ACT ACTTGGATAA CCGTGGTAAT 
#A.tubiashi_T8_AF019065   .......... .......... .......... .......... .......... AT...---.. .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....T-... .....A.... .......... 
#Ac_E1a                   .......... .......... .......... .......... .........C .T...TTT.. .......... .......... .......... .......... .......... .........C .....TT... .......... .......... 
#Ac_E9a                   .......... .......... .......... .......... .........C .T...TT-.. .......... .......... .......... .......... .......... .........C .....TT... .......... .......... 
#Ac_E9b                   .......... .......... .......... .......... .........C .T...TT-.. .......... .......... .......... .......... .......... .........C .....TT... .......... .......... 
#Ac_E1b                   .......... .......... .......... .......... .........C .T...TT-.. .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....--... .......... .......... 
#Ac_E1c                   .......... .......... .......... .......... .........C .T...TT-.. .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....TT... .......... .......... 
 
#A.astronyxis_T7_AF019064 TCTAGAGCTA ATACATGCGT AAGGTCCTGA CCTGCCGCC- ---------- --GTGTGGGT GTTCA----- ---CGCACTT -GGCGCGGTT TTGGTGGAAA GGGATGTATT TATTAGGTAA AAAAACCGGC GCGGCACTTC TCTCTCGGGA 
#A.tubiashi_T8_AF019065   .......... .......... .......... T.......T- ---------- --......-. .....----- ---......- --..A..... .G........ .......... .......... .......... ......TC.. .........G 
#Ac_E1a                   .......... .......... .......... T...GTC..T GGTTTCTTTG GA....A.-. ...T.AAACG CATT...T.. C..G..CAGG .G........ .......... .......... .......... ......TC.T C..TCGC..G 
#Ac_E9a                   .......... .......... .......... T...GTC..T GGTTTCTTTG GA....A.-. ...T.AAACG CATT...T.. C..G..CAGG .G........ .......... .......... .......... ......TC.T C..TCGC..G 
#Ac_E9b                   .......... .......... .......C.. T...GTC..T GGTTTCTTTG GA....A.-C ...T.AAACG CATT...T.. C..G..CAGG .G........ .......... .......... .......... ......TC.T C..TCGC..G 
#Ac_E1b                   .......... .......... .......... T...GTC..T GGTTTCTTTG GA......-. ...T.---CG CATT...T.. CA.G..CAGG .G........ .......... .......... .......... ......TC.T C..TCGC..G 
#Ac_E1c                   .......... .......... .......... T...GTC..T GGTTTCTTTG GA......-. ...T.---CG CATT...T.. CA.G..CAGG .G........ .......... .......... .......... ......TC.T C..TCGC..G 
 
#A.astronyxis_T7_AF019064 GGGGTGTCTA CAAATGCAGT TTTTCTCTTC TTTCTTGGGG GGGGAGAGCT GATCTCTGGT GATTCATAGT AACTCTTTCG GATCGCAATT TAC-ACAGCC GCCTCGTCGC AAGGCGGGGC GGCGGCGACG ATTCATTCAA ATTTCTGCCC 
#A.tubiashi_T8_AF019065   .A........ .......... .GCAAGG..T .CA.C----- .CCTGTG... .......... .......... .......... ........A. .G----.... ....T..... .....A.... .......... .......... .......... 
#Ac_E1a                   A......... ......TGCG AGAGGG...G CCCTC.T--- --------GC AT........ .......... .......... .........A C.AT....T. .......... .......... ...A...... .......... .......... 
#Ac_E9a                   A......... ......TGCG AGAGGG...G CCCTC.T--- --------GC AT........ .......... .......... .........A C.AT....T. .......... .......... ...A...... .......... .......... 
#Ac_E9b                   A......... ......TGCG AGAGGG...G CCCTC.T--- --------GC AT........ .......... .......... .........A C.AT....T. .......... .......... ...A...... .......... .......... 
#Ac_E1b                   A......... ......TGCG AGAGGG...G CCCTC.T--- --------GC AT........ .......... .......... .........A C.AT....T. .......... .........T ...A...... .......... .......... 
#Ac_E1c                   A......... ......TGCG AGAGGG...G CCCTC.T--- --------GC AT........ .......... .......... .........A C.AT....T. .......... .........T ...A...... .......... .......... 
 
#A.astronyxis_T7_AF019064 TATCAACTTT CGATGGTAGG ATAGAGGCCT ACCATGGTCG TAACGGGTAA CGGAGAATTA GGGTTCGATT CCGGAGAGGG AGCCTGAGAA ATGGCTACCA CTTCTAAGGA AGGCAGCAGG CGCGCAAATT ACCCAATCCC GACACGGGGA 
#A.tubiashi_T8_AF019065   .......... .......... .......... .......... ...T...... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_E1a                   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_E9a                   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_E9b                   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_E1b                   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_E1c                   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
 
#A.astronyxis_T7_AF019064 GGTAGTGACA ATAAATAACA ATACAGGTCT CGACAAGAGT CTTGTAATTG GAATGAGTAC AATTTAAACC CCTTAACGAG TAACAATTGG AGGGCAAGTC TG-GTGCCAG CAGCCGCGGT AATTCCAGCT CCAATAGCGT ATATTAAAGT 
#A.tubiashi_T8_AF019065   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..C......- .......... .......... .......... .......... 
#Ac_E1a                   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..-....... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_E9a                   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..-....... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_E9b                   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..-....... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_E1b                   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..-....... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_E1c                   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..-....... .......... .......... .......... .......... 
 
#A.astronyxis_T7_AF019064 TGTTGCAGTT AAAAAGCTCG TAGTTGGATT TAGGGGCGAC ACCGTCTTTC GTGTGCTGCA CGTCCGCCAC CCGGTCTCTC TCTTTTTTCC CTCAGGCGGC GGCGGGGTCA TACCCGTTTT TTCCTGGGGG GGGGGGGGGA GTCGTGTGGC 
#A.tubiashi_T8_AF019065   .......... .......... .......... .......... .......... ......---- -..G.AATGT ...C.T---- ---------- .......--- ---------- ---------. ...------. ..TCT..... ..T.G.CA.T 
#Ac_E1a                   .......... .......... .......... .......... .......... ......---- -..G---TGT .T.C.TGT-- ---------- .C.T..TT.. ---------- --------CC ...T------ ....T..TC. .--.G.C... 
#Ac_E9a                   .......... .......... .......... .......... .......... ......---- -..G---TGT .T.C.TGT-- ---------- .C.T..TT.. ---------- --------CC ...T------ ....T..TC. .--.G.C... 
#Ac_E9b                   .......... .......... .......... .......... .......... ......---- -..G---TGT .T.C.TGT-- ---------- .C.T..TT.. ---------- --------CC ...T------ ....T..TC. .--.G.C... 
#Ac_E1b                   .......... .......... .......... .......... .......... ......---- -..G---TGT .T.C.TGT-- ---------- .C.T..TT.. ---------- --------CC ...T------ ....T..TC. .--.G.C... 
#Ac_E1c                   .......... .......... .......... .......... .......... ......---- -..G---TGT .T.C.TGT-- ---------- .C.T..TT.. ---------- --------CC ...T------ ....T..TC. .--.G.C... 
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#A.astronyxis_T7_AF019064 GCGTGCGCAT GCGAGGGTGC GTGCTTTCAG TGTGTGGGGC -GACCTGCAC ATGGCACGAG GAGGGCTCGG TCCGCTT--A CCTGCCGTTG CGCCACCGAA AGGTGGGTCG TGGCGGTGTG GGGGCGTGCA CTGGCCCGCC CGCTCCCTCC 
#A.tubiashi_T8_AF019065   --.....T.. .......... .......... .......... C......... .......... .......... ......---. ..C....... .AT-.T.... .....---T. .......TG. .......... .......... .......... 
#Ac_E1a                   ..A....... .......... .......... ....CA.... -A..T..... .......... .......... .......TGC ...A.T..C. T.TGCT.A.. CA------.. C......AC. .T........ .......... .......... 
#Ac_E9a                   ..A....... .......... .......... ....CA.... -A..T..... .......... .......... .......TGC ...A.T..C. T.TGCT.A.. CA------.. C......AC. .T........ .......... .......... 
#Ac_E9b                   ..A....... .......... .......... ....CA.... -A..T..... .......... .......... .......TGC ...A.T..C. T.TGCT.A.. CA------.. C......AC. AT........ .......... .......... 
#Ac_E1b                   ..A....T.. .......... .......... ....CA.... -A..T..... .......... .......... .......TGC ...A.T..C. T.TGCT.A.. CA------.. C......AC. .T........ .......... .......... 
#Ac_E1c                   ..A....T.. .......... .......... ....CA.... -A..T..... .......... .......... .......TGC ...A.T..C. T.TGCT.A.. CA------.. C......AC. .T........ .......... .......... 
 
#A.astronyxis_T7_AF019064 TTCTGGATTT CCGTCCTCAG C--CGGCTAT TAACTTAGCT CTGGGGGCGC CTCGGGTGTG CTGTT-GCCC TTAGCCGGGC AGTGGTTTTG GCACTCAGGG CACTTGTG-- CTTTTGC-GG CACAGGTGTT GAGGCCCAGA TCGTTTACCG 
#A.tubiashi_T8_AF019065   .......... ......C... TTT....... .......... .......... .......... .....-.... .........T ..C....--- .......... ..TC....-- ...C-..-.. T......... .......... .......... 
#Ac_E1a                   .......... ......C..A TT-G...... .......... .......... .......... .....CA... .........T G.C....--- .......... ..TC....TC ....AA.C.. GG........ ...A...... .......... 
#Ac_E9a                   .......... ......C..A TT-G...... .......... .......... .......... .....CA... .........T G.C....--- .......... ..TC....TC ....AA.C.. GG........ ...A...... .......... 
#Ac_E9b                   .......... ......C..A TT-G...... .......... .......... .......... .....CA... .........T G.C....--- .......... ..TC....TC ....AA.C.. GG........ ...A...... .......... 
#Ac_E1b                   .......... .....TC..A TT-G...... .......... .......... .......... .....C.... .........T G.C....--- .......... .......--C ....AA.C.. GG........ ...A...... .......... 
#Ac_E1c                   .......... .....TC..A TT-G...... .......... .......... .......... .....C.... .........T G.C....--- .......... .......--C ....AA.C.. GG........ ...A...... .......... 
 
#A.astronyxis_T7_AF019064 TGAAAAAATT AGAGTGTTCA AAGCAGGCAG ATATTTTATT ACTGCCACCG AATACATTAG CATGGGATAA TGGAATAGGA CCCTGTCCTT CATGTTTCGC GTTGGTTGTG CACCAAAAGG ACAAGAATGG TTGTGTGTGC GCGTGCAAAC 
#A.tubiashi_T8_AF019065   .......... .......... .......... ..T...C.A. .......... .......... .......... .......... .....-.... .......... .......... ..TT------ ---------- ..TCTA.C.. .T..TTCGG. 
#Ac_E1a                   .......... .......... .......... .......--. .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... TGTT.----- --------A- ------.C.. .T.C....G. 
#Ac_E9a                   .......... .......... .......... .......--. .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... TGTT.----- --------A- ------.C.. .T.C....G. 
#Ac_E9b                   .......... .......... .......... .......--. .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... TGTT.----- --------A- ------.C.. .T.C....G. 
#Ac_E1b                   .......... .......... .......... .......--. .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... TGT..----- --------A- ------.... .T.C....G. 
#Ac_E1c                   .......... .......... .......... .......--. .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... TGT..----- --------A- ------.... .T.C....G. 
 
#A.astronyxis_T7_AF019064 GCGTACCATA GCTATTTTTT GTTTTTTTTT GGTGCATGGT TTCGTCTAAA GGAGGACCAG GGTAATGATT AATAGGGATA GTTGGGGGCA TTAATATTTA ATTGTCAGAG GTGAAATTCT TGGATTTATG AAAGATTAAC TTCTGCGAAA 
#A.tubiashi_T8_AF019065   A..CGGTTGG .--------- ---------G .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_E1a                   A...GG.TG- ---------- ---------G --C....... .......G.. .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_E9a                   A...GG.TG- ---------- ---------G --CA...... .......G.. .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_E9b                   A...GG.TG- ---------- ---------G --CA...... .......G.. .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_E1b                   ....GG.TG- ---------- ---------G --CA...... .......G.. ..G....... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_E1c                   ....GG.TG- ---------- ---------G --CA...... .......G.. .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
 
#A.astronyxis_T7_AF019064 GCATCTGCCA AGGATGTTTT CATTAATCAA GAACGAAAGT TAGGGGATCG AAGACGATTA GATACCGTCG TAGTCTTAAC CATAAACCAT GCCGACCAGC GATTGGGAGA CGTTTCACAC GGAGGTGGCC TCGGGGGGCA TTTTTGCTGT 
#A.tubiashi_T8_AF019065   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .........- .....C.C.G .GCCC----- 
#Ac_E1a                   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ...C...... .......... .......... .......... .......... ...A....TG C.....A.GG .GCC.--C.C 
#Ac_E9a                   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ...A....TG C.....A.GG .GCC.--C.C 
#Ac_E9b                   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ...A....TG C.....A.GG .GCC.--C.C 
#Ac_E1b                   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ...A....TG C.A...A.GG .GCC.--C.C 
#Ac_E1c                   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ...A....TG C.A...A.GG .GCC.--C.C 
 
#A.astronyxis_T7_AF019064 TCCGTCGCGC AAGCGGCGG- --GCGCAATG TGTCCCTTTT TGGGGCTGCT TCC-ACTAAA -GGATGACTC CCCC--AGCA GCTTGTGA-G AAATCATCAA GTCTTTGGGT TCCGGGGGGA GTATGGTCGC AAGGCTGAAA CTTAAAGGAA 
#A.tubiashi_T8_AF019065   -.T....... .......A.- --....G.C. C------... .T........ ...-.G.... -......... ....--.... ........-. .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_E1a                   .TT.C.C..T ..AAAAG..G CT.A....-. C.C.-TC.C. .T........ ...C...... A......... ....CA.C.. ........A. .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_E9a                   .TT.C.C..T ..AAAAG..- CT.A....-. C.C.-TC.C. .T........ ...-...... -......... ....--.... ........-. .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_E9b                   .TT.C.C..T ..AAAAG..- CT.A....-. C.C.-TC.C. .T........ ...-...... -......... ....--.... ........-. .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_E1b                   .TT.C.C..T ..AAAAG..- CC.A....-. CAC..TC.C. .T........ ...-...... -......... ....--.... ........-. .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_E1c                   .TT.C.C..T ..AAAAG..- CC.A....-. CAC..TC.C. .T........ ...-...... -......... ....--.... ........-. .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
 
#A.astronyxis_T7_AF019064 TTGACGGAAG GGCACCACCA GGAGTGGAGC CTGCGGCTTA ATTTGACTCA ACACGGGGAA ACTTACCAGG TCCGGACATA GTAAGGATTG ACAGATTGAT AGCTCTTTCT TGATTCTATG GGTGGTGGTG CATGGCCGTT CTTAGTTGGT 
#A.tubiashi_T8_AF019065   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_E1a                   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_E9a                   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_E9b                   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_E1b                   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_E1c                   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
 
 

51 



#A.astronyxis_T7_AF019064 GGAGTGATTT GTCTGGTTAA TTCCGTTAAC GAACGAGACC TTAACCTGCT AAATAGCCGC GCTCATCCTT GGCCATCCAA AGCCCGCATG TGTCTTTTTA AACGGCCTGC GCGTGGTTCT TTGTCCCTGT TTGCCCAGCA ATGGCGCGCA 
#A.tubiashi_T8_AF019065   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ......TG.. .........- -......... .........C A.-------. ....------ ---AT..... 
#Ac_E1a                   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....C..-- -......... ........G. GG.C.TG.-. ...T------ --...A.... 
#Ac_E9a                   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....C..-- -......... ........G. GG.C.TG.-. ...T------ --...A.... 
#Ac_E9b                   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....C..-- -......... ........G. GG.C.TG.-. ...T------ --...A.... 
#Ac_E1b                   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....C..-- -......... ........G- --.C.TG.-. ...T------ --.-.A.... 
#Ac_E1c                   .......... ..T....... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....C..-- -......... ........G. GG.C.TG.-. ...T------ --...A.... 
 
