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ที่ไดกรุณาใหคําแนะนํา และแกไขวิทยานพินธฉบับนี้ใหมีความถูกตองและสมบูรณมากยิง่ขึ้น 
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บทที่  1 

บทนํา 
 

 อะมีบาที่ดํารงชีพอิสระในธรรมชาติ (free-living amoeba, FLA) สามารถกอโรคในคนได 

มีอยูดวยกัน 4 ชนิด ไดแก Acanthamoeba spp., Balamuthia mandrillaris, Naegleria fowleri 

และ Sappinia sp. เมื่อเกิดการติดตอจะเขาทําลายระบบประสาทสวนกลางทั้งในคนและสัตว 

เปนเหตุถึงแกชีวิตได Acanthamoeba spp. และ B. mandrillaris ทําใหเกิดโรคสมองอักเสบชนิด

เร้ือรังหรือเฉียบพลัน (granulomatous amebic encephalitis, GAE) มักพบในผูทีม่ีภูมิคุมกัน

รางกายบกพรองหรือมีรางกายออนแอ นอกจากนี ้Acanthamoeba spp. ยังทําใหเกิดโรคผิวหนัง

อักเสบกึ่งเฉียบพลัน (cutaneous acanthamebiasis) และโรคกระจกตาอักเสบ (amebic keratitis) 

N. fowleri  ทาํใหเกิดเยื่อหุมสมองและเนือ้สมองอักเสบชนิดปฐมภูมิ (primary amebic 

meningeoencephalitis, PAM) พบไดทั้งในเด็กและผูใหญที่มีรางกายแข็งแรงโดยทั่วไปทีเ่กี่ยวของ

กับแหลงน้ําจดื (Marciano-Cabral & Cabral, 2003; Schuster & Visvesvara, 2004a; 

Visvesvara et al., 2007) ในป ค.ศ. 2001 มีรายงาน S. diploidea กอโรคในคน 1 ราย แต

ภายหลงัไดรับการพิสูจนดวยวิธ ีreal-time PCR วา Sappinia ที่ทําใหเกิดเยื่อหุมสมองอักเสบมี

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

 ในกลุมของอะมีบาที่ดาํรงชพีอิสระในธรรมชาติ Acanthamoeba เปนอะมีบาทีพ่บไดมาก 

ในดินและน้ํา โดยพบแพรกระจายอยูทัว่โลกทัง้ในเขตรอนชื้นจนถงึทวปีอารคติก ในวงชวีิตมี 2 

ระยะคือ ระยะโทรโฟซอยต (trophozoite) และระยะซิสต (cyst) ระยะโทรโฟซอยตเปนระยะที่มกีาร

สืบพันธุแบบไมอาศัยเพศแบบ binary fission มีขนาด 15-50 ไมโครเมตร กินแบคทเีรีย สาหราย

และยีสตเปนอาหาร บริเวณผิวมีโครงสรางคลายหนามลกัษณะใสยืน่ออกมา เรียกวา 

acanthopodia ชวยใหมีการยึดเกาะกับพืน้ผิว มีการเคลื่อนที่อยางเชือ่งชาและใชจบัเหยื่อเปน

อาหาร เมื่อสภาพแวดลอมไมเหมาะสมตอการดํารงชพีโทรโฟซอยตจะเปลี่ยนเปนซสิตที่มีขนาด  

10-25 ไมโครเมตร ผันแปรไปตามสปชีสและจีโนไทป (genotype) ซิสตมีผนังหนา 2 ชั้น 

ประกอบดวยผนังชัน้นอก (ectocyst ) และผนังชั้นใน (endocyst) คงทนอยูในสภาพแวดลอมได

หลายป ซิสตสามารถลอยไปในอากาศเนื่องจากมีขนาดเล็กทําใหมกีารแพรกระจายไปตามกระแส

ลม เมื่อสภาพแวดลอมเหมาะสมซิสตจะเปลี่ยนเปนโทรโฟซอยตอีกครัง้และมีการเจริญแบงตัว

ตอไป (Khan, 2003; Marciano-Cabral & Cabral, 2003; Schuster & Visvesvara, 2004a; 

Visvesvara et al., 2007) ระยะซิสตสามารถอยูรอดไดในสภาพแวดลอมที่หลากหลาย มีการแยก 

Acanthamoeba ไดจากน้ําประปา น้ํากลัน่ สระวายน้าํ น้ําแร น้ําทะเล ทะเลสาบน้ําจืดและน้ําเค็ม 
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แมน้ํา ทอระบายอากาศ ผิวน้ํา เครื่องปรับอากาศ สิ่งปฏิกูล ปุย ชายหาด ผัก อากาศ เครื่องมือ

ศัลยกรรม คอนเเทคเลนสและตลับเก็บทีม่ีการปนเปอน จากการเพาะเลี้ยง mammalian cell  

ในคนสามารถพบไดจากเยื่อบุโพรงจมกู เนือ้เยื่อปอดและสมอง ผิวหนังที่มีแผลเร้ือรัง น้ําไขสันหลัง 

และกระจกตา ในสัตวพบไดในปลา สัตวครึ่งบกครึ่งน้าํ สัตวเลื้อยคลานและสัตวเลี้ยงลูกดวยนม 

เปนตน 

 เชื้อสามารถเขาสูรางกายผานทางผวิหนงัที่เปนแผล ตา และระบบทางเดินหายใจ  

กอใหเกิดโรคสมองอักเสบชนิดเรื้อรังหรือเฉียบพลนั (granulomatous amebic encephalitis, 

GAE) โรคผิวหนงัอักเสบกึ่งเฉียบพลนั (cutaneous acanthamebiasis) และโรคกระจกตาอักเสบ 

(Acanthamoeba keratitis หรือ amebic keratitis, AK)  

โรคสมองอักเสบชนิดเรื้อรังหรือเฉียบพลนั (GAE) ที่มสีาเหตุจาก Acanthamoeba spp.  

พบไดในคนทีป่วยเปนโรคเรื้อรังหรือผูที่มภูีมิคุมกันบกพรอง เชน โรคเบาหวาน โรคพิษสุราเรื้อรัง  

และผูที่ไดรับการเปลี่ยนถายอวัยวะ รวมทัง้ผูปวยเอดส ในระยะเริ่มตนอาการของโรคเปนไปอยาง 

เชื่องชา ระยะเวลาตั้งแตติดเชื้อจนแสดงอาการเปนเวลาหลายอาทิตยจนถงึ 3 เดือน ผูปวยจะม ี

อาการปวดศีรษะเปนไขคลายไขหวัด คอแข็ง เจ็บคอ คลืน่ไสอาเจียน เมื่อเชื้อเขาสูสมองโดยผาน 

ทางกระแสเลอืด อาการของโรคจะทวีความรุนแรงมากขึ้น เยื่อหุมสมองเกิดการอักเสบและมีหนอง 

ทําใหสมองบวม มีเนื้อตายหลายแหงมีอาการชัก ประสาทหลอน มนึงง สับสน งวงซมึจนกระทัง่ 

เสียชีวิต การวนิิจฉัยโรคสมองอักเสบชนิดเรื้อรังหรือเฉียบพลัน (GAE) ยังคงเปนปญหาเนื่องจาก 

มีอาการเหมือนการติดเชื้ออ่ืนๆ ทางระบบประสาทรวมถงึไวรัส แบคทีเรีย และเชื้อรา การทาํ  

CT scan หรือ MRI ชวยใหมองเหน็บริเวณเนื้อเยื่อสมองที่ไดรับความเสียหายและการทดสอบ 

ทางเซรุมอาจมีประโยชนในขอสันนิษฐานโรคสมองอักเสบชนิดเรื้อรังหรือเฉียบพลนั (GAE)  

แตไมมีทางรักษาเนื่องจากผูปวยเสียชีวิตกอน     

 โรคผิวหนงัอักเสบกึ่งเฉยีบพลันพบมากในผูปวยเอดสซึ่งมีรายงานครัง้แรกในป ค.ศ. 1986 

ขั้นตอนของโรคเปนไปอยางรวดเร็วและรุนแรง อาจมหีรือไมมีอาการทางประสาทรวม สวนมาก

เสียชีวิตภายใน 1 เดือนหลงัอาการทางประสาทปรากฏ นอกจากนีย้ังพบไดในผูที่เปนโรค 

เยื่อหุมสมองอักเสบและผูที่รับการเปลี่ยนถายอวยัวะหรือผูที่มีภูมิคุมกนับกพรองทําใหเกิดแผล

เร้ือรัง ผิวขรุขระ ขอบแผลไมเรียบ ผูปวยอาจไดรับการวนิิจฉัยเปนแผลติดเชื้อจากแบคทีเรียหรือ

ภูมิแพผิวหนงั ไมสามารถรักษาใหหายขาดได แมจะมีการใชยาหลายขนานรวมกนั (Marciano-

Cabral & Cabral, 2003; Khan, 2006) 

  โรคกระจกตาอักเสบมีรายงานครั้งแรกในป ค.ศ. 1974 ที่สหราชอาณาจักรและในป  

ค.ศ. 1975 ทีส่หรัฐอเมริกา โดยผูสวมใสคอนแทคเลนสเปนกลุมที่มีความเสี่ยงสูงในการเปน 

Acanthamoeba keratitis เนื่องจากการลางคอนแทคเลนสไมสะอาด ตลับแชคอนแทคเลนส 
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มีการปนเปอนและบริเวณ corneal epithelial ที่ดวงตามบีาดแผลซึ่งสามารถพัฒนาไปเปน  

keratitis ได (Nagington et al., 1974; Jones et al., 1975) รวมทั้งการวายน้ําหรือลางตาขณะที ่

ใสคอนแทคเลนส ผูปวยจะมอีาการเคืองตา น้ําตาไหล ปวดตาอยางรุนแรง กระจกตาขุน มานตา 

อักเสบ มหีนองในตา การมองเหน็เริ่มไมชดั อาจถกูวนิิจฉัยผิดวาเกิดจาก herpes simplex virus  

อาการเปนๆ หายๆ ระยะหนึ่งและทวีความรุนแรงขึ้น บริเวณตาจะปรากฏลักษณะคลายวงแหวนขึ้น  

(ring stromal infiltration) ซึ่งเปนลกัษณะที่ชวยในการวนิิจฉัยวาเปน Acanthamoebic keratitis  

ยืนยนัผลดวยการขูดชิ้นสวนกระจกตาไปเพาะเลี้ยงและทดสอบดวยเทคนิค PCR ซึ่งมีความจําเพาะ 

สูง (Khan, 2006) 