#A.astronyxis_T7_AF019064 AGCAAAATTG TTTGGCGGGA GGGCAGGGCC CATGGCGCGC GTGCATGTGC GGGTGGTCGG ATGGGCGTTC TGCGCTTCTT AGAGGGACTG TCTGCGCTTA GCAGACGGAA GTTTGAGGCA ATAACAGGTC TGTGATGCCC TTAGATGTTC 
#A.tubiashi_T8_AF019065   ....------ ..A..T...G ---------. .......... .....CA... .......... ........-. .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_E1a                   ..TG------ --.T..A..C A.C...---. .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_E9a                   ..TG------ --.T..A..C A.C...---. .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_E9b                   ..TG------ --.T..A..C A.C...---. .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_E1b                   ..TG------ --.-..A..C A.C...---. .......... .....C.... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_E1c                   ..TG------ --.T..A..C A.C...---. .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
 
#A.astronyxis_T7_AF019064 TGGGCCGCAC GCGCGCTACA CTGATTAATT CAACGAGTTC CACTGCGCTT GTCGTTTTTT GGGTGGG?CG TC---GTGCT TCGGTCGCAA GGCTGA-GGT GCGGCGTC-T GCCTGGG--- --CGGCGGCG CTCGTCCCTG GGCCGATAGG 
#A.tubiashi_T8_AF019065   .......... .......... .......... .......... .......... ----.G.CG. .......G.. ..---..... CT........ .....GT... ........G. .....----- --........ .......... .......... 
#Ac_E1a                   .......... .......... .......... .......... .......... ......C.C. CTT.TCTC.A .TTGG.G.GC .T........ .....GGTT. C.T.T..GGG .AGC...GAG G-........ .......... .......... 
#Ac_E9a                   .......... .......... .......... .......... .......... ......C.C. CTT.TCTC.A .TTGG.G.GC .T........ .....GGTT. C.T.T..GGG .AGC...GAG G-........ .......... .......... 
#Ac_E9b                   .......... .......... .......... .......... .......... ......C.C. CTT.TCTC.A .TTGG.G.GC .T........ .....GGTT. C.T.T..GGG .AGC...GAG G-........ .......... .......... 
#Ac_E1b                   .......... .......... .......... .......... .......... ......C.C. CTT.TCTC.A CT--G.G.GC .T........ .....GGTT. CTT.T..GGG .AGC...GGG GG........ .......... .......... 
#Ac_E1c                   .......... .......... .......... .......... .......... ......C.C. CTT.TCTC.A .TTGG.G.GC .T........ .....GGTT. C.T.T..GGG .AGC...GAG G-........ .......... .......... 
 
#A.astronyxis_T7_AF019064 TCTGGGTAAT CTTTGTGAAA TTTAATCGTG CTGGGGATAG ATCATTGTAA TTATTGATCT TCAACGAGGA ATTCCTAGTA AGCGCGAGTC ATCAGCTCGC GTTGATTACG TCCCTGCCCT TTGTACACAC CGCCCGTCGC TCCTACCGAT 
#A.tubiashi_T8_AF019065   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_E1a                   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_E9a                   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_E9b                   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_E1b                   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_E1c                   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
 
#A.astronyxis_T7_AF019064 TGAATGGTCC GGTGAAATCC CCGGAGCC?T GGCCTCTCTG TCACCCAGGG GTCTTTCCCC TTTTGGCTTC CCTTTACGGG GGGGCCATTT GGGAGCATGG GGGTTTTCTG TTGAGAGGCC TCT-ATCAGG CGAAGCCGAT TGAACCTTAC 
#A.tubiashi_T8_AF019065   .......... .......... ........T- .......... .......... ---CC..... AC.CT..C.T .TC.C..... ....G..--- .....--... ..----C... .......... ...-G....- .......... .......... 
#Ac_E1a                   .......... .......... ........T- .......... .......... -C.C.C...T C........G T...C..C.. CA.....--- ...G.AGG.. ..---C.... .....G.... .T.T...... .......... .......... 
#Ac_E9a                   .......... .......... ........T- .......... .......... -C.C.C...T C........G T...C..C.. CA.....--- ...G.AGG.. ..---C.... .....G.... .T.T...... .......... .......... 
#Ac_E9b                   .......... .......... ........T- .......... .......... -C.C.C...T C........G T...C..C.. CA.....--- ...G.AGG.. ..---C.... .....G.... .T.T...... .......... .......... 
#Ac_E1b                   .......... .......... ........T- .......... .......... -C.C.C..T. ..---..C.G T...C..C.. CA...----- -A.G.G.G.. ..---C.... .....G.... .T.T...... .......... .......... 
#Ac_E1c                   .......... .......... ........T- .......... .......... -C.C.C...T C........G T...C..C.. CA.....--- ...G.AGG.. ..---C.... .....G.... .T.T...... .......... .......... 
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รูปที่ 19. แสดงการเปรียบเทียบลําดบันิวคลีโอไทดของ SSU rRNA gene ในกลุม T10 ของเชื้อ Acanthamoeba ที่ไดจากผูปวย จุดหมายถึงเบสที่เหมือนกันในแตละตําแหนง ขีดหมายถึงการขาดหายไปของ

เบส อักษรยอ Ac = Acanthamoeba 
 

ปป แสดงบริเวณของ DF3 

 
#A.culbertsoni_T10_AF019067 TCATATGCTT GTCTCAAAGA TTAAGCCATG CATGTCTAAG TATAAGCTTG TTTATACGGC GAGACTGCGG ATGGCTCATT AAATCAGTTA TAGTTTATTT GATGGTCTCT TTACTCTTTG TCAGAGTTAC CCTACTTGGA TAACCGTGGT 
#Ac_PCN4                    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
 
#A.culbertsoni_T10_AF019067 AATTCTAGAG CTAATACATG CGCAAGGTCC CGAGCGCGGG GCAAAGGAGT GTAAAAAGCT TCTTTGTCTG TCATTCAGTG CAGAGGGATG TATTTATTAG GTTAAAAACC AGCACACTTT ATCAAACTGG TGATTCATAA TAACTCTTTC 
#Ac_PCN4                    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
 
#A.culbertsoni_T10_AF019067 GGATCGCATA TTAAATATCC TCCTTGTGAG GATGGCGACG ATTCATTCAA ATTTCTGCCC TATCAACTTT CGATGGTAGG ATAGAGGCCT ACCATGGTCG TAACGGGTAA CGGAGAATTA GGGTTCGATT CCGGAGAGGG AGCCTGAGAA 
#Ac_PCN4                    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
 
#A.culbertsoni_T10_AF019067 ATGGCTACCA CTTCTAAGGA AGGCAGCAGG CGCGCAAATT ACCCAATCCC GACACGGGGA GGTAGTGACA ATAAAATAAC AATACAGGCG CTCGACAAGA GTCTTGTAAT TGGAATGAGT ACAATTTAAA CCCCTTAACG AGTAACAATT 
#Ac_PCN4                    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....-.... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
 
#A.culbertsoni_T10_AF019067 GGAGGGCAAG TCTGGTGCCA GCAGCCGCGG TAATTCCAGC TCCAATAGCG TATATTAAAG TTGTTGCAGT TAAAAAGCTC GTAGTTGGAT TTAGGGATGC GCAATTCATT TTTTAATGAC GNNTCTYNNT TTTTGTCTTT ATGTCAAAGT 
#Ac_PCN4                    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .........A .CA...TTT. ---...T... .......... 
 
#A.culbertsoni_T10_AF019067 AAAGGCAAAA AATGAGATGT TGTGGGCTCG GTCCACTGGA GGACCAGTGT GTCGCCGGCC CACCCATCCC CTCCTTCTGG ATTCCCATTC CTGCTATTGA GTTAGTGGGG ATGTCACAGG GAATTGATAG TCATCGCAAG GTGATTATGA 
#Ac_PCN4                    .......... --........ .......... .......... .......... .......... T......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
 
#A.culbertsoni_T10_AF019067 ATTCCTGGGG CCCAGATCGT TTACCGTGAA AAAATTAGAG TGTTCAAAGC AGGCAGATTT AACCATTCTG CCACCGAATA CATTAGCATG GGATAATGAA ATAGGACCCT GTCCTCCTAT TTACGTGTTG GTTTTTGAGG ACCAGGGTAA 
#Ac_PCN4                    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
 
#A.culbertsoni_T10_AF019067 TGATTAATAG GGATAGTTGG GGGCATTAAT ATTTAATTGT CAGAGGTGAA ATTCTTGGAT TTATGAAAGA TTAACTTCTG CGAAAGCATC TGCCAAGGAT GTTTTCATTA ATCAAGAACG AAAGTTAGGG GATCGAAGAC GATCAGATAC 
#Ac_PCN4                    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
 
#A.culbertsoni_T10_AF019067 CGTCGTAGTC TTAACCATAA ACGATGCCGA CCAGCGATTA GGAGACGTTG AATACAAAAC ACCATCCATT TAGCAYGGTC GTTTTCAAAT ATTCCTTTTT GCGAAGGTTG TTTGGGAACG ATTCGTCCTG ATGGATCTGG TGAATGACTC 
#Ac_PCN4                    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....T.... .....T.... .......... .......... .......... .......... .......... ...A...... .......... 
 
#A.culbertsoni_T10_AF019067 CCCTAGCAGC TTGTGAGAAA TCATAAGTCT TTGGGTTCCG GGGGGAGTAT GGTCGCAAGG CTGAAACTTA AAGGAATTGA CGGAAGGGCA CCACCAGGAG TGGAGCCTGC GGCTTAATTT GACTCAACAC GGGGAAACTT ACCAGGTCCG 
#Ac_PCN4                    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
 
#A.culbertsoni_T10_AF019067 GACATAGTAA GGATTGACAG ATTGATAGCT CTTTCTTGAT TCTATGGGTG GTGGTGCATG GCCGTTCTTA GTTGGTGGAG TGATTTGTCT GGTTAATTCC GTTAACGAAC GAGACCTTAA CCTGCTAAAT ATGCCGCGCT AACCCGTCCA 
#Ac_PCN4                    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
 
#A.culbertsoni_T10_AF019067 TCAAAA-CCC ATACGTGGCC TTTGAGATCC GCTGCATTAG TGATGAGGCG CGTTCGCGCG CGCTTTATCA TTAGTGCCGG CTGGGTCCAG GTGCGTATGG GCGGTAGGGT TCGGCGTTTG TGCTTCTTAG AGGGACT-CT GGCGCCTAGT 
#Ac_PCN4                    ......A... ...T...... .......... .......... .......... .......... ......G... .......... .......... ....A..... .......... .......... .......... .......G.. .......... 
 
#A.culbertsoni_T10_AF019067 CAGCGGAAGT TTGAGGCAAT AACAGGTCTG TGATGCCCTT AGATGTTCTG GGCCGCACGC GCGCTACACT GATTAATTCA ACGAGTCCGC TTCAATCGAG GCGTAGATTA GTTTTGGTTT GGTAACACAA ACAAGACTAT TTCTGCTGTC 
#Ac_PCN4                    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
 
#A.culbertsoni_T10_AF019067 CTTGATCGCG CCTGGGCCGA TAGGTCTGGG TAATCTTTGC AAATTTAATC GTGCTGGGGA TAGATCATTG TAATTATTGA TCTTCAACGA GGAATTCCTA GTAAGCGCGA GTCATCAGCT CGCGTTGATT ACGTCCCTGC CCTTTGTACA 
#Ac_PCN4                    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
 
#A.culbertsoni_T10_AF019067 CACCGCCCGT CGCTCCTACC GATTGAATGG TCCGGTGAAA TCCTCGGAGC CGTGGCCTCT AYGCAATCCG GGCAACCGGG TTGTGAGGTC GTGGGTGGCT TGAGAGTGGC AACACTCTTA GGTGCCCCTG CGCGGTAAAG TCGATTGAAC 
#Ac_PCN4                    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .C........ .......... .......... .......... .......... ........C. .......... .......... .......... 
 
#A.culbertsoni_T10_AF019067 CTTACCATTT AGAGGAAGGA GAAG 
#Ac_PCN4                    .......... .......... ....
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รูปที่ 20. แสดงการเปรียบเทียบลําดบันิวคลีโอไทดของ SSU rRNA gene ในกลุม T9 ของเชื้อ Acanthamoeba ที่ไดจากธรรมชาติ จุดหมายถึงเบสที่เหมือนกันในแตละตําแหนง ขีดหมายถึงการขาดหายไปของ

เบส อักษรยอ Ac = Acanthamoeba 
 

ปป แสดงบริเวณของ DF3 

 
#A.comandoni_T9_AF019066 TCATATGCTT GTCTCAAAGA TTAAGCCATG TATGTCTAAG TATAAACTGA ATTTATACGG TGAGACTGTG GATGGCTCAT TAAATCAGTT ATAGTTTATT TGATGGTCCT TTTTTTTCTT TTTTACTACT TGGATAACTG TGGTAATTCT 
#Ac_E2a                  .......... .......... .......... C......... .......... .......... ........C. .......... .......... .......... .......... ......-... .......... ........C. .......... 
#Ac_E2b                  .......... .......... .......... C......... .......... G......... ........C. .......... .......... .......... .......... .......... .......... ........C. .......... 
#Ac_E2c                  .......... .......... .......... C......... .......... .......... ........C. .......... .......... .......... .......... ......-... .......... ........C. .......... 
 
#A.comandoni_T9_AF019066 AGAGCTAATA CATGTGTAAG GTCCTGATCT GCCTGG---T TTTTTGTTTC ATTGTGTACC AGTGTTTGTG CACTGGTGCA CAGGTGGGCC TTTGGTAGAA AGGGATATAT TTATTAGGTA AAAAAACCAG TGTGGCATTT CCCTTCGTGG 
#Ac_E2a                  .......... ....C..... .......... ......TGC. ....C....- -......GT. ......C.C. ......C... ....C..... .......... ......G... .......... ........G. C.C.....C. .......C.. 
#Ac_E2b                  .......... ....C..... .......... ......---. ....C..... .......GT. ......C.C. ......C... ....C..... .......... ......G... .......... ........G. C.C.....C. .......C.. 
#Ac_E2c                  .......... ....C..... .......... ......TGC. ....C....- -......GT. ......C.C. ......C... ....C..... .......... ......G... .......... ........G. C.C.....C. .......C.. 
 
#A.comandoni_T9_AF019066 GGAAGTGTCT ACAAATGTGG CCCTCTGCGG GGCCGSTCTC TGGTGATTCA TAGTAACTCT TTCGGATCGC AATTTAACAA TATAGTCGCC TCGTTGCAAG GCGGGGCGGT GGTGATGATT CATTCAAATT TCTGCCCTAT CAACTTTCGA 
#Ac_E2a                  ...G...... .......C.. ....TC.... .....A.... .......... .......... .......... ......-... ..C....... ....C..... ......T..C ..C..C.... .......... .......... .......... 
#Ac_E2b                  ...G...... .......C.. ....TC.... .....A.... .......... .......... .......... .......... ..C....... ....C..... .........C ..C..C.... .......... .......... .......... 
#Ac_E2c                  ...G...... .......C.. ....TC.... .....A.... .......... .......... .......... ......-... ..C....... ....C..... .........C ..C..C.... .......... .......... .......... 
 
#A.comandoni_T9_AF019066 TGGTAGGATA GAGGCCTACC ATGATTGTAA TGGATAATGG AGAATTAGGG TTTGATTCTG GAGATGGAGC CTGAGAAATG GCTACCACTT CTAAGGAAGG CAGCAGGTGT GCAAATTACC CAATCCCGAC ACGGGGAGGT AGTGACAATA 
#Ac_E2a                  .......... .......... ...G.C.... C..G...C.. .......... ..C.....C. ....G..... .......... .......... .......... .......C.C .......... .......... .......... .......... 
#Ac_E2b                  .......... .......... ...G.C.... C..G...C.. .......... ..C.....C. ....G..... .......... .......... .......... .......C.C .......... .......... .......... .......... 
#Ac_E2c                  .......... .......... ...G.C.... C..G...C.. .......... ..C.....C. ....GA.... .......... .......... .......... .......C.C .......... .......... .......... .......... 
 
#A.comandoni_T9_AF019066 AATAACAATA CAGGTCTTGA CAAGAGTCTT GTAATTGGAA TGAGTACAAT TTAAACCCCT TAATGAGTAA CAATTAGAGG GCAAGTCTGG TGCCAGCAGC TGCGGTAATT CCAGCTCCAA TAGTGTATAT TAAAGTTGTT GCAGTTAAAA 
#Ac_E2a                  .......... .......C.. .......... .......... .......... .......... ...C...... .....G.... .......... .......... C......... .......... ...C...... .......... .......... 
#Ac_E2b                  .......... .......C.. .......... .......... .......... .......... ...C...... .....G.... .......... .......... C......... .......... ...C...... .......... .......... 
#Ac_E2c                  .......... .......C.. .......... .......... .......... .......... ...C...... .....G.... .......... .......... C......... .......... ...C...... .......... .......... 
 
#A.comandoni_T9_AF019066 AGCTTGTAGT TGGATTTAGG GATGACACCG TCTTCTGTGT GTGCCGTGGT GGCGCTTGCT CAGGCTT--C TGCCTGGGCA GGCGTGCATG TGGTGCATGC AAGGGTGCGT GCTTTCAGTG TGCAAGGTGA CTTGCACATG GCATGAGGAG 
#Ac_E2a                  ....C..... .......... .GC....... .......... .C........ .......... .......TT. .......... ........C. C......... .......... .......... ...GG..C.. .C........ ...C...... 
#Ac_E2b                  ....C..... .......... .GC....... .......... .......... .......... .......TT. .......... .......... C......... .......... .......... ...GG..C.. .C........ ...C...... 
#Ac_E2c                  ....C..... .......... .GC....... .......... .......... .......... .......--. .......... .......... C......... .......... .......... ...GG..C.. .C........ ...C...... 
 
#A.comandoni_T9_AF019066 AGCTTGGTCC GCTACTCTAC CATTGTGCAT GCACTGAAAG GTGCATTGTG TGCAGTTGGG G-TGTGCACT GGCCTGCCTG CTCCCTCCTT CTGGATTTCT GTCCTCAGTA TTTGGCTATT AACTTAGCCC TAGGGGCACC TAGGGCAGTG 
#Ac_E2a                  G...C..... .....C.... .G...C...C ....C..... ....G...C. ...G...... .GC....... ....C...C. .......... .........C .......... .......... .......... .G.....G.. ......G... 
#Ac_E2b                  G...C..... .....C.... .G...C...C ...TC..... ....G...C. ...G...... .GC....... ....C...C. .......... .........C ........-- .......... .......... .G.....G.. ......G... 
#Ac_E2c                  G...C..... .....C.... .G...C...C ...TC..... ....G...C. ...G...... .GC....... ....C...C. .......... .........C .......... .......... .......... .G.....G.. ......G... 
 
#A.comandoni_T9_AF019066 TGTGCCTAAA CAGTGTGCAT TTTCCTGGGG CATCTGGTGC TTTGTGATGC CAGGTGTTGG AGCCCAGATT GTTTACTGTG AAAAAATTAG AGTGTTCAAA GCAGGCAGAT ATTTC--ATA CTGCCACTGA ATACATTAGC ATGGGATAAT 
#Ac_E2a                  ..C....... ...C...... .....C.... .......C.. ....C.G... .......... .........C ......C... .......... .......... .......... .....--... .......C.. .......... .......... 
#Ac_E2b                  ..C....... ...C.CA... .....C.... .......C.. ....C.G... .......... .........C ......C... .......... .......... .......... .....CA... .......C.. .......... .......... 
#Ac_E2c                  ..C....... ...C...... .....C.... .......C.. ....C.G... .......... .........C ......C... .......... .......... .......... .....--... .......C.. .......... .......... 
 
#A.comandoni_T9_AF019066 GGAATAAGAC CTTGTCCTTT ATGTTTTGTG TTGGTTGTGC CATGTGCATG CACTTCGCGG TGTGTGCATG TGGCATGGTT TTGTCTAAAG GAGGACCAGG GTAATGATTA ATAGAGATAG TTGGGGGCAT TAATATTTAA TTGTCAGAGG 
#Ac_E2a                  ......G... .C.......C ........C. .......... ..C....G.. .G........ ..C.C..GC. .......... .C.....G.. .......... .......... ....G..... .......... .......... .......... 
#Ac_E2b                  ......G... .C.......C ......C.C. .......... ..C....G.. .G........ ....C..GC. .......... .C........ .......... .......... ....G..... .......... .......... .......... 
#Ac_E2c                  ......G... .C.......C ........C. .......... ..C....G.. .G........ ..C.C..GC. .......... .C........ .......... .......... ....G..... .......... .......... .......... 
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#A.comandoni_T9_AF019066 TGAAATTCTT GGATTTATGA AAGATTAACT TCTGCGAAAG CATCTGCCAA GGATGTTTTC ATTAATCAAG AACGAAAGTT AGGGGATCGA AGACGATTAG ATACCGTCGT AGTCTTAACC ATAAACCATG CCGACCAGCG ATTGGGAGAC 
#Ac_E2a                  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_E2b                  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_E2c                  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
 
 
#A.comandoni_T9_AF019066 GTTTCACACG GGGGTGGTCC CCATGGGGAG AGTGCGTGGG GGTGGCCGCT TCATGCGGTG GCCTCCTCGC CTTTCCCTTT GGGGGGCTGC TCCCACTAAA GGATGACTCC CCCAGCAGCT TGTGAGAAAT CATCAAGTCT TTGGGTTCCG 
#Ac_E2a                  .......... ..A....... .......... .......... .......... ..G....... .......T.G .......... ....--.... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_E2b                  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_E2c                  .......... ..A....... .......... .......... .......... ..G....... .......T.G .......... ....--.... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
 
 
#A.comandoni_T9_AF019066 GGGGGAGTAT GGTCGCAAGG CTGAAACTTA AAGGAATTGA CGGAAGGGCA CCACCAGGAG TGGAGCCTGC GGCTTAATTT GACTCAACAC GGGGAAACTT ACCAGGTCCG GACATAGTAA GGATTGACAG ATTGATAGCT CTTTCTTGAT 
#Ac_E2a                  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_E2b                  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_E2c                  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
 
#A.comandoni_T9_AF019066 TCTATGGGTG GTGGTGCATG GCCGTTCTTA GTTGGTGGAG TGATTTGTCT GGTTAATTCC GTTAACGAAC GAGACCTTAA CCTGCTAAAT AGCCGCGCTC ATCCTTGGCC ATCCAAAGCC CGCGTATGTT TTTTAATACG GTCTGC-CGT 
#Ac_E2a                  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ......G... 
#Ac_E2b                  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ......G... 
#Ac_E2c                  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ....---... ......G... 
 
#A.comandoni_T9_AF019066 GGCCGCCTCT CCGCTGCGTC CAAAAGCGCA --GCGGGCGG GCGGCCATGG CGCGCGTGCA TGCGCGGGTG GTCGGATGG- CGTCTGCGCT TCTTAGAGGG ACTGTCTGCG CTTAGCAGAC GGAAGTTTGA GGCAATAACA GGTCTGTGAT 
#Ac_E2a                  ........T. .......... .......... GC........ .......... .......... .......... .........G .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_E2b                  .......... .......... .......... GC........ .......... .......... .......... .........G .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_E2c                  ........T. .......... .......... GT.....T.. -......... .......... .......... .........G .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
 
#A.comandoni_T9_AF019066 GCCCTTAGAT GTTCTGGGCC GCACGCGCGC TACACTGATT AATTCAACGA GTTCCACTGC GCTTTGTCGT GGCGGTTGGC CGTCGTGCTG ---TGCTCGG TCGCAAGACC GGGTGCGGTG CGCGC--GGT TGGCGCTGCG GCGGCGCTCG 
#Ac_E2a                  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... CTG....... .......... .......... .....--... .......... .......... 
#Ac_E2b                  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... CTG....... .......... .......... .....--... .......... .......... 
#Ac_E2c                  .......... .......... .......... .......... .......... .......... ....-..... .......... .......... CTG....... .......G.. .......... .....AC... .......... .......... 
 
#A.comandoni_T9_AF019066 TCCCTGGGCC GATAGGTCTG GGTAATCTTT GTGAAATTTA ATCGTGCTGG GGATAGATCA TTGTAATTAT TGATCTTCAA CGAGGAATTC CTAGTAAGCG CGAGTCATCA GCTCGCGTTG ATTACGTCCC TGCCCTTTGT ACACACCGCC 
#Ac_E2a                  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_E2b                  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_E2c                  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
 
#A.comandoni_T9_AF019066 CGTCGCTCCT ACCGATTGAA TGGTCCGGTG AAATCCCCGG AGCCTGGCCT CTCTGTCACC CAGTGTCCCC TTTCTCTCTC TTCCTTCGCG GGTGGAGGGG GAGGGCCACT GTTGAGAGGC CTCTTTCAGG CGAAGCCGAT TGAACCTTAC 
#Ac_E2a                  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....--... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_E2b                  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....--... .......A.. .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_E2c                  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .........T ..-----... .......A.. ........-- .......... .......... .......... .......... .......... 
 
#A.comandoni_T9_AF019066 CATTTAGAGG AAGGAGAAG 
#Ac_E2a                  .......... ......... 
#Ac_E2b                  .......... ......... 
#Ac_E2c                  .......... ......... 
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รูปที่ 21. แสดงการเปรียบเทียบลําดบันิวคลีโอไทดของ SSU rRNA gene ในกลุม T11 ของเชื้อ Acanthamoeba ที่ไดจากธรรมชาติ จุดหมายถึงเบสที่เหมือนกันในแตละตําแหนง ขีดหมายถึงการขาดหายไป

ของเบส อักษรยอ Ac = Acanthamoeba 
 

ปป แสดงบริเวณของ DF3 

 
#A.hatchetti_T11_AF019068 TCATATGCTT GTCTCAAAGA TTAAGCCATG CATGTCTAAG TATAAGCTTG TTTATACGGC GAGACTGCGG ATGGCTCATT AAATCAGTTA TAGTTTATTT GATGGTCTCT TTTCTATATT --TTACCTAC TTGGATAACC GTGGTAATTC 
#Ac_E13                   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......T.. GT........ .......... .......... 
 