 ในประเทศไทยมีการสาํรวจพบ Acanthamoeba  คร้ังแรกในป พ.ศ. 2531 ที่จังหวัด

นครราชสีมาโดยมยุรัตนและคณะ (มยุรัตน เทพมงคล, 2532) ในป พ.ศ. 2541 ดวงพรและคณะ 

ไดทําการสาํรวจอะมีบาที่ดาํรงชีพอิสระจากแหลงดินและน้ําใน 14 จังหวัด จากทกุภาคของ 

ประเทศไทย ในเดือนมนีาคม-เมษายน สามารถพบ Acanthamoeba  ใน 9 จังหวัด ไดแก ตาก 

สุโขทัย บุรีรัมย สระบุรี กรุงเทพฯ ปทุมธานี ราชบุรี เพชรบุรี และพัทลงุเปนรอยละ 46.4 จาก 

ตัวอยางที่เปนอะมีบาดํารงชพีแบบอิสระชนิดอื่นๆ 125 ตัวอยาง (Nacapunchai et al., 1999)  

และในป พ.ศ. 2544 มีการสาํรวจความชุกของ Acanthamoeba จากแหลงน้ําในสิ่งแวดลอมเปน

รอยละ 36.7 (Nacapunchai et al., 2001) ในป พ.ศ. 2547 มีการคนพบอะมีบาดํารงชีพแบบ 

อิสระในบอน้าํพุรอนเปนครั้งแรกที่จังหวัดลพบุรี (Sukthana et al., 2004) จึงมีการสํารวจ 

บอน้ําพุรอนเพิ่มเติมในปถดัมาจํานวน 13 จังหวัดจากภาคกลางและภาคใต ไดแก สุราษฎรธาน ี

พังงา ลพบุรี เพชรบูรณ และกําแพงเพชร มีความชกุของ Acanthamoeba รอยละ 13  

(Lekkla et al., 2005) 

จากรายงานผูปวยที่มีสาเหตุจาก Acanthamoeba  ในประเทศไทยพบวามีผูปวยโรค 

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

ตอมาในชวงป พ.ศ.2533-2535 มีรายงานผูเสียชีวิตจาก GAE 4 ราย ในป พ.ศ. 2539  

นพ.สามารถ นิธนิันท ตรวจพบผูปวย GAE จากการพบในน้าํไขสันหลงัของผูปวยถงึ 3 ราย 

(Nidhinandana & Leelayoova, 1998) ในป พ.ศ. 2344 มีรายงานผูปวย GAE 1 ราย  

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

ผูปวยติดเชื้ออะมีบาที่ดํารงชพีแบบอิสระ 2 ชนิดรวมกันเปนครั้งแรก คอื Naegleria และ 

Acanthamoeba จากตรวจหาเชื้อในโพรงจมูก โดยผูปวยไมมีอาการทางสมอง (Yaowalark  

et al., 2005) นอกจากนีย้ังมีรายงานผูปวยจากการติดเชื้อ Acanthamoeba ที่ดวงตาครั้งแรก 

ในป พ.ศ. 2531 เนื่องจากเศษดินกระเดน็เขาตาขณะทําสวนในเขตชานเมืองกรงุเทพฯ ในป  

พ.ศ. 2533 อีก 1 ราย มีสาเหตุจากน้าํกระเด็นเขาตาซึง่มีเดมิมีบาดแผลอยู (Jongwutiwes et al.,  
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2000) และในป พ.ศ. 2546 จํานวน 1 ราย เกิดจากเศษดินเขาตา (Sansopha & Tulvatana, 

2003)  

  ในธรรมชาติจึงมี Acanthamoeba อยูไดทั่วไปโดยเฉพาะในแหลงดนิและน้ําซึง่พบไดเปน

ปกติและมีสภาพแวดลอมใกลชิดกับคน สามารถติดตอสูคนและกอใหเกิดโรคตาง ๆ ซึ่งมีอาการ

และความรุนแรงของโรคแตกตางกันไป บางชนิดมีความรุนแรงในการกอโรคสูง บางชนิดกอโรคได

นอยหรือไมกอโรค ดังนัน้การศึกษาความหลากหลายในระดับโมเลกุลของ Acanthamoeba ที่

กระจายตวัอยูในธรรมชาติจะชวยใหทราบถึงลักษณะทางพนัธุกรรมที่อาจเกี่ยวของกบั

ความสามารถในการกอโรค ขอมูลดังกลาวจะเปนประโยชนและมีความสําคัญเพื่อทราบถึงโอกาส

และความเสีย่งในการติดตอสูคนได 
 



บทที่  2 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 
 

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 มาจากคาํวา acanth ในภาษากรีกแปลวา หนาม รวมเขากับคําวา 

amoebae หมายถงึ อะมีบาที่มีโครงสรางคลายหนาม Castellani (1930) ไดคนพบอะมีบาจาก

ปนเปอนในการเพาะเลีย้ง Cryptococcus pararoseus โดยอะมีบาดงักลาวมีรูปรางกลมรี เสนผาน

ศูนยกลางประมาณ 13.5-22.5 ไมโครเมตร มี pseudopodia หรือเทาเทยีม ระยะซิสตมีผนังสองชัน้ 

เสนผานศูนยกลางประมาณ 9-12 ไมโครเมตร Douglas (1930) ไดจัดใหอะมีบาชนิดนี้อยูใน จนีัส 

Hartmannella และต้ังชื่อวา Hartmannella castellanii ตอมา Volkonsky (1931) ไดพิจารณาวา

จีนัส Hartmannella ไมใชลักษณะของกลุมที่แทจริงจึงทาํการแบงจีนัสใหมออกเปน 3 จีนัส ดงันี ้

1. Hartmannella ระยะซิสตของอะมีบามีลกัษณะกลม ผนังเรียบ 

  2. Glaeseria  ระยะซิสตของอะมีบามกีารแบงนวิเคลียส 

  3. Acanthamoeba ในการแบงเซลลแบบ mitosis มี spindle fiber เปนขั้ว 

ของเซลล ระยะซิสตมีผนงั 2 ชั้นและมีรูเปดถึงกนั ผนังชัน้นอกมีรูปรางไมสม่ําเสมอ 

ดังนัน้จึงไดมีการจําแนกอะมบีาดังกลาวจากจีนัส Hartmannella มาอยูในจนีัส 

Acanthamoeba และมีชื่อใหมวา Acanthamoeba castellani  Page (1967) ไดพิจารณาวา

อะมีบาที่ Puschkarew แยกไดจากฝุนในป ค.ศ. 1913 ทีม่ีชื่อวา Amoeba polyphagus นั้นมี

ลักษณะที่ตรงกับจีนัส Acanthamoeba และไดเปล่ียนชือ่เปน Acanthamoeba polyphaga 
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Sawyer และ Griffin (1975) ไดตั้ง family Acanthamoebidae ขึ้นและ Page (1988) ไดตั้ง 

suborder Acanthopodina ภายใต order Amoebida   

Pussard และ Pons (1977) ไดพิจารณา Acanthamoeba ออกเปน 3 กลุมโดยใชลักษณะ

สัณฐานวิทยาของซิสตเปนเกณฑ โดยผนงัชั้นในของซิสตจะหดตัวเขาไปทําใหเหน็เปนแขนยืน่

ออกมาชิดติดกับผนงัชั้นนอกตามขนาดและจํานวนแขนภายในซิสต ดังนี ้  

กลุมที ่1 โทรโฟซอยตและซสิตมีขนาดใหญ เสนผานศนูยกลางของซสิตโดย 

เฉล่ียตั้งแต 18 ไมโครเมตร ข้ึนไป ผนงัชั้นนอกและชัน้ในของซิสตมีระยะหางออกจากกันมาก 

ผนังชัน้นอกของซิสตมีผิวเรยีบหรือหยักเปนรอยยนเล็กนอย ผนังชั้นในของซิสตมีลกัษณะเปนแฉก

คลายดาว บริเวณที่ผนังชัน้นอกและชั้นในของซิสตชิดกันจะเหน็เปนแขนหรือรัศมี มีฝาปดอยูที่

ระนาบเดยีวกบัผนังชัน้นอกของซิสต  ดังรูป 1(a) ประกอบดวย 4 สปชีส ไดแก A. astronyxis,  

A. comandoni, A. echinulata และ A. tubioshi  ซิสตของ A. astronyxis มีขนาด 16-28 

ไมโครเมตร โดยเฉลี่ย 19.2 ไมโครเมตร ม ี5-7 แขน ผนงัซิสตชั้นในสัมผัสกับผนงัซิสตชั้นนอกใน

ระดับเดียวกนั ซสิตของ A. comandoni มีขนาด 21-30 ไมโครเมตร โดยเฉลี่ย 25.6 ไมโครเมตร  

มี 6-10 แขน ผนงัซิสตชัน้ในสัมผัสกับผนงัซิสตชั้นนอกในหลายในระดับ ซิสตของ A. echinulata  

มีขนาด 18.4-29.9 ไมโครเมตร โดยเฉลี่ย 25 ไมโครเมตร มี 12-14 แขน ผนังซิสตชัน้ในสัมผัสกับ

ผนังซิสตชัน้นอกในหลายในระนาบ และซิสตของ A. tubioshi มีเสนผานศนูยกลางซิสตมากกวา

ตั้งแต 22.6 ไมโครเมตรขึ้นไป   

กลุมที ่2 ซิสตมีเสนผานศนูยกลางนอยกวา 18 ไมโครเมตร เปนกลุมทีพ่บได 

มากที่สุดและแพรกระจายอยูทั่วไปในสิ่งแวดลอม ผนังชัน้นอกและผนงัชั้นในอาจอยูชิดหรือหางกนั 

ผนังชัน้นอกอาจหนาหรือบาง ผนงัชั้นในมีทั้งรูปรางหลายแบบ ทั้งสามเหลี่ยม หลายเหลีย่ม เปน

แฉก รูปรางกลมหรือรูปไข มักจะเห็นแขนหรือแฉกไมชัดเจน ดงัรูป 1(b) ฝาปดที่รูเปดดานนอกเกิด

จากการพับตัวของผนงัชัน้นอกของซิสต ประกอบดวย 11 สปชีส ไดแก A. mauritaniensis,  

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

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

กลุมที ่3 ซิสตมีเสนผานศนูยกลางนอยกวา 18 ไมโครเมตร ผนังชัน้นอกเรียบ 

และบางหรือเปนคลื่นเลก็นอย ผนงัชัน้ในมักกลมอาจเหน็เปนมุม 3-5 มุม ดังรูป 1(c) ไดแก  

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

1991; Khan, 2006) 

 จากลักษณะรปูรางตาง ๆ ของซิสตเพียงอยางเดียวนั้นไมสามารถแยกแยะระหวางซิสตใน

กลุมที ่2 และ 3 ได (Visvesvara, 1991) เนื่องจากขนาดของซิสตในสภาวะการเพาะเลี้ยงนัน้มี