#A.hatchetti_T11_AF019068 TAGAGCTAAT ACATGCGCAA GGTCCCGAGC GCGAGGGGCG GGGTCTCACA AGGATCTCGT CCCTGCATGC GCAGAGGGAT GTATTTATTA GGTTAAAAAC CAGCAGCGTC AGCAATGGCG TTTCA-CACA ACTGGTGATT CATAGTAACT 
#Ac_E13                   .......... .......... .......... .......... A..C...... ---GCT.... .T........ .......... .......... .......... .......... .......... ..C..A.... T......... .......... 
 
#A.hatchetti_T11_AF019068 CTTTCGGATC GCATTGATGT CCTCCTTGTG GGGACGGCGA CGATTCATTC AAATTTCTGC CCTATCAACT TTCGATGGTA GGATAGAGGC CTACCATGGT CGTAACGGGT AACGGAGAAT TAGGGTTCGA TTCCGGAGAG GGAGCCTGAG 
#Ac_E13                   .......... .....C.... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
 
#A.hatchetti_T11_AF019068 AAATGGCTAC CACTTCTAAG GAAGGCAGCA GGCGCGCAAA TTACCCAATC CCGACACGGG GAGGTAGTGA CAATAAATAA CAATACAGGC GCTCGATAAG AGTCTTGTAA TTGGAATGAG TACAATTTAA ACCCCTTAAC GAGTAACAAT 
#Ac_E13                   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
 
#A.hatchetti_T11_AF019068 TGGAGGGCAA GTCTGGTGCC AGCAGCCGCG GTAATTCCAG CTCCAATAGC GTATATTAAA GTTGTTGCAG TTAAAAAGCT CGTAGTTGGA TCTAGGGACG CGCATTTCAA GCGTCCGCAC TATCGGGTCA AACCGGTAGT GCGT-GGCGT 
#Ac_E13                   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ...C...... CG.T...... ...T.A.G.. .T..T..... 
 
#A.hatchetti_T11_AF019068 TGCGGGCTCG GTCCGTTGGT GCCCACTAAA GCATCAGCGT GTCAACCGGC CCGCCCGTCC CCTCCTTCTG GATTCCCGTT CCTGCTATTG AGTTAGTGGG GACGTCACAG GGGGTCCATC GTCGGTCAGC AATGGCCGGC GGTGGATCCC 
#Ac_E13                   .......... .......... .T.A--C... A......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....T.... ....-..... G...A.-... ....AG.... 
 
#A.hatchetti_T11_AF019068 TGGGGCCCAG ATCGTTTACC GTGAAAAAAT TAGAGTGTTC AAAGCAGGCA GATCCAATTT TCTGCCACCG AATACATTAG CATGGGATAA TGGAATAGGA CCCTGTCCTC CTATTTTCAG TTGGTTTTGG CACGCGAGGA CCAGGGTAAT 
#Ac_E13                   .......... .......... .......... .......... .......... .........C .......... .......... .......... .......... .......... .......... .........A .......... .......... 
 
#A.hatchetti_T11_AF019068 GATTAATAGG GATAGTTGGG GGCATTAATA TTTAATTGTC AGAGGTGAAA TTCTTGGATT TATGAAAGAT TAACTTCTGC GAAAGCATCT GCCAAGGATG TTTTCATTAA TCAAGAACGA AAGTTAGGGG ATCGAAGACG ATCAGATACC 
#Ac_E13                   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
 
#A.hatchetti_T11_AF019068 GTCGTAGTCT TAACCATAAA CGATGCCGAC CAGCGATTAG GAGACGTTGA ATACAAAACA CCACCATCGG TGCGGTCGTC CTTGGCGC-- GTCGTGGCTT G--CTGCGGC --GTGCGAGG GCGGTTTAGC CTGATGG-CA TCGGTGAATG 
#Ac_E13                   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......T.. .........T ......ATTT ........GC .AGTCA.... AG.....G.. A......... .......ATT .......... 
 
#A.hatchetti_T11_AF019068 ACTCCCCTAG CAGCTTGTGA GAAATCATAA GTCTTTGGGT TCCGGGGGGA GTATGGTCGC AAGGCTGAAA CTTAAAGGAA TTGACGGAAG GGCACACCAG GAGTGGAGCC TGCGGCTTAA TTTGACTCAA CACGGGGAAA CTTACCAGGT 
#Ac_E13                   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
 
#A.hatchetti_T11_AF019068 CCGGACATAG TAAGGATTGA CAGATTGATA GCTCTTTCTT GATTCTATGG GTGGTGGTGC ATGGCCGTTC TTAGTTGGTG GAGTGATTTG TCTGGTTAAT TCCGTTAACG AACGAGACCT TAACCTGCTA AATATGCCGC GCTAACCCGT 
#Ac_E13                   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
 
#A.hatchetti_T11_AF019068 CCATCAAAAC CCATGCGCGG CTCACGCGGT CCGCTGCAGG ACAGTGCCGC CTCGCGGTGG TGCTGTTCTG CCGGCAGGGC CCGGGCTCGT GTGGGCGGTA GGGTTCGGCG TCCGTGCTTC TTAGAGGGAC TGCTGCGCGC CTAGCCAGCG 
#Ac_E13                   .......... .......T.. ......T... .......... G......... T..A...C.. ..T...C... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
 
#A.hatchetti_T11_AF019068 GAAGTTTGAG GCAATAACAG GTCTGTGATG CCCTTAGATG TTCTGGGCCG CACGCGCGCT ACACTGATTA ATCCAACGAG TCCGCTTCAA TTGAGGCCGT -AGCCGTGTG TGGGGTCAAA CCCATGCGCG GTCTG----C TGTCCTCGAT 
#Ac_E13                   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .C........ G...T..... .......... ..TGCAT... ....CGCGTT ......T... 
 
#A.hatchetti_T11_AF019068 CGCGCCTGGG CCGATAGGTC CGGGTAATCT TTGCAAATTT AATCGTGCTG GGGATAGATC ATTGTAATTA TTGATCTTCA ACGAGGAATT CCTAGTAAGC GCGAGTCATC AGCTCGCGTT GATTACGTCC CTGCCCTTTG TACACACCGC 
#Ac_E13                   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
 
#A.hatchetti_T11_AF019068 CCGTCGCTCC TACCGATTGA ATGGTCCGGT GAAATCCTCG GAGCCGTGGC CTCTACGCAA TCCGGGCAAC CGGGTTGTGA GGTCTCCCCC ATTTGGCGGC GAAGTCGATT GAACCTTACC ATTTAGAGGA AGGAGAAGTC GTAACAAGGT 
#Ac_E13                   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
 
#A.hatchetti_T11_AF019068 CTCCGTAG 
#Ac_E13                   ........
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รูปที่ 22. แสดงการเปรียบเทียบลําดบันิวคลีโอไทดของ SSU rRNA gene ในกลุม T4 ของเชื้อ Acanthamoeba ที่ไดจากธรรมชาติและผูปวย จุดหมายถึงเบสที่เหมือนกันในแตละตําแหนง ขีดหมายถึงการขาด

หายไปของเบส อักษรยอ Ac = Acanthamoeba 
 

[  ] แสดงบริเวณของลําดับนิวคลีโอไทดที่มีความหลากหลาย 

ปป แสดงบริเวณของ DF3 

 
#A.castellanii_T4_U07416 TCCTGCCAGT AGTCATATGC TTGTCTCAAA GATTAAGCCA TGCATGTCTA AGTATAAGCT TGTTTATACG GCGAGACTGC GGATGGCTCA TTAAATCAGT TATAGTTTAT TTGATGGTCT CTTTTGTCTT TTTTT---AC CTACTTGGAT 
#Ac_F2                   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....---.. .......... 
#Ac_PCS12                .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....---.. .......... 
#Ac_PCN12a               .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....---.. .......... 
#Ac_PCN12b               .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....---.. .......... 
#Ac_PCN12c               .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....---.. .......... 
#Ac_PCN12d               .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....---.. .......... 
#Ac_E5a                  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....T--.. .......... 
#Ac_E5b                  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....T--.. .......... 
#Ac_F1b                  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....---.. .......... 
#Ac_F1c                  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....T--.. .......... 
#Ac_F1d                  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .........A .......... .......... .......... .....T--.. .......... 
#Ac_E4c                  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....---.. .......... 
#Ac_F1a                  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....---.. .......... 
#Ac_F1e                  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ...G...... .......... .......... .......... .....---.. .......... 
#Ac_E6a                  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....---.. .......... 
#Ac_E6d                  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....---.. .......... 
#Ac_E8b                  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....---.. .......... 
#Ac_E8c                  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....---.. .......... 
#Ac_E6e                  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....---.. .......... 
#Ac_E11                  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....---.. .......... 
#Ac_E6c                  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....---.. .......... 
#Ac_E8a                  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....C.... .......... .......... .....---.. .......... 
#Ac_F3                   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....---.. .......... 
#Ac_E6b                  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....---.. .......... 
#Ac_E12a                 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....T--.. .......... 
#Ac_E12d                 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....T--.. .......... 
#Ac_PCN3                 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....T--.. .......... 
#Ac_E12c                 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....T--.. .......A.. 
#Ac_E4b                  .......... .......... .......... .......... .A........ .......... .......... .......... .......... .......... .....C.... .......... .......... .....T--.. .......... 
#Ac_E12b                 .......... .......... ........G. .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....T--.. .......... 
#Ac_E4d                  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....TTT.. .......... 
#Ac_E3                   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....T--.. .......... 
#Ac_E4a                  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ...A...... .....TTT.. .......... 
#Ac_E4e                  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....TTT.. .......... 
#Ac_E7a                  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....--T.. .......... 
#Ac_E7b                  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....---.. .......... 
#Ac_E10a                 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....--T.. .......... 
#Ac_E10b                 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....--T.. .......... 
#Ac_E10c                 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....--T.. .......... 
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#A.castellanii_T4_U07416 AACCGTGGTA ATTCTAGAGC TAATACATGC GCAAGGTCCC GAGCGCGGGG GGCAGGGCTT CACGGCCCTG TCCTCGCATG CGCAGAGGGA TGTATTTATT AGGTTAAAAA CCAGCGGCAG GGGTCAGCAA TGGCCCCTGC CAAACACTCC 
#Ac_F2                   .......... .......... .......... .......... .......... .......... ......T... .T........ .......... .......... .......... .........- -..C...... .....T--.T ..C..CTCA. 
#Ac_PCS12                .......... .......... .......... .......... .......... .......... ......T... .T........ .......... .......... .......... .........- -..C...... .....T--.T ..C..CTCA. 
#Ac_PCN12a               .......... .......... .......... .......... .......... .......... ......T... .......... .......... .......... .......... .........- -..C...... C....T--.T ..C..CTCA. 
#Ac_PCN12b               .......... .......... .......... .......... .......... .......... ......T... .T........ .......... .......... .......... .........- -..C...... .....T--.T ..C..CTCA. 
#Ac_PCN12c               .......... .......... .......... .......... .......... .......... ......T... .......... .......... .......... .......... .........- -..C...... .....T--.T ..C..CTCA. 
#Ac_PCN12d               .......... .......... .......... .......... .......... .......... ......T... .......... .......... .......... .......... .........- -..C...... .....T--.T ..C..CTCA. 
#Ac_E5a                  .......... .......... .......... .......... .......... .......... ......T... .T........ .......... .......... .......... .........- -......... .....T--.T ..C..CTCA. 
#Ac_E5b                  .......... .......... .......... .......... .......... .......... ......T... .T........ .......... .......... .......... .........- -......... .....T--.T ..C..CTCA. 
#Ac_F1b                  .......... .......... .......... .......... .......... .......... ......T... .T........ .......... .......... .......... .........- -..C...... .....T--.T ..C..CTCA. 
#Ac_F1c                  .......... .......... .......... .......... .......... .......... ......T... .T........ .......... .......... .......... .........- -......... .....T--.T ..C..CTCA. 
#Ac_F1d                  .......... .......... .......... .......... .......... .......... ......T... .T........ .......... .......... .......... .........- -......... .....T--.T ..C..CTCA. 
#Ac_E4c                  .......... .......... .......... .......... .......... .......... ......T... .T........ .......... .......... .......... .........- -..C...... .....T--.T ..C..CTCA. 
#Ac_F1a                  .......... .......... .......... .......... .......... .......... ......T... .T........ .......... .......... .......... .........- -.AC...... .....T--.T ..C..CTCA. 
#Ac_F1e                  .......... .......... .......... .......... .......... .......... ......T... .T........ .......... .......... .......... .........- -..C...... .....T--.T ..CG.CTCA. 
#Ac_E6a                  .......... .......... .......... .......... .......... ...G...... ......T.C. .......... .......... .......... .......... ......T--- -A........ ....T----A ..C..CTC-. 
#Ac_E6d                  .......... .......... .......... .......... .......... ...G...... ......T.C. .......... .......... .......... .......... ......T--- -A........ ....T----A ..C..CTC-. 
#Ac_E8b                  .......... .......... .......... .......... .......... ...G...... ......T.C. .......... .......... ........C. .......... ......T--- -A........ ....T----A ..C..CTC-. 
#Ac_E8c                  .......... .......... .......... .......... .......... ...G...... ......T.C. .......... .......... .......... .......... ......T--- -A........ ....T----A ..C..CTC-. 
#Ac_E6e                  .......... .......... .......... .......... .......... ...G...... ......T.C. .......... .......... .......... .......... ......T--- -A........ ....T----A ..C..CTC-. 
#Ac_E11                  .......... .......... .......... .......... .......... ...G...... ......T.C. .......... .......... .......... .......... ......T--- -A........ ....T----A ..C..CTC-. 
#Ac_E6c                  .......... .......... .......... .......... .......... ...G...... ......T.C. .......... .......... .......... .......... ......T--- -A........ ....T----A ..C..CTC-. 
#Ac_E8a                  .......... .......... .......... .......... .......... ...G...... ......T.C. .......... .......... .......... .......... ......T--- -A.....T.. ....T----A ..C..CTC-. 
#Ac_F3                   .......... .......... .......... .......... .......... ...G...... ......T.C. .......... .......... .......... .......... ......T--- -A........ ....T----A ..C..CTC-. 
#Ac_E6b                  .......... .......... .......... .......... .......... ...G...... ......T.C. .......... .......... .......... .......... ......T--- -A........ ....T----A ..C..CTC-. 
#Ac_E12a                 .......... .......... .......... .......... A......... ...G...... .....T.TC. .T........ .......... .......... .......... .....A.--- ---C.G.... C...TT---- -C........ 
#Ac_E12d                 .......... .......... .......... .......... A......... ...G...... .....T.TC. .T........ .......... .......... .......... .....A.--- ---C.G.... C...TT---- -C........ 
#Ac_PCN3                 .......... .......... .......... .......... A......... ...G...... .....T.TC. .T........ .......... .......... .......... .....A.--- ---C.G.... C...TT---- -C........ 
#Ac_E12c                 .......... .......... .......... .......... A......... ...G...... .....T.TC. .T........ .......... .......... .......... .....A.--- ---C.G.... C...TT---- -C........ 
#Ac_E4b                  .......... .......... .......... .......... A......... ...G...... .....T.TC. .T........ .......... .......... ........G. .....A.--- ---C.G.... C...TT---- -C........ 
#Ac_E12b                 .......... .......... .......... .......... A......... ...G...... .....T.TC. .T........ .......... .......... .......... .....A.--- ---C.G.... C...TT---- -C........ 
#Ac_E4d                  .......... .......... .......... .......... .......... ...G...... .....T.TC. .T........ .......... .......... .......... .....A.--- ---C.G.... C...TT---- -C........ 
#Ac_E3                   .......... .......... .......... .......... A......... ...G...... .....T.TC. .T........ .......... .......... .......... .....A.--- ---C.G.... C...TT---- -C........ 
#Ac_E4a                  .......... .......... .......... .......... .......... ...G...... .....T.TC. .T........ .......... .......... .......... .....A.--- ---C.G.... C...TT---- -C........ 
#Ac_E4e                  .......... .......... .......... .......... .......... ...G...... .....T.TC. .T........ .......... .......... .......... .....A.--- ---C.G.... C...TT---- -C........ 
#Ac_E7a                  .......... .......... .......... .......... .......... ...G...... .....T.TC. .T........ .......... .......... .......... .....A.--- ---C.G.... C...TT---- -C........ 
#Ac_E7b                  .......... .......... .......... .......... .......... ...G...... .....T.TC. .T........ .......... .......... .......... .....A.--- ---C.G.... C...TT---- -C........ 
#Ac_E10a                 .......... .......... .......... .......... .......... ...G...... ........C. .......... .......... .......... .......... .....A.--- ---C.G.... C...TT---- -C........ 
#Ac_E10b                 .......... .......... .......... .......... .......... ...G...... ........C. .......... .......... .......... .......... .....A.--- ---C.G.... C...TT---- -C........ 
#Ac_E10c                 .......... .......... .......... .......... .......... ...G...... ........C. .......... .......... .......... .......... .....A.--- ---C...... C...TT---- -C........ 
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#A.castellanii_T4_U07416 TGGTGATTCA TAGTAACTCT TTCGGATCGC ATTCATGTCC TCCTT-GTGG GGACGGCGAC GATTCATTCA AATTTCTGCC CTATCAACTT TCGATGGTAG GATAGAGGCC TACCATGGTC GTAACGGGTA ACGGAGAATT AGGGTTCGAT 
#Ac_F2                   .......... .......... .......... .......... .....C.... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_PCS12                .......... .......... .......... .......... .....C.... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_PCN12a               .......... .......... .......... .......... .....C.... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_PCN12b               .......... .......... .......... .......... .....C.... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_PCN12c               .......... .......... .......... .......... .....C.... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_PCN12d               .......... .......... .......... .......... .....C.... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_E5a                  .......... .......... .......... .......... .....C.... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .C........ .......... .......... 
#Ac_E5b                  .......... .......... .......... .......... .....C.... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_F1b                  .......... .......... .......... .......... .....C.... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_F1c                  .......... .......... .......... .......... .....C.... .......... .......... .......... .......... .......... .......... C......... .......... .......... .......... 
#Ac_F1d                  .......... .......... .......... .......... .....C.... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_E4c                  .......... .......... .......... .......... .....C.... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_F1a                  .......... .......... .......... .......... .....C.... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_F1e                  .......... .......... .......... .......... .....C.... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_E6a                  .......... .......... .......... .......... .....C.... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_E6d                  .......... .......... .......... .......... .....C.... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_E8b                  .......... .......... .......... .......... .....C.... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ....T..... .......... .......... 
#Ac_E8c                  .......... .......... .......... .......... .....C.... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_E6e                  .......... .......... .......... .......... .....C.... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_E11                  .......... .......... .......... .......... .....C.... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_E6c                  .......... .......... .......... .......... .....C.... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
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#Ac_E11                  .........G T....C-GC. .T........ .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_E6c                  .........G T....C-GC. .T........ .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
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#Ac_E12a                 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....G.... .......... .......... .......... ...GG..... .......... 
#Ac_E12d                 ..C....... .......... .......... .......... .......... .....C.... ...C..G.A. TC....---- ...T.GGC.. ...GG---.. T...A.---- ---------- ..TG.G.CC. T.C.A....C T.T.C..... 
#Ac_PCN3                 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....-.... .......... .......... .......... ....-..... .......... 
#Ac_E12c                 .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..A....... .......... .......... .....-.... .......... .......... .......... ....-..... .......... 
#Ac_E4b                  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....-.... .......... .......... .......... ....-..... .......... 
#Ac_E12b                 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....-.... .......... .......... .......... ....-..... .......... 
#Ac_E4d                  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....-.... .......... .......... .......... ....-..... .......... 
#Ac_E3                   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....-.... .......... .......... .......... ....-..... .......... 
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รูปที่ 23. แสดงการเปรียบเทยีบลําดับนวิคลีโอไทดของ DF3 ใน SSU rRNA gene ในกลุม T4 ของ

เชื้อ Acanthamoeba ที่ไดจากธรรมชาติและผูปวย จุดหมายถงึเบสที่เหมือนกันในแตละตําแหนง 

ขีดหมายถึงการขาดหายไปของเบส อักษรยอ Ac = Acanthamoeba 
 
 
 
 
T4  GGC-GCGGTC GTCCTTGGCG TCTGTCCCTT TCAACGGGGG CAGGCGC--G AGGGCGGT 
 
G1  ..T-...... .......... C--..TGG.C .TC--AAAA. .CA....GC. G......C 

.......... .........- -......... .......... .......--. ....T... 

.......... .......... -..-...... .......... ......--.. ....T... 

.......... .......... -......... .......... ......G-.. ........ 
 
G2  ..T-...... A......... ---T.-GG.C .TGCAAAA.. .CA..-G-C. G...T..C 

.......... .......... .......... .......... ..G..C.... ........ 

.......... .......... .......... ...--...A. .......... ........ 
 
G3  ..T-...... .......... C--..TGG.C .TC--AAAA. .CA....GC. G......C 
 
G4  ..T-...... ..T....... ----..GG.. ..G------. .C.....--. G......C 

.......... .......... .......... .......... .......... ...AT... 

........CT .......... .......... .......... .......... ...AT... 
 
G5  ..TT...... .......... .--C..GG.. ..G------. .C..G..GC. G..AT..C 

.......... .......... .......... .......... .......... ....C... 

.......... A......... .......... .......... .......... ........ 
 

 

 

G1 = F2, PCS12, PCN12a, PCN12b, PCN12c, PCN12d 
G2 = E5a, E5b, F1b, F1c, F1d, E4c 
G3 = E4c, F1e 
G4 = E6a, E6d, E8b, E8c, E6e, E11, E6c, E8a, F3, E6b 
G5 = E12a, E12d, PCN3, E12c, E4b, E12b, E4d, E3, E4a, E4e, E7a, E7b, E10a, 
E10b, E10c 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

74 

 

 Ac E12a
 Ac E10b
 Ac PCN3
 Ac E10c
 Ac E12d
 Ac E12c
 Ac E10a
 Ac E4b
 Ac E12b

 Ac E3
 Ac E4e
 Ac E4d
 Ac E7b
 Ac E4a
 Ac E7a

 Ac E8c
 Ac E6c
 Ac E11
 Ac E8b
 Ac F3
 Ac E6e
 Ac E8a

 Ac E5b
 Ac F1c

 Ac F1d
 Ac E5a

 Ac E4c
 Ac F1b
 Ac PCS12
 Ac PCN12b

 Ac PCN12a
 Ac PCN12c
 Ac PCN12d

 Ac F1a
 Ac F2
 Ac F1e

 Ac E6d
 Ac E6a
 Ac E6b

 A.castellanii T4 U07416
 A.hatchetti T11 AF019068

 Ac E13
 Ac E9a
 Ac E9b
 Ac E1a
 Ac E1b
 Ac E1c

 A.astronyxis T7 AF019064
 A.tubiashi T8 AF019065

 Ac E2a
 Ac E2c

 Ac E2b
 A.comandoni T9 AF019066

 A.sp T13 AF132134
 A.castellanii T1 U07400

 A.sp T14 AF333607
 A.palestinensis T2 U07411

 A.palestinensis T6 AF019063
 A.healyi T12 AF019070

 Ac PCN4
 A.culbertsoni T10 AF019067

95

88

99

99

98

93

46
78

99

90

71

54

98

74

85

85

53

58

94

69

72

51

72

17
18

58

28

60

19

42

95

80

72

86

66

16

71

41

43

68

43

0.05

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 24. แสดง phylogenetic tree ในบริเวณ DF3 ของยีน 18S rRNA ของ Acanthamoeba  

             ทีท่ําการศึกษา 



บทที่ 5  

อภิปรายผลการทดลองและขอเสนอแนะ 

  จากการสาํรวจแหลงน้ําตาง ๆ ในเขตกรุงเทพมหานครและปริมณฑล Acanthamoeba 

ที่มีการตรวจพบคอนขางรวมตัวอยูในพื้นทีบ่ริเวณเขตมีนบุรีและรามคําแหงและกระจายตัวไปยงั 

พื้นที่ในเขตจงัหวัดปทุมธานแีละนนทบุรี ซึง่เปนเขตชานเมืองและบริมณฑล มกีารพบเชื้อ 

Acanthamoeba จากแหลงน้ําไดในชวงทีม่ีสภาพอากาศแลง ไดแก กมุภาพนัธ มีนาคม พฤษภาคม

และธันวาคม โดยไมพบเชื้อจากแหลงน้าํในชวงฤดูฝนและมีสภาพอากาศชื้น ซึ่งมีปริมาณน้ําใน

แหลงน้ํามาก อะมีบาที่อาศยัอยูบริเวณผวิน้าํอาจถกูรบกวนจากน้าํฝนและถูกชะลางลงสูระดับน้าํที่

ลึกลง เมื่อเปรียบเทยีบอุณหภูมิและคา pH ผลปรากฏวาไมมีความแตกตางจากแหลงน้าํทีพ่บและ

ไมพบเชื้อ ซึง่มีอุณหภูมิเฉล่ีย 31 องศาเซสเซียส คา pH ประมาณ 8.4 และมีสภาพเปนดาง ดังนัน้

ฤดูกาลจงึเปนปจจัยสําคัญในการพบเชื้อจากธรรมชาตมิากกวาอุณหภูมิและคาความเปนกรด-ดาง

ของแหลงน้ําโดยทั่วไป นอกจากนี้ยังสามารถตรวจพบ Acanthamoeba ไดจากเหงือกปลาซึง่เปน

การศึกษาในระดับอณูชีวโมเลกุลเปนครั้งแรกในประเทศไทย 

 Acanthamoeba ที่พบในการสํารวจครั้งนีจ้ํานวน 16 ตัวอยางเมื่อพิจารณาจากลักษณะ

ซิสต สามารถแบงไดออกเปน 2 กลุมซึง่มลัีกษณะซิสตในกลุมที่ 1 จํานวน 3 ตวัอยางจาก Ac_E1, 

Ac_E2 และ Ac_E9 ลักษณะซิสตในกลุมที่ 2  จํานวน 13 ตัวอยางจาก Ac_E3, Ac_E4, Ac_E5, 

Ac_E6, AC_E7, Ac_E8, Ac_E10,Ac_E11, Ac_E12, Ac_E13, Ac_F1, Ac_F2 และ Ac_F3 แต

ลักษณะซิสตที่พบจากผูปวยนัน้มีลักษณะซิสตในกลุมที่ 2 ไดแก Ac_PCN3, Ac_PCN12 และ 

Ac_PCS12 สวน Ac_PCN4 มีลักษณะซิสตในกลุมที ่3  

รูปรางลักษณะของ Acanthamoeba ที่เปนลักษณะของซิสตที่จัดอยูในกลุมที่ 1 ผนงั

ชั้นนอกและผนังชัน้ในมีการสัมผัสกันเปนบางบริเวณ บริเวณที่ไมไดสัมผัสกันจะเหน็ผนงัทัง้สอง

แยกออกจากกันอยางเหน็ไดชัดทําใหมีลกัษณะเปนแฉกคลายดาว เนื่องจากซิสตมีลักษณะเปนทรง

กลมเมื่อมกีารหมุนระนาบจะทําใหเห็นจาํนวนแขนหรือรัศมีของผนังชัน้ในเปลีย่นแปลงไป ซิสตกลุม

นี้แยกไดจากแหลงน้ําในบึงลาํพงัพวยและสนามกีฬาแหงชาตหิัวหมาก และ Acanthamoeba ที่

เปนลักษณะของซิสตที่จัดอยูในกลุมที่ 2 สามารถแยกไดจากแหลงน้าํภายในมหาวทิยาลยั 

เกษตรศาสตรบางเขน เมืองทองธาน ีหมูบานเพอรเฟคเพสรามคําแหง รังสิตคลอง 6 สนามกฬีา

แหงชาติหัวหมาก หมูบานสัมมากรรามคําแหงและตวัอยางปลาจากบงึลําพังพวยและหมูบาน 

เพอรเฟคเพสรามคําแหง มีผนังซิสตชัน้นอกหยกัเปนคลื่น ผนังซิสตชัน้ในมีรูปรางหลายแบบ เชน 