ขนาดไมแนนอน (Stratford & Griffiths, 1978) จึงไดมีความพยายามที่จะจัดความสัมพันธภายใน
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จีนัสใหเปนหมวดหมู โดยใชวิธีการทางโมเลกุลมาเปนเกณฑเพื่อพิจารณากับลักษณะของกลุมซสิต

ที่ Pussard และ Pons (1977) ไดแบงไวดวยการวิเคราะหลําดับเบสใน 18S rRNA gene, 

mitochondrial 16S rRNA gene, mitochondrial genome หรือ whole-cell DNA ดวยเทคนิค 

PCR ตาง ๆ เชน standard PCR, real-time PCR, RAPD-PCR และ RFLP-PCR เปนตน 

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

 ปจจุบันทางสมาคมนกัโปรโตซัวระหวางประเทศไดยกเลกิการจัดหมวดหมูในระบบเดิมที่

แบงเปน “kingdom”, “phylum”, “class”, “sub-class”, “super-order” และ “order” โดยแทนที ่

ดวยระบบใหมซึ่งมีความใกลเคียงกับลักษณะทางสัณฐานวิทยา กระบวนการทางชีวเคมี และ

วิวัฒนาการทางโมเลกุลมากขึ้น ในการจดัรูปแบบใหมไดแบงยูคาริโอตออกเปน 6 กลุม (super 

groups) ไดแก Amoebozoa, Opisthokonta, Rhizaria, Archaeplastida, Chromalveolata และ 

Excavata ดวยระบบใหมนี้ Acanthamoeba ถูกจัดอยูในกลุม Amoebozoa (family 

Acanthamoebidae) (Adl et al., 2005) 

 

 

 

 
 

 

รูปที่ 1.  ลักษณะซิสตในกลุมที่ 1, 2 และ 3  

(a) ซิสตกลุมที่ 1, (b) ซิสตในกลุมที่ 2 และ (c) ซิสตในกลุมที่ 3 

 

 

 

 

 

 

(a) (b) (c) 
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วงจรชวีิตและการเจริญเติบโตของ Acanthamoeba   
 วงจรชีวิตของ Acanthamoeba ประกอบดวย 2 ระยะคือ ระยะโทรโฟซอยตและระยะซิสต 

ดังแสดงในรูปที่ 2 และ 3 สามารถเขาสูรางกายผานทางผวิหนังที่เปนแผล ตาและระบบทางเดิน

หายใจ ดังแสดงในรูปที ่4 ปจจุบันมีมากกวา 24 สปชีส Acanthamoeba ที่กอโรค ไดแก  

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

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

ระยะโทรโฟซอยตมีขนาด 15-50 ไมโครเมตร ภายในเซลลประกอบดวยนิวเคลียส 1 อัน 

เห็นนวิคลีโอลัสชัดเจน มปีริมาณดีเอ็นเอรอยละ 80 ถึง 85 ของดีเอ็นเอทั้งหมด มีไมโทคอนเดรีย 

จํานวนมากไวสรางพลงังานสําหรับกระบวนการเมทาบอลิซึม รวมถึงการกินอาหาร การเคลื่อนที่ 

การสืบพนัธุและหนาที่อ่ืน ๆ ภายในเซลล เอนโดพลาสมกิเรติคูลัมที่มีไรโบโซมมาเกาะมีหนาที่ใน

การสังเคราะหโปรตีน คอนแทรคไทลแวคิวโอลควบคุมปริมาณน้ําและขับออกจากเซลล  

เยื่อหุมเซลลม ีlipophosphoglycan เปนสวนประกอบและมีโมเลกุลของน้าํตาลอยูทั้งสองฝง  

ที่บริเวณผิวมีโครงสรางคลายหนามและมลีักษณะใสยืน่ออกมา เรียกวา acanthopodia เกิดจาก

การหดตัวของไซโตพลาสซึม ใชในการยึดเกาะพื้นผวิ การเคลื่อนที่และการจับเหยื่อ กินแบคทีเรีย 

สาหรายและยสีตเปนอาหาร ดวยการกนิแบบ phagocytosis หรือสราง food cup ซึ่งเปนโครงสราง

ชั่วคราวเพื่อนาํอาหารเขาไป มีการสืบพนัธุแบบไมอาศัยเพศดวยการแบงตัวแบบ binary fission ซึ่ง

ใชเวลาตางกนัในแตละชนดิและจีโนไทป ตั้งแต 8-24 ชัว่โมง เมื่อสภาพแวดลอมไมเหมาะสมแกการ 

ดํารงชีพ โทรโฟซอยตจะมกีจิกรรมทางเซลลลดลง จะขบัอาหาร น้าํและของเสียตางๆ ออกมา 

แลวหดตัวแนนสรางผนงัขึ้นมาลอมรอบตัวเอง 2 ชั้น มีรูปรางกลม (Marciano-Cabral & Cabral, 

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

 

 
 

รูปที่ 2. Acanthamoeba ในระยะโทรโฟซอยต 
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 ระยะซิสตมีขนาด 10-25 ไมโครเมตร มีผนัง 2 ชั้น ผนังชั้นนอก เรียกวา ectocyst  มี

ลักษณะเรียบหรือหยกัเปนคลื่นพับไปมา มีโปรตีนและไขมันเปนองคประกอบ ผนงัชั้นในเรียกวา 

endocyst ประกอบดวยเซลลูโลสซึ่งไมพบในระยะโทรโฟซอยต ผนงัชัน้ในมีรูปรางหลายแบบไม

แนนอนตั้งแตกลม รี หรือหลายเหลี่ยม ผนังซิสตอาจอยูชิดหรือหางออกจากกัน บริเวณที่สัมผัสกนั 

จะมีรูขนาดเลก็ไวติดตอกับส่ิงแวดลอมภายนอก เรียกวา ostiole เกิดจากผนังชัน้นอกเวาเขามาและ

ผนังชัน้ในยื่นออกไปบรรจบกัน เปนชองสาํหรับใหอะมบีาออกมาเจรญิเปนโทรโฟซอยตไดใหม  

มีจํานวนแตกตางกนัไปในแตละสปชีส ระยะที่เพิง่เขาซสิตจะยังคงเหน็คอนแทรคไทลแวคิวโอล  

ซิสตมีความทนทานตอสภาพที่แหงแลง ขาดแคลนอาหาร อุณหภูมิและชวง pH ทีก่วาง ตานทาน

ตอยาฆาเชื้อโรค น้ํายาคลอรีน และยาปฏิชีวนะ นอกจากนี้ยงัทนตอรังสี เชน แกมมา (250 Krads) 

และยูวี (800 mJ/cm2) แตสามารถถูกทําลายไดดวยคลืน่ไมโครเวฟและการ autoclave (Ma et al., 

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

et al., 2007) ระยะซิสตสามารถแพรกระจายไปในสิง่แวดลอมไดทางอากาศ ฤดูกาลที่มีฝุน

โดยเฉพาะในฤดูใบไมผลิและฤดูใบไมรวง จะชวยทําใหเกิดการแพรกระจายของซิสตไปใน

สิ่งแวดลอม (Miyazaki et al., 2007; Niyyati et al., 2009) ซิสตสามารถอยูรอดไดจากการเก็บ

รักษาไวในน้าํที่อุณหภูมหิองไดนาน 2 ป ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซสเซยีสไดนานถึง 24 ปและยังคง

ความสามารถในการกอโรคได (Biddick et al., 1984; Mazur et al., 1995) 

 

 

 
 

รูปที่ 3. Acanthamoeba ในระยะซิสต 
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 Acanthamoeba สามารถเจริญเติบโตดีทั้งสภาพทีเ่ปนกรดและเบส มีคา pH ในชวง  

4-12 แตการกอโรคนั้นตองอาศัยจังหวะและชวงเวลาที่เหมาะสม (Khan, 2003) โดยสายพนัธุที ่

กอโรคไดจะปรากฏ acanthopodia จํานวนมากและมีการสราง food cup มากขึน้ (Khan, 2001) 

อาศัยอยูไดในดินและน้าํซึ่งมีแบคทีเรียเปนอาหาร แหลงน้าํทีม่ีอุณหภมูิอุนอาจชวยเพิ่มการ

เจริญเติบโตในสิ่งแวดลอมโดยเฉพาะสายพันธุทีท่นความรอนได (Schuster & Visvesvara, 

2004a) สามารถพบไดทั้งบริเวณผิวน้ํา (Preston et al., 2001) และตะกอนกนแมน้าํ (Lewis & 

Sawyer, 1979) โดยแบคทีเรียในแหลงน้าํจะชวยเพิ่มปริมาณอะมีบา (Tsvetkova et al., 2004) 

โดยเฉพาะแหลงน้าํทีม่ีแบคทีเรียโคลิฟอรม (Ettinger et al., 2003)  

 ในธรรมชาติ Acanthamoeba ยังเปนโฮสตใหแบคทีเรียกอโรคหลายชนิด เชน Legionella 

pneumophila ทาํใหเกิดโรคลีเจียนแนร (Legionnaire's disease) (Rowbotham, 1980) 

Escherichia coli O157 ทาํใหทองเสีย (Barker et al., 1999) Coxiella burnetti ทําใหเปน  

Q fever (La Scola & Raoult, 2001) Pseudomonas aeruginosa ทําใหกระจกตาติดเชื้อ 

(Micheal et al., 1995) Vibrio cholerae ทําใหเปนอหิวาต (Thom et al., 1992) Helicobacter 

pylori  ทาํใหเปนโรคกระเพาะ (Winiecka-Krusnell et al., 2002) Simkania negevensis ทําให

เปนปอดบวม (Kahane et al., 2001) Listeria monocytogenes ทําใหเกิดโรคลิสตีไรโอซิส  

(Ly & Muller, 1990) และ Mycobacterium avium ทําใหเกิดโรคเกี่ยวกับทางเดินหายใจ  

(Krishna-Prasad & Gupta, 1978; Steinert et al., 1998) นอกจากนี้ยงัพบวามีไวรัสซึ่งมีขนาด

ใหญ (mimivirus) ถงึ 1.2 Mb อาศัยอยูใน Acanthamoeba polyphaga มีชื่อวา 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) 

เกิดจากเชื้อปรสิตกอโรค 2 ชนิด คือ Acanthamoeba spp. และ Balamuthia mandrillaris 

เขาสูรางกายโดยการหายใจผานเขาทางโพรงจมกู ไปยงัระบบประสาทสวนกลางและสมองดวย

กระแสเลือดทีม่าจากปอดหรือบาดแผลบนผิวหนงั นอกจากนี้ยังพบการแพรกระจายของอะมีบาที่

อวัยวะอื่น ๆ ไดแก ตับ ตับออน ไต ตอมหมวกไต ตอมลูกหมาก ตอมน้ําเหลือง ไขกระดูกและชั้น