กลม รี หรือหลายเหลี่ยมมลัีกษณะไมแนนอน มักเหน็เปนแฉกไมชัดเจนซึ่งตรงกับลักษณะของซิสต

ในกลุมที่ 2 และพบไดมากที่สุดจากการสาํรวจครั้งนี้ถึง 13 ตัวอยาง โดยไมพบ Acanthamoeba ที่
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มีลักษณะของซิสตกลุมที ่3 เนื่องจากผนังชัน้นอกของซิสตกลุมนี้มีลักษณะที่บางอาจเห็นเปนร้ิว

ขนาดเล็ก ผนงัซิสตชั้นในกลม การสังเกตลักษณะของซสิตกลุมนี้จงึทาํไดยากและอาจสับสนไดกบั

ซิสตในกลุมที่ 2 ซึ่งผนังชัน้ในมีรูปรางกลม โดยพบวาซิสตในกลุมที ่2 และ 3 มีการแพรกระจายไป

ในสิ่งแวดลอมและมีกอโรคในคนไดมากทีสุ่ด (Stothard et al., 1998) แตสปชีสที่อยูในกลุม

ดังกลาวยงัประกอบดวยสายพนัธุทีก่อโรคและไมกอโรค อีกทั้งขนาดและลักษณะของซิสตที่ไม

ชัดเจนทาํใหเกิดความสับสนในการจัดแบงกลุม ดังนั้นการพิจารณาลกัษณะซิสตและการตั้งชื่อสป

ชีสจึงไมสัมพนัธกับความหลากหลายของ Acanthamoeba ที่มีอยูในธรรมชาติ (Visvesvara, 

1991) การจัดความสัมพันธภายในจนีัส Acanthamoeba  จึงไมสามารถอาศัยลักษณะของซิสต

เปนเกณฑไดเนื่องจากลักษณะดังกลาวมคีวามผนัแปรไปตามสภาวะการเจริญเติบโตและปจจัยอืน่ 

ๆ แมจะเปนเชือ้ชนิดเดียวกันก็ตาม (Jongwutiwes et al., 2000) เมื่อมีการศึกษาโดยใชเทคนิคทาง

อณูชีวโมเลกุลพบวามีประสิทธิภาพในการจัดหมวดหมู เชน การเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอของยีน 16S 

mitochindrial rRNA หรือ 18S rRNA โดยปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรสพบวาสามารถใชจําแนกชนิด

และความหลากหลายของAcanthamoeba ได (De Jonckeere & Weekers, 1997; Kilvington et 

al., 2004) จากการศึกษาของ Stothard และคณะ (1998) พบวาซิสตในกลุมที ่1 มีความยาว

ประมาณ 2,600 - 2,700 คูเบสโดยในตัวอยาง Ac_E1, Ac_E2 และ Ac_E9 มีขนาดใกลเคียงกนัที่

ความยาวประมาณ 2,500 คูเบส และจากตัวอยาง Ac_E3, Ac_E4, Ac_E5, Ac_E6, Ac_E7, 

Ac_E8, Ac_E10, Ac_E11, Ac_E12,  Ac_E13, Ac_F1, Ac_F2, Ac_F3, AC_PCN3, Ac_PCS12 

และ Ac_PCN12 ที่มีลักษณะตรงกับซิสตในกลุมที่ 2 และ Ac_PCN4 ที่มีลักษณะตรงกับซิสตใน

กลุมที ่3 มีขนาดเทากนัประมาณ 2,300 คูเบส Acanthamoeba ในสปชีสหนึง่สามารถมีรูปรางและ

ขนาดของซิสตไดหลายแบบ แตจากวิเคราะหลาํดับเบสชวยยนืยนัไดวาความหลากหลายนัน้เปน

ชนิดเดียวกัน  

ความหลากหลายทางพนัธุกรรมของ Acanthamoeba จากตวัอยางที่พบในธรรมชาติ 

สามารถแบงตามความใกลชดิทางพนัธุกรรมไดเปน15 กลุมหรือจีโนไทป (T1-T15) การศึกษาครั้งนี้

ไดรวบรวมตัวอยางจากแหลงน้าํภายในเขตกรุงเทพมหานครและปริมณฑล พบการกระจายตวัของ

จีโนไทป T4, T7, T8 , T9 และ T11 โดยมีจาํนวนของจีโนไทป T4 มากทีสุ่ด คิดเปนรอยละ 75 

(12/16) รองลงมาคือ T8 รอยละ 12.5 (2/16) ตามดวย T11 รอยละ 6.25 (1/16) และมีการปะปน

ระหวาง T7 และ T9 จํานวน 1 ตัวอยาง คดิเปนรอยละ 6.25 (1/16) Acanthamoeba ที่แยกไดจาก

เหงือกปลามีเพียงจีโนไทป T4 เทานัน้ จีโนไทป T7, T8 และ T9 สามารถแยกไดจากตัวอยางน้าํแต

ไมพบจากตัวอยางเหงือกปลา สวนจีโนไทปทีพ่บในผูปวยจากโรงพยาบาลจฬุาลงกรณ ไดแก T4 

และ T10  
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จากตัวอยางในธรรมชาตทิี่ทาํการศึกษาพบวาบางตัวอยางมกีารปะปนกันมากกวา 1 สาย

พันธุจึงไดทาํการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดโดยการ subclone และทําการวิเคราะห 

phylogenetic tree ของยนี 18S rRNA พบวาตัวอยาง Ac_E1 และ Ac_E9 สามารถเทยีบเคียงได

กับจีโนไทป T7 และ T8 มีลักษณะของความแตกตางทีแ่ยกออกจากสายพนัธุมาตรฐานอยางชัดเจน

และเมื่อทําการเปรียบลําดับนิวคลีโอไทดจากขอมูลใน Gen Bank พบวามีความใกลเคียงกับ 

Acanthamoeba tubiashi OC-15C ดังหมายเลข AF019065 แตมีความแตกตางกนัมากกวารอย

ละ 20 ซึ่งอาจเปนจีโนไทปชนิดใหม จากตัวอยาง Ac_E2 ที่มีการปะปนระหวาง T7 และ T9 เมื่อทาํ 

phylogenetic  tree ปรากฏวามีลักษณะเทียบเคียงไดจีโนไทป T9 และอยูคนละแขนงกับจีโนไทป 

T7 โดยไมมีความแตกตางกนัในระหวางโคลนแตมีความแตกตางจากสายพนัธุมาตรฐาน ในกลุม

ของจีโนไทป T7, T8 และ T9 มีความใกลชดิกันมากกวาจีโนไทป T4, T10 และ T11 ตัวอยาง 

Ac_E13 มีอัตราความเหมือนกนักับจโีนไทป T11 คิดเปนรอยละ 96.5 และในกลุมทีม่ีจีโนไทป T4 

ซึ่งมีการแพรกระจายไปในสิง่แวดลอมและกอโรคไดนั้น มีความหลากหลายในระหวางจีโนไทปสงูซึ่ง

ประกอบดวยหลายกลุมยอยในบริเวณ DF3 และเมื่อทาํการวิเคราะห phylogenetic tree ของ

ลําดับนิวคลีโอไทดในบริเวณดังกลาวพบวามีความแตกตางกันในระหวางโคลนทีน่อยลงจาก 13 

กลุมยอยเหลอืเพียง 6 กลุม  

ความหลากหลายของ Acanthamoeba ที่มีการกระจายตัวอยูในสิง่แวดลอมนัน้มี

ความสามารถในการกอโรคและความรุนแรงของโรคที่แตกตางกนั การติดเชื้อทางสมองทีท่ําใหเกดิ

โรคสมองอักเสบชนิดเรื้อรังหรือเฉียบพลนั (granulomatous amebic encephalitis, GAE) มีอัตรา

การติดตอคอนขางต่าํ มกัพบในผูที่มีภูมิคุมกันรางกายบกพรอง เนื่องจากอาการของโรคมีความ

ใกลเคียงกบัจลุชีพกอโรคทางสมองโดยทัว่ไป จึงทาํใหมกีารวนิิจฉัยลาชาเมื่อเนื้อสมองเริ่มถูก

ทําลายผูปวยจะมีอาการทางประสาทและเสียชีวิตลง มกัทราบวาติดเชื้อโดย Acanthamoeba 

ภายหลงัการพิสูจนเนื้อเยื่อสมองเมื่อเสยีชีวิต แตการตดิเชื้อทางตาสามารถพบไดโดยทั่วไปได

มากกวาการตดิเชื้อทางสมอง เมื่อเนื้อเยื่อกระจกตามีบาดแผลจะเปดโอกาสใหเชื้อทีแ่พรกระจายไป

ในอากาศ ในดินหรือในแหลงน้าํเขาสูตาได โดยมีผูติดเชื้อทางตามากขึ้นตามความนิยมใสคอนแทค

เลนส การรักษาไมอาจรักษาใหหายขาดไดหากยังมเีชื้อในระยะซิสตฝงตัวอยูในกระจกตา ทําใหเชือ้

สามารถกลับมากอโรคไดอีกและมีอาการดื้อยา ผูปวยอาจตองทาํการเปลี่ยนกระจกตาหรือตอง

สูญเสียดวงตาในรายที่มีอาการรุนแรง ซึ่ง Acanthamoeba ที่มีลักษณะจีโนไทป T4 สามารถกอโรค

ไดทั้งทางกระจกตาและทางสมองซึ่งเปนจโีนไทปที่มีการกระจายตวัอยูในธรรมชาติมากที่สุดจงึมี

โอกาสในการกอโรคในคนไดสูง (Booton et al., 2004 ;  Maghsood et al., 2005) แตตัวอยาง 

Ac_PCN4 จากผูปวย keratitis พบวามีลักษณะจีโนไทป T10 ซึ่งเคยพบกอโรคที่สมอง (Khan, 

2006) 
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  ในการศึกษาโดยการวิเคราะหจีโนไทปนี้ชวยใหทราบถงึการแพรกระจายของเชื้อที่อยูใน

ธรรมชาติและอาจกอโรคในคนได จึงเปนการศึกษาครั้งแรกในระดับจีโนไทปเพื่อเพิม่องคความรู

เกี่ยวกับเชื้อ Acanthamoeba ในประเทศไทย 

  

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



เอกสารอางอิง 
ภาษาไทย 
มยุรัตน เทพมงคล และคณะ. ปรสิตวทิยาทางการแพทย. พมิพคร้ังที่ 1. เขตบางกอกนอย  

       กรุงเทพมหานคร: หางหุนสวนจํากัดเสริมกจิ, 2532. 

 
ภาษาอังกฤษ 
Adl, S. M.; et al. The new higher level classification of eukaryotes with emphasis on  

 the taxonomy of protests. J. Eukaryot. Microbiol. 52 (2005): 399-541. 

 Azuara-Blanco, A.; Sadiq, A. S.; Hussain, M.; Loyd, J. H.; and Dua, H. S. Sucessful 

 medical treatment of Acanthamoeba keratitis. Int. Ophthalmol. 21 (1998):  

 223-227. 

Barker, J.; Humphery, T. J.; and Brown, M. W. Survival of Escherichia coli O157 in a   

        soil protozoan: implications for disease. FES. Microbiol. Lett. 173 (1999): 291-295. 

Beattie, T. K.; Tomlinson, A.; McFadyen, A. K.; Seal, D. V.; and Grimason, A. M.  

Enhanced attachment of  Acanthamoeba to extended-wear silicone hydrogel 

contact lenses: a  new risk factor for infection? Ophthalmol. 110 (2003): 765-771. 

Biddick, C. J.; Rogers, L. H.; and Brown, T. J. Viability of pathogenic and non pathogenic  

free-living amoebae in long-term storage at a range of temperatures. Appl.  

Environ. Microbiol. 48 (1984): 859–860. 

Booton, G. C.; et al. 18S ribosomal DNA typing and tracking of Acanthamoeba species 

 Isolates from corneal scrape specimens, contact lense, lense cases, and home 

 Water supplies of Acanthamoeba keratitis patients in Hong Kong. J Clin.  

Microbiol. 40 (2002): 1621-1625. 

Booton, G. C.; et al. Molecular and physiological evaluation of subtropical environmental  

Isolates of Acanthamoeba spp., causal agent of acanthamoeba keratitis. 

J. Eukapot. Mioobiol. 51(2004): 192-200. 

Booton, G. C.; et al. Identification and distribution of Acanthamoeba species  

       genotypes associated with nonkeratitis Infections. J. Clin. Microbiol. 43 (2005): 

       1689-1693. 

 

 



 

 

80 

 

Castellanii, A. An amoeba found in culture of yeast. J. Trop. Med. Hyg. 33 (1930): 160. 

Cursons, R. T.; Brown, T. J.; Keys, E. A.; Moriarty, K. M.; and Till, D. Immunity to 

 pathogenic free-living amoebae: role of humoral antibody. Infect. Immun.   

 29 (1980): 401-407.  

Costal, l. M.; and Griffiths, A. J. The esterases and acid-phosphatases of Acanthamoeba    

   (Amoebida, Acanthamoebidae). Protistologica. 20 (1984): 33-41. 

Clarke D. W.; and Niederkorn J. Y. The pathophysiology of Acanthamoeba keratitis. 

 Trends. Parasitol. 22 (2006): 175-180. 

Cursons, R. T.; and Brown, T. J. Use of cell cultures as an indicator of pathogenicity of  

free-living amoebae. J. Clin. Pathol. 31 (1978): 1–11. 

Daggett, P. M.; Sawyer, T. K.; and Nerad,  T. A. Distribution and possible 

 interrelationships of pathogenic and nonpathogenic Acanthamoeba from aquatic 

 environments.  Microbial. Ecology. 8 (1982): 371-386. 

Di Cave, D.; Monno, R.; Bottalico, P.; Guerriero, S.; D’Amelio, S.; D’Orazi, C.; and 

Berrilli, F. Acanthamoeba T4 and T15 genotypes associated with keratitis  

infections in Italy. Eur. J. Clin. Microbiol. Infect. Dis. (2008) doi:10.1007/ 

s10096-008-0682-4. 

De Jonckheere, J. F. Growth characteristics, cytopathic effect in cell culture, and  

virulence in mice of 36 type strains belonging to 19 different Acanthamoeba spp.  

Appl. Environ. Microbiol. 39 (1980): 681–685. 

De Jonckeere, J. F. Amphizoic amoebae human pathology. Padua, Italy: Piccin Nuova  

Libraria, (1987): 25-48. 

De Jonckeere, J. F.; and Weekers, P. H. Differences in isoenzyme patterns of axenically  

and monoxenically grown Acanthamoeba and Hartmannella. Antonie van 

Leeuwenhoek. 71 (1997): 231–237. 

De Jonckeere, J. F. Epidemiological typing of Acanthamoeba strains isolated from  

keratitis cases in Belgium. Bull. Soc. belge Ophtalmol. 287 (2003): 27-33. 

Douglas, M. Notes on the classification of the amoebae found by Castellani on  

       culture of yeast-like fungus. J. Trop. Med. Hyg. 33 (1930): 258-259. 

 

 



 

 

81 

 

Dudley, R.; Matin, A.; Alsam, S.; Sissons, J.; Maghsood, A. H.; and Khan, N. A. 

Acanthamoeba isolates belonging to T1, T2, T3, T4 but not T7 encyst in response 

to increased osmolarity and cysts do not bind to human corneal epithelial cells. 

Acta. Tropica. 95 (2005):100–108. 

Dykova, I.; Lom, J.; Schoeder-Diedrich, J. M.; Booton, G. C.; and Byers T. J. 

 Acanthamoeba strains isolated from organs of freshwater fishes. J. Parasitol. 

 85 (1999): 1106-1113. 

Dykova, I.; and Lom, J. Advences in the knowleage of amphizoic amoebae infecting fish. 

 Folia Parasitologiga. 51 (2004): 81-97.   

Ettinger, M. R.; Webb, S. R.; Harris, S. A.; Mcininch, S. P.; Garman, G. C.; and Brown,   

        BL. Distribution of free-living amoebae in James River, Virginia, USA. Parasitol. 

 Res. 89 (2003): 6-15.  

Gast, R. J. Development of an Acanthamoeba-specific reverse dot-blot and the discovery   

of a new ribotype. J. Eukaryot. Microbiol. 48 (2001): 609–615. 

Gelman, B. B.; Rauf, S. J.; Nader, R.; et al. Amebic encephalitis due to Sappinia  

diploidea. JAMA. 285 (2001): 2450-2451. 

Giese, M. J.; and Weissman, B. A. Contact lens associated corneal infections. Where do  

we go from here? Clin. Exp. Optom. 85 (2002): 141–148. 

 Hewett, M. K.; et al. Identification of a new Acanthamoeba 18S rRNA gene sequence  

       type, corresponding to the species Acanthamoeba jacobsi Sawyer, Nerad and    

      Visvesvara, 1992 (Lobosea: Acanthamoebidae). Acta. Protozool. 42 (2003):  

325-329. 

 Horn M.; Fritsche, T. R.; Gautom, R. K.; Schleifer, K-H.; and Wagner, M. Novel bacterial  

       endosymbionts of Acanthamoeba spp. related to the Paramecium caudatum  

       symbiont Caedibacter caryophilus. Environ. Microbiol. 1 (1999): 357–367. 

Himano, H.; and Kaufman, H. E. Corneal physiology and disposable contact lenses.  

 Boston: Butterworth-Heinemann, 1997. 

Hutchinson, K.; and Andrew, A. Infectious keratitis in orthokeratology. Clin. Exp. 

 Opthalmol. 30 (2002): 49-51. 

Ibrahim, Y. W.; Boase, D. L.; and Cree, I. A. Factor affecting the epidemiology of  

Acanthamoeba keratitis. Ophthal. Epidemiol. 14 (2007): 53-60. 



 

 

82 

 

Illingworth, C. D.; and Cook, S. D. Acanthamoeba keratitis. Surv. Ophthalmol. 42 (1998): 

 493-508. 

Jariya, P.; Lertlaituan, P.; and Warachoon, K. Acanthamoeba spp.: A cause of   

        chronic granulomatous amoebic meningoencephalitis. Siriraj. Hosp. Gaz.   

         44 (1992): 148-153. 

Jones, B. R.; Visvesvara, G. S.; and Robinson, N. M. Acanthamoeba polyphaga    

       keratitis and Acanthamoeba uveitis associated with fatal meningoencephalitis. 

      Trans. Ophthalmol. Soc. UK. 95 (1975): 221-232. 

Jongwutiwes, S.; Pariyakanok, L.; Charoenkorn, M.; Yagita, K.; and Endo, T. 

        Heterogeneity in cyst morphology within isolates of Acanthamoeba from keratitis   

        patients in Thailand. Trop. Med. Int. Health. 5 (2000): 335-340. 

Kahane, S.; Dvoskin, B.; Mathias, M.; and Friedman, M. G. Infection of    

 Acanthamoeba polyphaga with Simkania negevensis and S. negevensis survival   

        within amoebal cysts. Appl. Environ. Microbiol. 67 (2001): 4789–4795. 

Khan, N. A. Pathogencity, morphology and differentiation of Acanthamoeba. Curr.   

        Microbiol. 43 (2001): 391-395. 

Khan, N. A.; Jarroll, E. L.; and Pager, T. A. Molecular and physiological differentiation    

           between pathogenic and nonpathogenic Acanthamoeba. Curr. Microbiol.    

           45 (2002): 197-202. 

Khan, N. A. Pathogenesis of Acanthamoeba infections. Macrob. Pathog. 34 (2003):          

 277-85. 

Khan, N. A. The immnunological aspects of Acanthamoeba infections. Am. J. Immunol.    

      1 (2005a): 24-30. 

Khan, N. A. Granulomatous amoebic encephalitis: clinical diagnosis and management. 

 Am. J. Infect. Dis. 1 (2005b): 79-83. 

Khan, N. A. Acanthamoeba : biology and increasing importance in human health.  

 FEMS. Microbiol. Rev. 30 (2006): 564-595. 

Kilvington, S.; Gray, T.; Dart, J.; Morlet, N.; Beeching, J. R.; Frazer, D. G.; and  

Matheson, M. Acanthamoeba keratitis: the role of domestic tap water 

contamination in the United Kingdom. IOVS. 45 (2004): 165-169. 

 



 

 

83 

 

Kim, K. S.; Mathers, W. D.; Alexandrakis, G.; Sutphin, J. E.; and Wiles, C. D. 

Polymerase chain reaction for Acanthamoeba keratitis, primer selection 

and inhibitory factors. Investig. Ophthalmol. Vis. Sci. 38 (1997):5016. 

Krishna-Prasad, B. N.; and Gupta, S. K.  Preliminary report on engulfment and retention  

of mycobacteria by trophozoites of axenically grown Acanthamoeba castellanii  

Douglas. Curr. Sci. 47 (1978): 245–247. 

La Scola, B.; and Raoult, D. Survival of Coxiella burnetti within free-living amoeba   

       Acanthamoeba castellanii. Clin. Microbiol. Infect. 7 (2001): 75-79. 

Lane, J. A.; Mathers, W. D.; and Sutphin, J. E. Variation in cases per month of  

Acanthamoeba, a waterborne pathogen. Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 38 (1997):  

S424. 

Lam, D. S.; Houang, E.; Fan, D. S.; Lyon, D.; Seal, D.; and Wong, E. Incidence and rick 

 factors  for microbial keratitis in Hong Kong: comparison with Europe and North 

 America. Eye. 16 (2002): 608-618. 

Laube, U.; and Kiderien, A. F. Balamuthia mandrillaris, an opportunistic agent of  

granulomatous amebic encephalitis, infects the brain via the olfactory nerve 

pathway. Parasitol. Res. 94 (2004): 49-52. 

Ledee, D. R.; et al. Acanthamoeba griffini Molecular characterization of a new corneal 

 pathogen. Investig. Ophthalmol. Vis. Sci. 37 (1996): 544-550. 

Lehmann, M. O.; et al. Polymerase chain reaction analysis of corneal epithelial and tear  

       samples in the diagnosis of Acanthamoeba keratitis. Investig. Ophthalmol. Vis. 

 Sci. 39 (1998): 1261–1265. 

Lekkla, A.; Sutthikornchai, C.; Bovornkitti, S.; and Sukthana, Y. Free-living amebae   

        contamination in natural hot springs in Thailand. Southeast Asian. J. Trop. Med.   

        Public. Health. 36 (2005): 5-6. 

Lewis, E. J.; and Sawyer, T. K. Acanthamoeba tubiashi n. sp., A new species of   

         fresh-water amoebida (Acanthamoebidae). Trans. Amer. Micros. Soc. 98 (1979):  

         543-549. 

 

 

 



 

 

84 

 

Lorenzo-Morales, J.; Ortega-Rivas, A.; Martinez, E.; Khoubbane, M.; Artigas, P.; Periago,  

M. V.; Foronda, P.; Abreu-Acosta, N.; Valladares, B.; and Mas-Coma, S. 

Acanthamoeba isolates belonging to T1, T2, T3. T4 and T7  genotypes from 

environmental freshwater samples in the Nile Delta region Egypt. Acta. Propica. 

100 (2006): 63-69. 

Lorenzo-Morales, J.; Lopez-Darias, M.; Martinez-Carretero, E.; and  Valladares, B.  

Isolation of potentially pathogenic strains of Acanthamoeba in wild squirrels  

from the Canary Islands and Morocco. Exp. Parasitol. 117 (2007): 74–79. 

Ly, T. M.; and Muller, H. E. Ingested Listeria monocytogenes survive and multiply in   

        protozoa. J. Med. Microbiol. 33 (1990): 51–54. 

Ma, P.; Visvesvara, G. S.; Martinez, A. J. ;Theodore, F. H.; Daggett, P. M.; and Sawyer, 

 T.K. Naegleria and Acanthamoeba Infections: review. Rev. Infect. Dis. 12 (1990):  

 490-513.   

Maghsood, A. H.; et al. Acanthamoeba genotype T4 from UK and Iran and isolation   

       of the T2 genotype from clinical isolates. J. Med. Microbiol. 54 (2005): 755-759. 

Marciano-Cabral, F. Biology of Naegleria spp. Microbiol. Rev. 52 (1988): 114–133.  

Marciano-Cabral, F.; and Cabral, G. Acanthamoeba spp. as agents of disease in 

 humans. J. Clin. Microbiol. Rev. 16 (2003): 273-307. 

Martinez, A. J. Infections of the central nervous system due to Acanthamoeba. Rev. 

 Infect. Dis. 13 (1991): S399-S402.  

Martinez, M. S.; Gonzalez-Mediero, G.; Santiago, P.; Rodriduez de Lope, A.; Diz, J.; 

 Conde, C.; and Visvesvara, G. S. Granulomatous amebic encephalitis in a patient 

 with AIDS: isolation of Acanthamoeba sp. group II from brain tissue and  

successful treatment with sufadiazine and fluconazole. J. Clin. Microbiol. 38  

(2000): 3892-3895. 

Matin, A. M.; Siddiqui, R.; Jayasekera, S.; and Khan, N. A. Inceasing importance of  

 Balamuthia mandrillaris. Clin. Microbiolo. Rev. 21 (2008): 435-448. 

Mazur, T.; Hadas, E.; and Iwanicka, I. The duration of the cyst stage and the viability    

        and virulence of Acanthamoeba isolates. Trop. Med. Parasitol. 46 (1995):  

 106–108. 

 



 

 

85 

 

Micheal, R.; Burghardt, H.; and Bergman, H. Acanthamoeba naturally intracellularly   

        infected with Pseudomonas aeruginosa, after their isolation from a 

 microbiologically contaminated drinking water system in the hospital. Zentralbl. 

 Hyg. Umweltmed. 196 (1995): 532-544.    

Miyazaki, T.; Yagita, K.; Yanagi, T.; Uemura, H.; and Kanbara, H. Seansonal   

        fluctuation of Acanthamoeba spp. contamination in water containers placed 

 indoors and outdoors. Acta. Med. Nagasaki. 52 (2007): 13-18. 

Moura, H.; Wallace, S.; and Visvesvara, G. S. Acanthamoeba healyi n. sp. and the 

 isoenzyme and immunoblot profiles of Acanthamoeba spp., Groups 1 and 3.  

J. Partozool. 39 (1992): 573-583. 

Nacapunchai, D.; Lamon, C.; Rungsittichai, C.; and Sriwichai, P. Isolation of free-living  

amoebae from soil and water resources in Thailand. J. Trop. Med. Parasitol.  

22 (1999): 22-26. 

Nacapunchai, D; Kihho, H.; Ruangsitticha, C.; Sriwichai, P.; Ishih, A.; and Terada, M. 

        A brief survey of free-living amebae in Thailand and Hamamatsu District, Japan. 

         Southeast Asian. J. Trop. Med. Public. Health. 32 (2001): 179-186. 

Nagington, J.; Watson, P. G.; Playfair, T. J.; McGill J.; Jones B. R. and Steele, A. D. 

 Amoebic infection of the eye. Lancet. ii (1974): 1537-1540. 

Nidhinandana, S.; and Leelayoova, S. Report of three cases of Acanthamoeba  

        meningoencephalitis and literature review. RTA. Med. J. 51 (1998): 235-239. 

Niederkorn, J. Y.; Alizadeh, H.; Leher, H.; and McCulley, J. P. The pathogenesis of   

     Acanthamoeba keratitis. Microbes. Infect. 1 (1999): 437-443. 

Niyyati, M.; Lorenzo-Morales, J.; Rahimi, F.; Motevalli-Haghi, A.; Martin-Navarro,  

        C. M.; Farnia, S.; Valladares, B.; and Rezaeian, M. Isolation and geotyping of  

        potentially Pathogenic Acanthamoeba strains from dust sources in Iran.  

Trans. R. Soc. Trop. Med. Hyg. (2009): 1-3. 

Page, F. C. Re-definition of the genus Acanthamoeba with descriptions of three   

        species. J. Parasitol. 14 (1967): 709-724. 

Page, F. C. A new key to fresh water and soil amoebae. Cumbria, UK: Fresh Water  

Biological Association Scientific, 1988. 

 



 

 

86 

 

Pettit, D. A.; Williamson, J.; Cabral, G. A.; and Marciano-Cabral, F. In vitro destruction of  

nerve cell cultures by Acanthamoeba spp.: a transmission and scanning electron  

microscopy study J. Parasitol. 82 (1996): 769–777. 