กลามเนื้อเรียบในผนงัมดลกู  

 อาการของโรคในระยะเริ่มตนเปนไปอยางเชื่องชาและเริ่มรุนแรงจนเกดิอาการเรื้อรังเปน

เวลานานหลายอาทิตยหรือหลายเดือน แตใน B. mandrillaris มีระยะการกอโรคทีน่านกวาจนถึง

ประมาณ 2 ป มีอาการคลายกับเยื่อหุมสมองอักเสบจากไวรัส แบคทีเรียหรือวัณโรค ผูปวยมีอาการ

ทางจิตและพฤติกรรมเปลี่ยนแปลงไป ไดแก อาการสับสนมึนงง หงุดหงิด ฉุนเฉยีว เซื่องซึม งวงนอน

และประสาทหลอน ปวดศีรษะ มีไขต่ํา คลื่นไสอาเจียน เบื่ออาหาร ความดันภายในกะโหลกศีรษะ

เพิ่มข้ึน อัมพาตครึ่งซีก พูดไมได เกิดภาพซอนและเบลอ ลูกตาบวม ชกั ไมรูสึกตัวและเสียชีวิตดวย

ภาวะสมองอักเสบ  

 สมองมีลักษณะบวมและออนนวม บริเวณเยื่อหุมสมองอาจมหีนองไหล มีเซลลตายและ

เลือดออกหลายแหง พบรอยแผลไดในบริเวณ midbrain, thalamas, brainstem, corpus 

callosum, cerebellum และคอในบริเวณไขสันหลัง มักแพรไปยัง olfactory bud และสวนฐานของ 

frontal lobe ภายในเนื้อเยือ่พบอะมีบาไดทั้งระยะโทรโฟซอยตและซสิต อาจพบ multinucleated 

giant cell ที่มากินอะมีบา และพบอะมีบาจํานวนมากในบริเวณชองวางรอบหลอดเลอืดที่มีการ

อักเสบในเนื้อเยื่อบริเวณนัน้ ๆ หรือฝงอยูในผนงัหลอดเลอืด บางครั้งพบกลุมของโทรโฟซอยตโดยไม

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

 การวนิิจฉัยสามารถนาํน้ําไขสันหลงัมาตรวจสอบโดยปนตกตะกอนดวยความเร็วรอบต่ํา 

250 x g เปนเวลา 10 นาท ีแตไมอาจพบเชื้อไดเสมอไป การยอมดวยสี Giemza-Wright  

โทรโฟซอยตและซิสตติดสีมวงชวยแยกแยะความแตกตางระหวาง lymphocyte erythrocyte และ 

polymorphology leukocyte ได (Martinez, 1991) ในน้าํไขสันหลงัจะมีจํานวนเม็ดเลือดขาว

มากกวาปกติ (pleocytosis) สวนมากเปน lymphocyte และมีจํานวน polymorphology 

leukocyte เพิม่ข้ึน มีระดับโปรตีนมากขึน้แตน้ําตาลลดลง (Marciano-Cabral & Cabral, 2003) 

การไมปรากฏไวรัสและแบคทีเรียชวยยนืยนัการติดเชื้อจากอะมีบาได (Khan, 2005b) Balamuthia 

มีการเคลื่อนไหวที่เชื่องชา pseudopodia แผกวาง มีนิวเคลียสไดถึง 3 อัน ขณะที่ Acanthamoeba 

มีนิวเคลียส 1 อัน ซิสตของ Balamuthia มีผนัง 3 ชั้น ผนงัชัน้ในหนาผนังชัน้นอกบางและไมเรียบ 
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ไมเจริญเติบโตในเพลทวุนทีป่ราศจากสารอาหารรวมกับแบคทีเรีย มีเพียง Acanthamoeba เทานัน้

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

Acanthamoeba ที่ฝงอยูในเนื้อเยื่อเมื่อยอมดวยสี Periodic acid-Schiff (PAS) จะเห็น

ผนังซิสตติดสแีดง สี Gomori methenamine silver ผนังซิสตติดสีดํา สี  Wheatley Trichrome ผนัง

ซิสตติดสีเขียว ไซโตพลาสซมึติดสีมวงปนเขียวและคารีโอโซมติดสีแดง (Ma et al., 1990) บางครั้ง

การยอมดวยสี hematoxylin และ eosin ไมสามารถแยกอะมีบาทัง้สองออกจากกนัได วิธทีี่ใช

วินิจฉัยเพิม่เตมิในปจจุบนัไดแก การยอมดวย indirect immunofluorescent (IIF) และการทาํ PCR 

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

 ในคนปกตทิั่วไปจะมีแอนติบอดีซึ่งสามารถตอตาน  Acanthamoeba ได (Cursons et al., 

1980) โดยทาํงานรวมกบั neutrophil และ macrophage ในการกําจดัอะมีบาเพื่อยับยั้งการติดตอ

ดวย alternative complement pathway (Khan, 2006) มักพบโรคสมองอักเสบชนิดเรื้อรังหรือ

เฉียบพลนัในผูที่มีภูมิคุมกันบกพรอง ผูที่มอีาการปวยเรือ้รังและรางกายออนแอ เชน เอดส 

เบาหวาน ปอดอักเสบ ไตวาย ตับแข็ง พิษสุราเรื้อรัง เยื่อบุโพรงจมกูอักเสบ ระบบน้าํเหลืองผิดปกต ิ 

ระบบเลือดลมเหลว โรค gammalobulinemia โรคภูมิแพตัวเอง (systemic lupus erythrematous, 

SLE) ภาวะพรอง glucose-6-phospate วณัโรค มะเร็ง หญิงตั้งครรภ รวมทัง้ผูที่ไดรับยากด

ภูมิคุมกันเนื่องจากการปลกูถายอวัยวะ ผูที่รับการฉายรงัสี การใชยาสเตอรอยดหรือมีกิจกรรมที่

เกี่ยวของกับแหลงน้ําที่มีการปนเปอน (Khan, 2005b; Khan, 2006) ในขณะที ่B. mandrillaris พบ

ทั้งในคนปกตแิละผูที่มีภูมิคุมกันบกพรอง (Matin et al., 2008)  

 การรักษาเกิดจากการใชยาหลายตวัรวมกนัแตยาที่มีประสิทธิภาพในการทดลองไม

สามารถยืนยนัไดวาจะใหผลในการรักษาไดเสมอไป ยาตัวเดียวกนัอาจรักษาผูปวยไดรายหนึ่ง 

แตอาจรักษาไมไดในอีกรายและโอกาสที่จะรักษาใหหายนั้นมนีอยมาก (Schuster & Visvesvara, 

2004a) ยาที่ใชในการรักษา เชน ketoclonazole, fluconazole, sulfadiazine, pentamidine 

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

clarithromycin, azithromycin, itraconazole หรือ rifampin แตตัวยาคอนขางมีผลขางเคียง 

(Khan, 2005b)  

 Acanthamoeba ทีท่ําใหเกดิโรคสมองอักเสบชนิดเรื้อรังหรือเฉียบพลนั ไดแก  

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

นอกจากนีย้ังสามารถกอโรคไดในระบบประสาทสวนกลางของสัตว เชน กอริลลา ลิงหางยาว สุนัข 

แกะ ววั มา จงิโจ และยังพบไดในนก สัตวเลื้อยคลาน สัตวคร่ึงบกครึ่งน้าํ ปลา หรือแมกระทัง่สัตวไม

มีกระดูกสันหลัง (Visvesvara et al., 2007) 
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Acanthamoeba keratitis, AK 
  Acanthamoeba สามารถกอโรคที่กระจกตาได เรียกวา Acanthamoeba keratitis หรือ 

AK ทําใหกระจกตาอักเสบ เกิดขึ้นไดกับคนทัว่ไปในผูที่ใสคอนแทคเลนสและกระจกตามีบาดแผล 

มักเกิดกับตาเพียงขางเดยีวแตสามารถเกดิ keratitis ทั้งสองขางได (bilateral keratitis) และไม

สามารถนําไปสูการติดเชื้อทีส่มองไดแมจะมีอาการมานตาอักเสบในผูปวยสมองอักเสบชนิดเร้ือรัง

หรือเฉียบพลนั (Visvesvara et al., 2007) อาการที่พบ ไดแก น้ําตาไหล ตาบวมแดงและอักเสบ  

แพแสง อาจมกีารติดเชื้อแบคทีเรียรวมในภายหลงั สวนมากไดรับการวินิจฉัยผิดวาเกิดจาก Herpes 

simplex virus (Khan, 2006) สามารถตรวจสอบผลดวยการขูดกระจกตา คอนแทคเลนสและน้าํยา

แชในตลับคอนแทคเลนสมาเพาะเลีย้งในหองปฏิบัติการและการทดสอบดวยเทคนคิ PCR  

(De Jonckeere, 2003) 

 บนผิวของโทรโฟซอยตม ีmannose binding protein (MBP) โดยจะไปยึดเกาะกับ 

mannosylated glycoproteins ที่อยูบนรอยแผลของกระจกตาและปลอยเอนไซมมายอยเซลล 

เยื่อบุผิวทําใหเกิดรอยแยกในชั้น Bowman’s membrane ทะลุมายงัชัน้ collagen stroma แลว

รวมตัวกนัที่บริเวณเสนประสาททําใหเกิดเปนรอยคลายวงแหวน (ring stromal infiltration)  

ดังแสดงในรูปที่ 5 ทําใหเกิดการอักเสบและปวดตาอยางรุนแรง การทะลุมาจนสุดชัน้ corneal 

endothelium นั้นพบไดนอยมาก (Clarke & Niederkorn, 2006) ซิสตจะไมยึดเกาะกับผิวกระจกตา

ดังนัน้ซิสตจึงไมใชระยะติดตอ (Dudley et al., 2005) จุลชีพอื่น ๆ สวนใหญทีท่ําใหเกดิกระจกตา

อักเสบ ไดแก 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) ซึ่งตอมามีจํานวน

การเกิดโรคเพิม่ข้ึนตามอัตราการใชคอนแทคเลนสที่เพิ่มข้ึนและมากกวารอยละ 85 พบในผูที่ใส

คอนแทคเลนสซึ่งสวนมากขาดการดูแลรักษาทีเ่หมาะสม (Niederkorn, 1999) ปจจัยเสี่ยงในการ

เกิดโรค ไดแก การวายน้ําและลางหนาขณะที่ใสคอนแทคเลนส การใชมือสกปรกใสคอนแทคเลนส 

น้ํา ดินหรือฝุนกระเด็นเขาตาที่มีบาดแผล การใชน้าํประปา น้ําเกลือหรือน้ํายาฆาเชือ้ที่ไมมี

ประสิทธิภาพในการลางและแชคอนแทคเลนส นอกจากนีใ้นตลับคอนแทคเลนสที่สกปรกจะพบ 

biofilm ซึ่งเปนกลุมของแบคทีเรียอยูบนผวิน้าํจะเปนแหลงอาหารใหแก Acanthamoeba (Khan, 

2006) รวมทั้งเหตุการณน้ําทวมในฤดูรอน โดยจะพบผูปวย keratitis เปนจํานวนมากในชวงฤดูรอน

และตนฤดูใบไมผลิ (Lane et al., 1997) 

อัตราการเกิด Acanthamoeba keratitis หรือ AK ในประเทศตาง ๆ เชน สหรัฐอเมริกาอยู 

ที่ 1.36 คนตอผูใสคอนแทคเลนสหนึ่งลานคน (Stehr-Green et al., 1989) สกอตแลนดมีอัตราการ

เกิดโรค 149 คนตอผูใสคอนแทคเลนสหนึ่งลานคน (Seal et al., 1999) และฮองกงมีอัตราการเกิด

โรค 33 คนตอผูใสคอนแทคเลนสหนึ่งลานคน (Lam et al., 2002) ทั้งหมดเปนเลนสชนิดนิ่ม (soft 

contact lens) ในอังกฤษมีผูที่เปน keratitis ใชเลนสชนดินิ่มรอยละ 88 และเลนสชนิดแข็ง (hard 

contact lens) รอยละ 12 (Radford et al., 2002) ในญี่ปุนรอยละ 89.7 ของผูที่ใสคอนแทคเลนส

เปนเลนสชนิดนิ่มรอยละ 82.1 และเลนสชนิดแข็งรอยละ 7.7 (Tachikawa et al., 1995) ซึ่ง 

โทรโฟซอยตสามารถยึดเกาะกับคอนแทคเลนสชนิดนิ่มที่เปน silicone hydrogel ไดดีกวาเลนสชนิด

แข็ง อาจเนื่องมาจากลักษณะโครงสรางทางโพลีเมอรหรือพื้นผวิของเลนส (Beattie et al., 2003) 

คอนแทคเลนสจะไปปดกั้นการแลกเปลี่ยนออกซิเจนในอากาศทําใหชัน้น้าํตาบางลงจึงไมสามารถ

ตานทานการบุกรุกของเชื้อโรคได (Khan, 2005a)  

นอกจากนี้ในผูที่รักษาสายตาสั้นดวยการใสคอนแทคเลนสแบบ Orthokeratology ซึ่งเปน

เลนสชนิดที่คอนขางแข็ง โดยจะไปปรับเปลี่ยนความโคงของกระจกตาใหแบนราบในเวลากลางคืน

ขณะนอนหลบั การหลับตาจะทาํใหเกิดภาวะพรองออกซิเจน กระจกตาบวมและเปนรอยไดจึงเปน

การเพิม่ความเสี่ยงตอการติดเชื้อและเปน Acanthamoeba keratitis (Himano & Kaufman, 1997; 

Hutchinson & Andrew, 2002)  

 การรักษา Acanthamoeba keratitis สามารถทาํไดในระยะโทรโฟซอยตเนื่องจาก 

ถูกทาํลายไดดวยยาตานจุลชีพ โดยใชตัวยารวมกันหลายชนิด ไดแก chlrohexidine, 

polyhexamethylene biguanide (PHMB), propamidine isethionate, dibromopropamidine 

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

และ itraconazole เปนตน (Schuster & Visvesvara, 2004b) มีลักษณะการรักษา เชน ใหยา 
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0.02% polyhexamethylene biguanide (PHMB), 0.02% chlorhexidine digluconate (CHX) 

รวมกับสารประกอบ diamidine เชน 0.01% propamidine (Brolene) หรือ 0.01% hexamidine 

(Desomedine) และใหยา necomycin หรือ chloramphenicol เพื่อกาํจัดแบคทีเรียโดยใหยา

เฉพาะทีทุ่ก ๆ ชั่วโมงตลอด 24 ชั่วโมงเปนเวลา 2-3 วนั และใหยาทุกชัว่โมงในระหวางวนัเปนเวลา 

3-4 วัน แลวลดเหลือเปนทุก 2 ชั่วโมงตอวนัเปนเวลาหลายเดือน จากนั้นใหยา 6 คร้ังตอวันเปนเวลา

หลายเดือนจนครบปและอาจใหยาสเตอรอยด 0.01% dexamethasome เพื่อบรรเทาอาการอักเสบ 

(Khan, 2006) แตซิสตที่ฝงตัวอยูเมื่อเปลีย่นเปนโทรโฟซอยตจะทาํใหเกิดการติดตอซํ้าไดซึ่งจะทําให

เกิดการดื้อยาและประสิทธภิาพของยาลดลง ปจจุบนัยาที่ใชในการรกัษา ไดแก chlorhexidine 

gluconate, PHMB และ Brolene® ซึ่งประกอบดวย propamidine isethionate และ 

dibromopropamidine isethionate (Visvesvara et al., 2007) โดย PHMB ที่ความเขมขนรอยละ 

0.02 สามารถฆาอะมีบาไดทั้งระยะซิสตและโทรโฟซอยต โดยไมเปนพิษตอรางกายในขณะที ่

propamidine isethionate เปนพษิตอรางกายได (Illingworth & Cook, 1998) ในรายที่ตอง

ทําศัลยกรรมกระจกตานัน้ตองทาํการรักษาดวยยากาํจัดเชื้ออะมีบากอนอยางนอย 6 เดือน 

(Azuara-Blanco et al.,1998)  

  Acanthamoeba ที่สามารถกอโรคกระจกตาอักเสบ ไดแก 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 ในหองปฏิบัติการสามารถทาํไดโดยการเลี้ยงในเพลทวุนที่

ปราศจากสารอาหาร (non-nutrient agar plate) รวมกบัแบคทีเรียแกรมลบ เปนการเลี้ยงแบบ

nonaxenic culture ไดแก Escherichia coli หรือ Enterobacter aerogenes  (เดิมชื่อ Klebsiella 

aerogenes) เปนอาหารใหแกอะมีบา มีการแพรพันธุและเพิ่มจํานวน สามารถเจริญเจริญเติบโตได

ที่อุณหภูมหิอง (ประมาณ 25 องศาเซสเซยีส) (Schuster & Visvesvara, 1998) เมื่อแบคทีเรียถูก

กินจนหมดอะมีบาจะเขาซิสต (encyst) (Visvesvara et al., 2007) และออกจากซิสต (excyst) เมือ่

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

 Acanthamoeba สามารถเลีย้งในอาหารเหลวซึง่เปนการเพาะเลีย้งโดยปราศจากแบคทีเรีย 

เรียกวา axenic culture โดยนําอะมีบาในระยะโทรโฟซอยตจากเพลทวุนมาปนลางใหสะอาดดวย

น้ํากลัน่หรือน้าํเกลือเพื่อกําจัดแบคทีเรีย นําไปเลี้ยงตอในอาหารเหลว (PYG medium) ซึ่งมี

proteose peptone, yeast extract และ glucose เปนสวนประกอบและใหยาปฏชิีวนะเพื่อฆาหรือ

ยับยั้งแบคทีเรียที่เหลืออยู ไดแก penicillin รวมกับ streptomycin หรือให gemtamicin เพียงอยาง

เดียว (Visvesvara et al., 2007) บางสายพันธุไมสามารถเลี้ยงในอาหารเหลวหรือเจริญเติบโตได

ยากโดยเฉพาะอะมีบาที่มีลักษณะซิสตในกลุมที ่1 (Ubelaker, 1991) อาหารเลี้ยงเชื้ออ่ืน ๆ ไดแก 

Oxoid medium (Cline medium) ที่มีซีรัมและฮีมินเปนสวนประกอบดวยซึ่งเปนอาหารที่ใชในการ

เลี้ยง Naegleria (Marciano-Cabral, 1988) หรือเลี้ยงรวมกับเซลลชนดิตาง ๆ เชน African green 

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

และ L929 fibroblasts เปนตน (Cursons & Brown, 1978; De Jonckheere, 1980; Pettit et al., 

1996) 
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อณูชีววิทยาของ Acanthamoeba  
 การจัดลําดับความสัมพันธภายในจนีัส Acanthamoeba  จากลักษณะสัณฐานวทิยาของ

ซิสต Pussard และ Pons (1977) ไดพิจารณา Acanthamoeba จํานวน 18 สปชีสแบงออกเปน 3 

กลุม แตลักษณะดังกลาวในสภาวะการเพาะเลี้ยงมีความไมแนนอนซึ่งประจุไฟฟาในอาหารเหลว 

ทําใหรูปรางของผนงัซิสตเปลี่ยนแปลงไป (Sawyer & Griffin, 1975) เมื่อ Costal และ Griffiths 

(1984) ไดพิจารณาลักษณะ isoenzyme ของ A. echinulata และ A. comandoni  ทีม่ีลักษณะ

ของซิสตอยูในกลุมที ่1 พบวามีความคลายกันมากและสอดคลองกับการศึกษาของ De 

Jonckheere (1987) วา isoenzyme ของ A. echinulata มีความใกลเคียงกับ A. comandoni  

และจากลักษณะ isoenzyme ของซิสตในกลุมที่ 2 พบวา A. paradivionensis และ  

A. divionensis มีความใกลเคียงกนั แตมีความแตกตางกนัภายในสายพันธุในกลุมของ  

A. castellanii อยางไรก็ตาม isoenzyme ของ A.mauritaniensis กลับมีความคลายคลึงกับ 

สายพนัธุของ Acanthamoeba ในกลุมของ A. castellanii  ขณะที่ isoenyme ของ A. divionensis 

และ A. quina กลับแตกตางออกไป นอกจากนี้ในกลุมของสายพนัธุใน A. triangularis ซึ่งมี

ลักษณะที่ไมกอโรคและไมสามารถเจริญเติบโตไดดีที่อุณหภูมิ 37 องศาเซสเซียสนัน้มีลักษณะ 

isoenzyme แตกตางไปจาก A. hatchetti  ซึ่งสามารถกอโรคไดในหนู mice และเจริญไดที่อุณหภูมิ

สูง แตมีบางสายพนัธุของ A. triangularis สามารถกอโรคไดปานกลางและเจริญเติบโตไดที่

อุณหภูมิสูงนัน้มีลักษณะ isoenzyme คลายกับ A. hatchetti   

 Moura, Wallace และ Visvesvara (1982) ไดพบความลงตัวระหวางลกัษณะ isoenzyme 

และกลุมของซิสต แตครอบคลุมเพียง isolated ของ A. castellanii  Castellani ที่มลัีกษณะของ