Preston, T. M.; Richards, H.; and Wotton, R. S. Locomotion and feeding of   

       Acanthamoeba at the water-air interface of ponds. FEMS. Microbiol. Lett.  

        94 (2001): 143-147.  

Pussard, M.; and Pons, R. Morphologies de la paroi kystique et taxonomie du genre    

 Acanthamoeba (Protozoa, Amoebida). Protistologica. 13 (1977): 557-598.  

Qvarnstrom, Y.; da Silva, A. J.; Schuster, F. L. Gelman, B. B.; and Visvesvara, G. S. 

Molecular confirmation of Sappinia pedata as a causative agent of amoebic 

encephalitis. J. Infect. Dis. 199 (2009): 1139-1142.   

Raoult, D.; Audic, S.; Robert, C.; Abergel, C.; Renesto, P.; Ogata, H.; La Scola, B.;   

        Suzan, M.; and Claverie, J. M. The 1.2-megabase genome sequence of 

 mimivirus. Science. 306 (2004): 1344-1350. 

Radford, C. F.; Dart, J.; and Minaissian, D. Acanthamoeba keratitis in England and  

Wales:  incidence, outcome and risk factors. Br. J. Opthalmol. 86 (2002): 536-542. 

Riviere, D.; Szczebara, F. M.; Berjeaud, J. M.; Frere, J.; and Hechard, Y. Development of  

a real-time PCR assay for quantification of Acanthamoeba trophozoites and cysts.  

J. Microbiol. Methods. 64 (2006): 78–83. 

Rowbotham, T. J. Preliminary report on the pathgenicity of Legionella pneumophila   

        for freshwater and soil amoeba. J. Clin. Pathol. 33 (1980): 1179-1183. 

Sansopha, L.; and Tulvatana, W. A non-contact lens related Acanthamoeba keratitis. 

        Chula. Med. J. 47 (2003): 661-666. 

Sawyer, T. K.; and Griffin, J. L. A proposed new family, Acanthamoebidae new family 

      (order Amoebida), for certain cyst-forming filose amoebae. Trans. Am. Microsc. 

 Soc. 94 (1975): 93-98. 

Schuster, F. L.; and Visvesvara, G. S. Efficacy of novel antimicrobials against clinical  

isolates of opportunistic amebas. J. Euk. Microbiol. 45 (1998): 612–618. 

Schuster, F. L.; and Visvesvara, G. S. Free-living amoebae as opportunistic and non-  

 opportunistic pathogens of humans and animals. Int. J. Parasitol. 34 (2004a):  

 1001–1027. 



 

 

87 

 

Schuster, F. L.; and Visvesvara, G. S. Opportunistic amoebae: challenges in prophylaxis 

 and treatment. Drug Resistance Update. 7 (2004b): 41-51. 

Schroeder, J. M.; et al. Use of 18S ribosomal DNA PCR and sequencing for genus   

       and genotype identification of Acanthamoeba from humans with keratitis and  

       sewage sluge. J. Clin. Microbiol. 39 (2001): 1903-1911. 

Seal, D. V.; Kirkness, C. M.; and Bennett, H. G. B. Population-based cohort study of 

 microbial keratitis in Scottland: incidence and features. Contact lens Anterior Eye. 

 22 (1999): 49-57.   

Sithinamsuwan, P.; Sangruchai, T.; Chiewvit, P.; and Poungvarin, N. Free-living    

        amoeba infections of the central nervous system in Thailand : report of two 

 patients and review of literature. Int. Med. J. Thai. 17 (2001): 350-360. 

Spanakos, G.; Tzanetou, K.; Miltsakakis, D.; Patsoula, E.; Malamou-Lada, E.; and Vakalis,  

N. C. Genotyping of pathogenic Acanthamoebae isolated from clinical samples 

in Greece-Report of a clinical isolate presenting T5 genotype. Parasitol. Int. 55 

(2006): 147-149. 

Stehr-Green, J. K.; Bailey, T. M.; and Visvesvara, G. S. The epidemiology of 

 Acanthamoeba keratitis in the united states. Am. J. Opthalmol. 107 (1989):  

 331-336.   

Steinert, M.; Birkness, K. K.; White, E.; Fields, B.; and Quinn, F. Mycobacterium   

       avium bacilli grow saprozoically in coculture with Acanthamoeba polyphaga and  

        survive within cyst walls. Appl. Environ. Microbiol. 64 (1998): 2256–2261. 

Stothard, D. R. ; et al. The evolutionary history of the genus Acanthamoeba and the  

       Identification of eight new 18S rRNA gene sequence type. J. Euka. Microbiol. 

 45 (1998): 45-54. 

Stratford, M. P.; and Griffiths, A. J. Variations in the properties and morphology of   

 cysts of Acanthamoeba castellanii. J. Gen. Microbiol. 108 (1978): 33-37. 

Sukthana, Y.; et al. Study of natural hot springs in Lop Buri Provience. Intern. Med. J.  

Thai. 20 (2004): 211-214. 

Tachikawa, T.; Ishibashi, Y.; Fujisawa, S.; Takazawa, S.; Nyunt, A. K.; and Miyanaga, Y.  

 A nation-wide surway on the occurrence of amebic keratitis in Japan. Nippon 

 Ganka Gakkai Zasshi. 99 (1995): 68-75. 



 

 

88 

 

Tavare, M.; et al. Diagnosis of first case of Balamuthia amoebic encephalitis in portugl  

by immunofluorescence and PCR. J. Clin. Microbiol. 44 (2006): 2660-2663. 

Taylor, P. W. Isolation and experimental infection of free-living amoeba in freshwater  

samples fishes. J. Parasitol. 63 (1977): 232-237. 

Thom, S.; Warhurst, D.; and Drasar, B. S. Association of Vibrio cholerae with fresh   

         water amoebae. J. Med. Microbiol. 36 (1992): 303-306. 

Tsvetkova, N.; Schild, M.; Panaiotov, S.; Kurdova-Mintcheva, R.; Gottstein, B.;   

         Walochnik, J.; Aspock, H.; Lucas, M. S.; and Muller, N. The identification of  

free-living environment isolates of amoebae from Bulgaria. Parasitol. Res.  

92 (2004): 405-413.  

Ulbelaker, J. E. Acanthamoeba spp.: “Opportunistic pathogens”. Trans. Am. Microsc. 

 Soc.110 (1991) : 289-299.  

Volkonsy, M. Hartmannella castellanii  Douglas et classification des Hartmannelles.   

        Arch. de Zool. Exp. Gen. 72 (1931): 317-339. 

Visvesvara, G. S. Classification of Acanthamoeba. Rev. Infect. Dis. 13 (1991): 369-372. 

Visvesvara, G. S.; Schuster, F. L.; and Martinez, A. J. Balamuthia mandrillaris, N.G., N.  

Sp., agent for amebic meningoencephalitis in humans and other animals.  

J. Eukaryot. Microbiol. 40 (1993): 504–514. 

Visvesvara, G. S.; Moura, H.; and Schuster, L. Pathogenic and opportunistic free-living    

 amoeba: Acanthamoeba spp., Balamuthia mandrillaris, Naegleria fowleri and   

 Sappinia diploidea. FEMS. Immunol. Med. Microbiol. 50 (2007): 1-26. 

Vodkin, M. H.; Howe, D. K.; Visvesvara, G. S.; and McLaughlin, G. L. Identification of  

      Acanthamoeba at the generic and specific levels using the Polymerase Chain   

       Reaction. J. Protozool. 39 (1992): 378-385. 

Walochnik, J.; Obwaller, A.; and Aspock, H. Correlations between morphological, 

          molecular biological and physiological characteristics in clinical and nonclinical 

          isolates of Acanthamoeba spp. Appl. Environ. Microbiol. 66 (2000): 4408-4413. 

Winiecka-Krusnell, J.; Wreiber K, von Euler, A.; Engstrand, L.; and Linder, E.  

Free-living amoebae promote growth and survival of Helicobacter pylori.  

Scand. J. Infect. Dis. 34 (2002): 253-256. 

 



 

 

89 

 

Walochnik, J.; Aichelburg, A.; Assadian, O.; Steuer, A.; Visvesvara, G.; Vetter, N.; and  

Aspock, H. Granulomatous Amoebic Encephalitis Caused by Acanthamoeba 

Amoebae of Genotype T2 in a Human Immunodeficiency Virus-Negative Patient. 

J. Clin. Microbiol. 46 (2008): 338-340. 

Yaowalark, S.;  Mario R.; Chutatip, S.; Teerachai, K.; Chalermchai, C.; and Boonchu, K.  

An exotic sinusitis. Trans.  Roy. Soc. of Trop. Hyg. 99 (2005): 555-557.   

 

  

  

 

 

 

 

  



 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

ภาคผนวก 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

91 

ภาคผนวก ก 
รูปสถานที่แหลงน้าํ 

 

 
รูปที่ 1. สนามกีฬาแหงชาตหิัวหมาก 

 

 

 
รูปที่ 2. บึงลําพังพวย 
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รูปที่ 3. มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร บางเขน 1 

 

 

 

 

 

 
รูปที่ 4. มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร บางเขน 2 
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รูปที่ 5. เมืองทองธาน ี

 

 

 
รูปที่ 6. หมูบานสัมมากร 1 



 

 

94 

 
รูปที่ 7. หมูบานสัมมากร 2 

 

 

 
รูปที่ 8. หมูบานเพอรเฟคเพส รามคําแหง 



 

 

95 

 

 
รูปที่ 9. รังสิต คลอง 6 
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ภาคผนวก ข 
         การเตรียมสารเคม ี

 
การเตรยีม Page’s ameba saline (10x) 
 Sodium chloride (NaCl)   1.20 g 

 Magnesium sulfate (MgSO4.7H2O)  0.04 g 

Potassium phosphate, dibasic (Na4HPO4) 1.42 g 

Calcium chloride (CaCl2.2H2O)  0.04 g 

Double distilled water to   1,000 ml 

  นําไปนึง่ฆาเชือ้ดวยหมอนึง่ปลอดเชื้อ* เกบ็ไวในอุณหภมูิที่ 4ºC 
 
การเตรยีม Nonnutrient agar (NNA) 
 10x ameba saline    100.0 ml 

 Agar        15.0 g 

 Double-distilled water    900.0 ml 

 นําไปนึง่ฆาเชือ้ดวยหมอนึง่ปลอดเชื้อ*  

 
การเตรยีม Peptone-yeast extract-glucose (PYG) mudium 
 Proteose Peptone       20.0 g 

 Yeast extract            2.0 g 

 Magnesium sulfate (MgSO4.7H2O)             0.980 g 

 Calcium chloride (CaCl2)              0.059 g  

 Sodium citrate (Na3C6H5O7.2H2O)                0.02 g 

 Ferric ammonium sulfate [Fe(NH4)2(SO4).6H2O)   0.02 g 

 Potassium phosphate, monobasic (KH2PO4)    0.34 g 

 Sodium phosphate, dibasic (Na2HPO4.7H2O)  0.355 g 

 Glucose        18.0 g 

 เติม CaCl2 ปรับ pH 6.5 ±0.2 

 นําไปนึง่ฆาเชือ้ดวยหมอนึง่ปลอดเชื้อ* เกบ็ไวในอุณหภมูิที่ 4ºC 
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การเตรยีม 0.5 EDTA (pH 8.0) 
  EDTA    186.1 g .    

  double distilled water  800   ml. 

นําสวนผสมทัง้ 2 อยางนี้มากวนดวย magnetic stirrer จนสารละลายเปนเนื้อ

เดียวกนั ปรับ pH ดวย NaOH ใหมีคา pH = 8 และปรับปริมาตรใหได 1 ลิตร ดวยน้าํกลั่น 

จากนั้นนําไปนึ่งฆาเชื้อดวยหมอนึง่ปลอดเชื้อ*  

 
การเตรยีม TBE buffer (10x)  
  Tris base    108 g. 

  Boric acid      55 g. 

  EDTA       7.4 g. 

 ปรับคา pH และปริมาตรใหเทากับ 8.3 และ 1 ลิตร จากนัน้จึงนําไปนึ่งดวยหมอนึง่

ปลอดเชื้อเชนเดียวกนั*  

 
การเตรยีม marker 
  DNA marker       20 μl. 

  Dye       80 μl. 

  TE buffer               360 μl. 

 
การเตรยีม TE buffer (10x) 
  1 M Tris     800 ml. 

  0.5 M EDTA    200 ml. 

  ผสมใหเขากนัแลวนําไปนึ่งฆาเชื้อดวยหมอนึ่งปลอดเชือ้กอนทีจ่ะใช * 
 
การเตรยีม 1 M Tris (pH 7.8)  
  Tris base           121.1 g. 

  น้ํากลัน่               800 ml. 

 นําสวนผสมทัง้ 2 มาละลายใหเปนเนื้อเดียวดวย magnetic stirrer จากนัน้ปรับ 

pH ดวย HCl ใหมีคา pH เทากับ 7.4 และปรับปริมาตรใหเทากับ 1 ลิตร โดยใชน้าํกลัน่ 

และนําไปนึง่ดวยหมอปลอดเชื้อกอนที่จะนาํไปใช *  

 
* ภายใตความดัน 15 ปอนดตอตารางนิว้ ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 20 นาท ี  
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การเตรยีม gel-loading buffers 
  bromophenol blue  0.25 g. 

  xylene cyanol FF   0.25 g. 

  glycerol in water      30 g. 

  ละลายในน้าํกลั่น โดยปรับปริมาตรใหเทากับ 1 ลิตร   
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 

 นางสาววริษา หนูประเสริฐ เกิดเมื่อวนัที ่5 ตุลาคม 2526 จังหวัดกรงุเทพมหานคร สําเร็จ

การศึกษาปริญญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาชวีวทิยา คณะวิทยาศาสตร มหาวทิยาลยั 

ศรีนครินทรวิโรฒ ในปการศึกษา 2548 และเขาศึกษาตอในหลักสูตรวทิยาศาสตรมหาบัณฑิต 

สาขาวิชาปรสติวิทยาทางการแพทย ภาควชิาปรสิตวิทยา คณะแพทยศาสตร  จฬุาลงกรณ

มหาวิทยาลยั ในปการศึกษา 2550 
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