ซิสตในกลุมที่ 2 เพียง isolated เดียว และจากลักษณะของซิสตในกลุมที่ 3 ขณะที่ Daggett, 

Sawyer และ Nerad (1982) พบวา A. culbertsoni  มีลกัษณะ isoenzyme ที่แตกตางไปจาก 

สปชีสที่เหลือ ซึ่ง De Jonckheere (1987) เหน็วา A. pustulosa และ A. palestinensis  

มีลักษณะ isoenzyme ที่คลายกนัแต Costal และ Griffiths (1984) พบวา acid phosphataes 

และ esterase isoenzyme ของ 2 สปชีสนี้แตกตางกันอยางสิน้เชงิ ซสิตแตละกลุมจึงมีลักษณะ 

isoenzyme ทีแ่ตกตางกนัไปแมจะเปนซิสตภายในกลุมเดยีวกนัก็ตาม ดงันัน้ลักษณะของ 

isoenzyme จึงไมมีความลงตัวและไมสามารถนาํมารวมกับการแบงลกัษณะของกลุมซิสตได 

(Visvesvara, 1991) การศึกษาลําดับเบสใน mitochondrial DNA เปนบริเวณที่มีความหลากหลาย

ของลําดับเบส สามารถใชหาความสัมพนัธระหวางสปชสีและสายพนัธุที่แบงโดยลักษณะรูปรางของ

ซิสตไดดีแตวิธี RFLP และ Isoenzyme มีขอจํากัดเนื่องจากตองใชโทรโฟซอยตจากการเลี้ยงแบบ 

axenic ที่ปราศจากแบคทีเรียซึ่งบางสายพนัธุไมสามารถเจริญเติบโตไดและเปนวิธทีีม่ีความยุงยาก 
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จึงไดมีการศึกษาใน mitochondrial 16S rRNA gene และ nuclear small-subunit rRNA gene 

(RNS) หรือ 18S rRNA gene ดวยวธิ ีpolymerase chain reaction หรือ PCR สามารถใช 

โทรโฟซอยตทีเ่จริญเติบโตในเพลทเลี้ยงเชือ้ได (De Jonckeere & Weekers, 1997; Kilvington  

et al., 2004) โดย Vodkin และคณะ (1992) ไดออกแบบไพรเมอร ACARNA1383 for และ 

ACARNA1655rev ที่จาํเพาะตอยีน 18S rRNA ของ Acanthamoeba ขยายลาํดับเบสตําแหนงที ่

1383 ถึง 1655 แตสามารถตรวจสอบไดเพียงบางสายพันธุเทานัน้ Lehman และคณะ (1998) ไดใช

ไพรเมอรคูดังกลาวและออกแบบไพรเมอร PIGP2379for และ PIGP2632rev ขยายลาํดับเบส

ตําแหนงที ่1853 ถึง 2079 ในการพิสูจน Acanthamoeba จาก keratitis แตจากการใช 

ACARNA1383-1655 และ PIGP2379-2632 พบวาครอบคลุมไปถึงอะมีบาที่ดํารงชีพอิสระในจนีสั

ใกลเคียงคือ Balamuthia และ Hartmannella ดังนัน้ไพรเมอรสองคูนี้จงึไมจําเพาะตอจีนัส 

Acanthamoeba (Schroeder et al., 2001) และไพรเมอร 66-585 มคีวามจาํเพาะตอจีโนไทปของ 

Acanthamoeba ที่มีลักษณะซิสตจากกลุมที่ 2 และ 3 เทานั้น (Kim et al., 1997)  

 ภายในยนี 18S rRNA เปนบริเวณที่ลําดบัเบสมีความหลากหลายสงู Stothard และคณะ 

(1998) ไดเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอของยีนดงักลาวโดยใชไพรเมอร SSU1 และ SSU2 ซึ่งมีความจาํเพาะ

ตอจีนัส Acanthamoeba มคีวามยาวทัง้หมดประมาณ 2,300 - 2,700 คูเบส โดย Acanthamoeba 

ที่มีลักษณะซสิตในกลุมที ่2 และ 3 มีความยาวประมาณ 2,300 คูเบสและ Acanthamoeba ที่มี

ลักษณะซิสตในกลุมที่ 1 ไดแก A. astronyxis, A. castellani และ A. tubioshi มีความยาว

ประมาณ 2,600 - 2,700 คูเบส สามารถแบง Acanthamoeba ออกเปนลักษณะตามความแตกตาง

ของลําดับเบสอยางนอยรอยละ 5 ข้ึนไปได 12 กลุมหรือจีโนไทปซึง่ปจจุบันมีถงึ 15 จีโนไทป จาก

การคนพบของ Horn, Gast  และ Hewett สามารถแยกจีโนไทปที่ T13, T14 และ T15 ไดตามลําดับ 

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

rRNA ใน Acanthamoeba แบงเปนบริเวณใหญๆ ได 3 บริเวณ คือ diagnosis freagment (DF) 1, 

2 และ 3 ในตําแหนงเบสที่ 178-335 (DF1), ตําแหนงที ่705-926 (DF2) และตําแหนงที่ 1175-1379 

(DF3) ตามลาํดับ Schoeder และคณะไดศึกษาตําแหนงยอยภายในยนี 18S rRNA คือ ASA.S1 

ซึ่งอยูในตาํแหนงเบสที่ 1271-1383 ภายในบริเวณ DF3 โดยใชไพรเมอร JDP1-JDP2 สามารถ

ตรวจหา Acanthamoeba  ได 11 จีโนไทปจากทั้งหมด 12 จีโนไทป คือ T1-T8 และ T10-T12 

(Schoeder et al., 2001) พบวาเปนบริเวณที่มีความหลากหลายสงูโดยเฉพาะภายในจีโนไทป T4 

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

ยีน 18S rRNA โดย Rivere และคณะ (2006) ไพรเมอรและตัวตรวจสอบที่ใชถูกออกแบบใหพบได

ในลําดับเบสทีท่ําใหเกิด keratitis 6 ชนิด และมีความจาํเพาะตอ A. castellanii  ATCC 30234 ทั้ง

ในระยะโทรโฟซอยตและระยะซิสต (Rivere et al., 2006) 
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 เมื่อจัดกลุมของลักษณะซิสตเขากับชนิดของจีโนไทปพบวา ซิสตกลุมที ่1 ประกอบดวย 

จีโนไทป T7, T8 และ T9 ซิสตกลุมที่ 2 ประกอบดวยจโีนไทป T3, T4 และ T11 และซสิตกลุมที่ 3 

ประกอบดวยจีโนไทป T1, T2, T5, T6, T10 และ T12 โดยจีโนไทปสวนใหญมีลักษณะของซิสตจาก

กลุมที ่2 และ 3 (Stothard et al., 1998) Booton และคณะ (2005) ไดจัดใหจีโนไทป T14 และ T15 

อยูในซิสตกลุมที่ 3 และจีโนไทป T1 อยูในซิสตกลุมที ่2 โดยแตละจีโนไทปที่แพรกระจายไปใน

ส่ิงแวดลอม มคีวามสามารถในการกอโรคและความรุนแรงแตกตางกนั จีโนไทปทีพ่บมากที่สุดทัว่

โลก ไดแก จีโนไทป T4 แตในอิหรานกลับพบจีโนไทป T2 มากที่สุด รองลงมาเปนจโีนไทป T4 

(Booton et al., 2004; Maghsood et al., 2005) มากกวารอยละ 90 ของผูปวย Acanthamoeba 

keratits เปนสายพนัธุที่เกีย่วของกับจีโนไทป T4 และยังเปนจีโนไทปหลักที่กอโรคสมองอักเสบชนิด

เร้ือรังหรือเฉียบพลันและโรคผิวหนังอักเสบกึ่งเฉียบพลัน (Khan, 2006) และพบมากในสัตว เชน

จากปลาน้าํจดืและกระรอกปา เปนตน (Taylor, 1977; Dykova et al., 1999; Dykova & Lom, 

2004; Lorenzo-Morales et al., 2007) สปชีสที่มีจีโนไทป T4 ไดแก A. castellanii  และ  

A. polyphaga เปนจีโนไทปที่พบกอโรคในคนมากที่สุด (Booton et al., 2002, 2005) ปจจุบันม ี

จีโนไทปที่สามารถกอโรคได 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) โดยจีโนไทปทีม่ี

ความเกี่ยวของกับ keratitis ไดแก T2, T3, T4, T5, T6, T11 และ T15 สวนจีโนไทปทีท่ําใหเกิดโรค

สมองอักเสบชนิดเรื้อรังหรือเฉียบพลนั ไดแก 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. จีโนไทปใน Acanthamoeba ที่เกีย่วของกับโรคกระจกตาอักเสบและโรคเยื่อหุมสมอง 

                 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 ถูกแบงเปน T2A และ T2B โดย Maghsood และคณะ (2005) 

* จีโนไทปทีพ่บมากที่สุดทัง้ 2 โรค 

NA ยังไมพบโรคที่เกี่ยวของ 

 

 

 



บทที่ 3 

วิธีดําเนินการวิจัย 

 

รูปแบบการวจิัย 

เปนการศึกษาเชิงพรรณนา (descriptive study) 

วัตถุประสงคของการวิจยั  

  เพื่อศึกษาความหลากหลายของ Acanthamoeba ทีก่ารกระจายตวัอยูในธรรมชาติจาก

แหลงน้ําในเขตกรุงเทพมหานครและปริมณฑลและทาํการแยกจีโนไทปที่คนพบเทียบกับ 

Acanthamoeba ทีพ่บกอโรคในคนจากผูปวยติดเชื้อที่รับการวนิิจฉัยจากโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ 

 
คําจํากัดความที่ใชในการวิจัย 

 ประชากรเปาหมาย (target population) คือ ตัวอยาง Acanthamoeba ที่พบจากแหลงน้าํ

ในเขตกรุงเทพมหานครและปริมณฑลและบางตวัอยางจากผูปวย 

 ประชากรตัวอยาง (population sample) คือ Acanthamoeba ที่ไดจากแหลงน้าํในเขต

กรุงเทพมหานครและปริมณฑลและจากตัวอยางผูปวยโรงพยาบาลจฬุาลงกรณ 

  ปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอรเรส (polymerase chain reaction) เปนวธิีการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ

เฉพาะสวนอยางจาํเพาะในหลอดทดลอง โดยอาศัยเอนไซมจําเพาะเปนตัวเรงการเกดิปฏิกิริยา 

ภายใตสภาวะที่เหมาะสม 
   
ขนาดของกลุมประชากร 

 การคํานวณตวัอยางอาศัยขอมูลจากการสาํรวจอะมีบาทีด่ํารงชีพอิสระจากแหลงดินและ

น้ําในประเทศไทยในชวงเดอืนมีนาคมถงึเมษายน พ.ศ.2541 โดยดวงพรและคณะ (2001) ซึ่งพบ 

Acanthamoeba spp. ในแหลงน้ําจืดภายในเขตกรุงเทพมหานคร รอยละ 30 ดังนัน้จึงกําหนดให 

มีอัตราความชกุของอะแคนธามีบา 30% (P = 0.3) 

และกําหนดใหมีคาความคลาดเคลื่อนไดไมเกิน 5% (d = 0.05) 

กําหนดใหระดบัความเชื่อมั่นในการสรุปขอมูล 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 = ขนาดตัวอยาง 

 

แทนคาสูตร  n = Z2
α/2

 PQ/d  2 

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

   n =  323 ตัวอยาง 

 
เกณฑการเลอืกสถานที่ในการสํารวจ 

 การสํารวจแหลงน้าํในเขตกรุงเทพและปริมณฑลไดจําแนกสถานที่ตามลักษณะ ดังนี ้

1. สวนสาธารณะ  

2. สถานศกึษา  

3. ชุมชน 

4. คลอง  
โดยลักษณะของแหลงน้ําแบงไดเปนแหลงน้ําปด เชน บึง สระน้าํหรือคูน้ําและแหลงน้ําไหล 

ไดแก คลอง เปนตน ทาํการเก็บตัวอยางซ้าํอยางนอย 3 คร้ังในสถานทีท่ี่มีการพบหรือสถานที่ซึง่มี

ความใกลเคยีงกับลักษณะแหลงน้ําที่พบ Acanthamoeba โดยเก็บตัวอยางน้าํไมต่าํกวา 2 ตัวอยาง

จากแหลงน้าํแตละแหลง 
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แผนที่ในการศึกษา   

 

รูปที่ 6. แสดงพื้นที่ในเขตกรงุเทพมหานครและปริมณฑล 

การศึกษาครั้งนี้ไดทําการเกบ็ตัวอยางพืน้ที่ในเขตกรุงเทพมหานคร ไดแก เขตบางเขน  

เขตจตุจักร เขตลาดพราว เขตบึงกุม เขตมีนบุรี เขตวงัทองหลาง เขตบางกะป เขตดินแดง  

เขตปทุมวนั เขตลาดกระบัง เขตประเวศ เขตตลิ่งชัน เขตบางขุนเทียนและปริมณฑล ไดแก จังหวัด 

ปทุมธานีและนนทบุรี 

 

การเก็บตัวอยางน้าํ 

 เตรียมขวดพลาสติกเปลาสะอาดขนาด 500 มิลลิลิตร ทาํการเก็บน้าํบริเวณผิวน้าํ ปดฝา

ขวดใหแนน พรอมวัดคา pH และอุณหภูมิ ณ แหลงน้ําที่เก็บตัวอยาง 

 

 

มีนบุร ี

บางกะป 

บางเขน 

ปทุมธาน ี

นนทบรุ ี

ตลิ่งชัน 

ประเวศ 

ปทุมวัน 

ดินแดง 
วังทองหลาง 

จตุจักร 

บางขุนเทียน 

ลาดพราว 
บึงกุม 

ลาดกระบัง 



 25 

การเก็บตัวอยางจากผูปวย 

 ในระหวางการศึกษานี้จะทาํการเก็บรวบรวมตัวอยางจากผูปวยทุกรายที่สงตรวจหาเชื้อ 

Acanthamoeba ณ หนวยปฏิบัติการวิจัย อณูชีววทิยาของมาลาเรียและปรสิตฉวยโอกาส 

 

เครื่องมือและสารเคมีทีใ่ชในการวิจยั 

อุปกรณ 

เครื่องปนความเร็วสูงที่ควบคุมอุณหภูมิและเวลาได (high speed refrigerated 

microcentrifuge, Tomy) 

 เครื่องปนความเร็วสูงขนาดเล็ก       

 เครื่องชั่งน้าํหนักละเอยีดอานคาไดทศนยิม 4 ตําแหนง 

 ตูเย็น 4 องศาเซลเซียส 

 ตูเย็น -20 องศาเซลเซียส 

 ตูเย็น -80 องศาเซลเซียส 

ไมโครปเปตตอัตโนมัติ (automatic adjustable micropipette) ขนาด 10, 100   

และ 1,000 ไมโครลิตร  

 กลองจุลทรรศนแบบสองกลบั (Inverted microscope) 

 เครื่องควบคุมอุณหภูมิและเวลาอัตโนมัติ (PCR cycle) 

เครื่องแยกแถบดีเอ็นเอโดยกระแสไฟฟา 

 เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง 

 ตูปลอดเชื้อ (laminar flow) 

 ตูเลี้ยงเชื้อพรอมเครื่องเขยา 

 ตูอบสําหรับเพาะเชื้อ 

 ตูอบแหง 

 เทอรมอมิเตอร 

 หมอนึง่ปลอดเชื้อภายใตความดันและอุณหภูมิสูง 

 หนากากกนัแสงอุลตราไวโอเลต 

แหลงกาํเนิดแสงอุลตราไวโอเลต 

 กลองถายภาพดิจิตอล        

 เครื่องยิงกระแสไฟฟา (E.coli pulser)      
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 นาฬิกาจับเวลา         

 อางน้ําปรับอุณหภูมิ        

 เครื่องจายกระแสไฟฟา 

 เครื่องไมโครเวฟ   

 Vortex mixer 

  
 วัสดุ          
 กระบอกตวง ขนาด 10, 50, 100 และ 1000 มิลลิลิตร 

กลองโฟมใสน้าํแข็ง 

กระดาษติดฉลาก 

กลองพลาสตกิ 

ขวดเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลว 

ขวดสําหรับใสสารเคมี 

ขวดสําหรับเกบ็น้ํา ขนาด 500 มิลลิลิตร 

ถุงมือยาง 

ถุงพลาสติก 

ที่วางหลอดทดลอง สําหรับหลอดขนาด 0.5 และ 1.5 มลิลิลิตร 

แทงแกวสาํหรับคน        

 ปากกา label 

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

 ปเปตตทิพ (pipette tip) ขนาด 10, 100, 1000 ไมโครลิตร    

 ปเปตตแกว (plasture pipette)  

ใบมีดผาตัด 

พาราฟลม         

 เพลทพลาสกิ 

ไมจิ้มฟน         

 หลอดทดลองขนาดเล็กชนิดมีฝาปด (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. สารเคมีที่เปน Reagent Kit      

  QIAGEN DNA Extraction Kit      

  QIAGEN DNA Purification Kit  

 QIAGEN Gel Extraction Kit 



 28 

 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 

 นําตัวอยางน้าํมาปนตกตะกอนดวยความเร็ว 2,600 rpm เปนเวลา 10 นาที นําตะกอนที่ได

เทลงบนเพลทวุนที่ปราศจากสารอาหารจากนัน้เติม Escharichia coli  ที่ผานความรอนที่อุณหภมูิ 

60 องศาเซสเซียส เปนเวลา 30 นาท ีโดยเทลงบนผิวหนาวุน ทําการตรวจสอบเพลททุกวนัดวย

กลอง Inverted microscope เปนระยะเวลาตอเนื่อง 1 สัปดาห เมื่อพบ Acanthamoeba ใหทาํการ

แยกเชื้อจนไมมีส่ิงมีชวีิตอื่นปะปนและนําระยะโทรโฟซอยตที่แยกไดไปสกัดดีเอ็นเอ  
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 ตัวอยางจากเหงือกปลาใหตัดเหงือกปลาเปนชิน้เล็ก ขนาดประมาณ 1 เซนติเมตร ลงใน

ภาชนะและเตมิน้ํากลั่นใหทวม ทําการผสมใหน้าํและเหงือกปลาใหเขากัน นําน้ําที่ไดไปเลี้ยงใน

เพลทเลี้ยงเชื้อ  

 ตัวอยางจากผูปวยที่เปนคอนแทคเลนสและตลับคอนแทคเลนส นาํน้าํกลั่นลาง            

คอนแทคเลนสและภายในตลับคอนแทคเลนสใหทั่ว นาํน้าํที่ไดไปเลีย้งตอในเพลทเลี้ยงเชื้อ 

 

การสกัดดีเอน็เอ 

 1. นําโทรโฟซอยดที่ไดจากการเพาะเลีย้งมาปนตกตะกอนดวยความเร็ว 1,500 rpm เปน

     เวลา 10 นาท ีปเปตสวนใสทิ้งไป 

  2. ทําการสกัดดีเอ็นเอโดยใช ชุดสกัดของบริษัท QIAGEN โดยการดูดน้ําเลีย้งเชื้อทีม่ี 

      โทรโฟซอยต20 ไมโครลิตร มาเติมบัฟเฟอร ATL 160 ไมโครลิตร แลวผสมใหเขากัน   

 3. เติม Proteinase K 20 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั แลวนําไปบมไวที่อุณหภูมิ 56 องศา       

           เซลเซยีส ประมาณ 12 ชัว่โมง หรือจนกวาตวัอยางจะถูกยอยเปนเนื้อเดียวกัน 

 4. นําหลอดทีบ่มไวมาเติมบัฟเฟอร AL 200 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั แลวนาํไปบมที่  

           อุณหภูม ิ70 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 10 นาท ี

 5. เติม เอทานอล (96-100%) 200 ไมโครลิตร แลวผสมใหเขากนั 

 6. ดูดสารละลายในหลอด ใสลงใน QIAamp spin column แลวนําไปปนดวยเครื่องปน  

           ความเร็วสงู 8000 rpm เปนเวลา 1 นาที จากนั้นจงึนาํ QIAamp spin column มาใส   

           ใน collection tube หลอดใหม  

 7. เติม บัฟเฟอร AW1 500 ไมโครลิตร แลวนาํไปปนดวยเครื่องปนความเร็วสงู 8000 rpm   

           เปนเวลา 1 นาที จากนั้นจงึนาํ QIAamp spin column มาใสใน collection tube  

           หลอดใหม  

 8. เติม บัฟเฟอร  AW2  500 ไมโครลิตร แลวนําไปปนดวยเครื่องปนความเร็วสงู 14000  

          rpm เปนเวลา 3 นาที จากนัน้จึงนํา QIAamp spin column มาใสใน collection tube  

           หลอดใหมแลวนําไปปนดวยเครื่องปนความเร็วสงู 14000 rpm เปนเวลา 1 นาท ี

 9. นํา QIAamp spin column มาใสใน collection tube หลอดใหม  เตมิ บัฟเฟอร AE  

           แลวทิ้งไวทีอุ่ณหภูมิหอง เปนเวลา 5 นาที แลวจงึนําไปปนดวยเครื่องปนความเรว็สูง  

           8000 rpm เปนเวลา 1 นาท ี 

 10. ดูดดีเอ็นเอที่ไดเก็บไวในหลอดทดลองขนาดกลาง 0.5 มิลลิลิตร นําดีเอ็นเอที่สกัดได    

             เก็บไวที่ –20 องศาเซลเซียส เพื่อใชเปน template สําหรับทํา PCR ตอไป    
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การออกแบบ oligonucleotides สําหรบัใชเปน PCR Primer 

 การออกแบบ Primer โดยเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทดที่สมบูรณของ nuclear  

small-subunit rRNA gene (RNS) หรือ 18S rRNA gene ของจีโนไทป T1-T15 เปนตนแบบ โดย

อางอิงขอมูลจาก 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 )        
 

 ขอควรระวังในการออกแบบ primer คือ    

 1. ตองคํานึงถงึความยาวของ primer ซึ่งควรมีความยาว 20-30 นิวคลโีอไทด 

ประกอบดวยเบสชนิด guanine และ cytosine ประมาณรอยละ 50-60 ขึ้นไป และมีการกระจายตัว

ของเบสตางๆ เหมือนกนักับลําดับเบสที่ตองการจะเพิ่มจํานวน   

 2. ควรหลีกเลีย่งการใช primer ที่มี polypurines หรือ polypyrimidine  

 3. ในสวนบริเวณปลาย 3’ ของ primer ไมควรมีลําดับเบสที่เปน complementary กนั 

เพื่อปองกันการจับคูกันเองของ primer (primer-dimer)      

 4. การเรียงลาํดับนิวคลีโอไทดของ primer แตละสวนไมควรมีลําดับเบสที่เหมือนกันเมื่อ

อานจากทิศทาง 5’ ไปทาง 3’ และ 3’ ไปทาง 5’ เพื่อปองกันปลาย 3’ งอมาจับกับ primer สาย

เดียวกนัเกิดเปนโครงสรางทุติยภูมิ (secondary structure)   

 5. คา Tm ของ primer ควรใกลเคียงกนัและอยูในชวง 50-80 องศาเซลเซียส  

 
รูปที่ 7. แสดงตําแหนงของ primer ตาง ๆ ที่ใชในการทํา 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’ (ตําแหนงเบสที่ 9-28)  

ACAN 18S F1 : 5’- GCTTGTCTCAAAGATTAAGC -3’ (ตําแหนงเบสที่ 27-46)  

ACAN 18S F2 : 5’- ACAATACAGGCGCTCGATAA -3’ (ตําแหนงเบสที่ 553-572)  

ACAN 18S F3 : 5’- CAGAGGTGAAATTCTTGG -3’ (ตําแหนงเบสที่ 1120-1137)  

ACAN 18S F4 : 5'- AACGAGACCTTAACCTGC -3'       (ตําแหนงเบสที่ 1639-1656)  

ACAN 18S R0 : 5'- CTTCTCCTTCCTCTAAATGGT -3'  (ตําแหนงเบสที่ 2236-2256)  

 

โดยในขั้นตอนการทาํ PCR จะใช ACAN 18S F0 และ ACAN 18S R0 สวนในขั้นตอนการ

หาลาํดับเบส (sequencing) จะใช primer ทั้ง 4 แบบ ดังแสดงในรูปที ่6 
 
การเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอในหลอดทดลองโดยปฏกิิรยิาลกูโซโพลเีมอรเรส (PCR) 

 1. นําดีเอ็นเอที่สกัดไวมาใชเปนแมแบบสาํหรับทํา PCR โดยจะตองใชองคประกอบที่  

จําเปนตอการทําปฏิกิริยาตอ 1 ตัวอยาง ในปริมาณสารละลายสทุธิ 30 ไมโครลิตร ประกอบดวย 

ดีเอ็นเอที่สกัดไว ความเขมขน 10 ng primer ทั้ง forward และ reverse ที่ความเขมขน 30 pmol 

10X PCR Buffer, 2.5 mM MgCl2, 2.5 mM dNTP เพื่อเปนสารตั้งตนของการทาํปฏกิิริยา

สังเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด Ex Taq DNA polymerase 5 units/μ เพื่อใชเปนเอน็ไซมเรงปฏิกิริยา

และน้ํากลั่น    

 2. นาํหลอดทีม่ีสวนผสมของการทํา PCR เขาเครื่องควบคุมอณหภูมิและเวลาอัตโนมัติ 

ซึ่งประกอบดวยขั้นตอนการทําใหดีเอ็นเอแยกสาย (DNA denaturation) ที่อุณหภมูิ 94 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 1 นาทีและที่อุณหภูม ิ94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 0.4 นาที เขาสูขั้นตอนการ 

ทําให primer จบักับสายดีเอ็นเอแมแบบ (primer-template annealing) ที่อุณหภูมิ 55 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 0.3 นาท ีที่อุณหภูม ิ74 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 นาที และข้ันตอนการ

สังเคราะหสายดีเอ็นเอ (primer extension) ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาท ีซึ่งทาํ

ปฏิกิริยาทัง้หมด 40 รอบ จากนัน้นํา PCR products ที่ไดนําไปตรวจผลิตผล PCR  

 
การตรวจผลติผล PCR โดยวิธ ีgel electrophoresis 

เตรยีมอะกาโรสที่มีความเขมขนรอยละ 1 และ 1X TBE  300 มิลลิลิตร ใน 

electrophoresis chamber นําผลิตผล PCR ที่เตรียมไวผสมกับ loading dye 1 ไมโครลิตร หยอด

ลงในหลุมเจล ซึ่งใช λHind III เปนดีเอ็นเอบอกขนาด (marker) เพื่อใชเปรียบเทยีบขนาดกับ

ผลิตผล PCR โดยใชกระแสไฟฟา 100 โวลต เปนเวลา 30 นาที หลงัจากนัน้นาํเจลไปยอมดวย 
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ethidium bromide 15 นาท ีนาํไปดูการเรอืงแสงของดีเอ็นเอ ภายใตแสงอุลตราไวโอเลต และ

ถายภาพไวเพือ่วัดขนาดของแถบดีเอ็นเอ โดยเปรียบเทยีบกับดีเอ็นเอบอกขนาด  

 
การ purify PCR product โดยใช QIAquick PCR Purification Kit 

 1. ใส 5 เทาของ PB buffer ตอปริมาตร 1 เทา PCR product และเขยาใหเขากัน  

    ดูดสารละลายทัง้หมดใสใน QIAquick spin column ปน 13,000 rpm ที่อุณหภมูิหอง      

    1 นาที ทิ้งสวนใสที่อยูใน collecting tube ไป และใสกลับที่เดิม   

 2. เติม PE buffer ปริมาตร 750 ไมโครลิตร ใน column และปน 13,000 rpm ที ่  

     อุณหภูมิหอง เปนเวลา 1 นาท ีทิง้สวนใสที่อยูใน collecting tube และใสหลอด  

                 กลับที่เดิม 

             3. ปนให QIAquick spin column แหงที่ 13,000 rpm ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 1 นาที   

    จากนัน้ทิ้งหลอดที่อยูดานลาง QIAquick spin column ไป นําหลอด 1.5 มิลลิลิตรมา 

    ใสแทน  

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

     ตัง้ทิง้ไวประมาณ 5 นาท ีและนาํไปปน 13,000 rpm ที่อุณหภูมหิอง เปนเวลา 1 นาท ี
 

วิธีการทาํโคลน (subclone) 

 1. การคัดแยกดีเอ็นเอโดยใช QIAquick gel extraction kit 

  1.1 นําผลผลิต PCR มาทํา gel electrophoresis โดยใชเจลแบบ low melting 

        จากนัน้ตดัชิ้นสวนของอะกาโรสเจลบริเวณที่ปรากฏแถบดีเอ็นเอใสในหลอด 

        ขนาด 1.5 มิลลิลิตร และบันทึกขนาดของน้ําหนักชิน้เจล 

  1.2 เติม QG-buffer 3 เทาของปริมาณเจล (1 มิลลิกรัม = 1 ไมโครลิตร) 

  1.3 บมที่อุณหภูมิ 50 องศเซสเซียส เปนเวลา 10 นาที จนเจลละลาย 

  1.4 ถายสารละลายใส QIAquick spin column นําไปปนดวยเครื่องปนความเร็ว

        สูง 13000 rpm เปนเวลา 1 นาท ี

  1.5 ทิง้สารละลายใน collecting tube แลวเติม QG-buffer 500 ไมโครลิตร 

        นาํไปปนดวยเครื่องปนความเร็วสงู 13000 rpm เปนเวลา 1 นาท ี

  1.6 ทิง้สารละลายใน collecting tube แลวเติม PE-buffer 750 ไมโครลิตร 

        นําไปปนดวยเครื่องปนความเร็วสงู 13000 rpm เปนเวลา 1 นาท ี
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  1.7 ทิง้สารละลายใน collecting tube แลวนาํไปปนดวยเครื่องปนความเร็วสงู 

        13000 rpm เปนเวลา 1 นาท ี

  1.8 เติม EB-buffer 30 ไมโครลิตร ลงใน QIAquick spin column ตั้งทิง้ไวที ่

        อุณหภูมหิองเปนเวลา 5 นาที แลวนําไปปนดวยเครื่องปนความเรว็สูง 

        13000 rpm เปนเวลา 1 นาท ี

  1.9 ดูดดีเอ็นเอที่ไดใสในหลอดขนาด 0.5 มิลลิลิตร และเก็บรักษาไวภายใต 

        อุณหภูมิ -20 องศาเซสเซียส เพื่อนาํไปเชื่อมเขาสูพลาสมิด 

 2. การเชื่อมชิ้นสวนดีเอน็เอเขาสูพลาสมิด 

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

        มิลลิลิตร 

  2.2 เติม pGEM® - T Easy Vector ปริมาณ 1 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั 

  2.3 เติมดีเอ็นเอปริมาณ 3 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั 

  2.4 เติม T4 DNA Ligation ปริมาณ 1 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั 

  2.5 นาํไปบมที่อุณหภูมิ 4 องศาเซสเซยีส ประมาณ 16 ชั่วโมง 

 3. การตกตะกอนดีเอ็นเอลูกผสม 

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

        มิลลิลิตร ที่มีดีเอ็นเอที่เชื่อมตอกับพลาสมิดแลวบมไวที่อุณหภูม ิ-80 องศา 

        เซสเซยีส อยางนอย 2 ชั่วโมง 

  3.2 นาํไปปนดวยเครื่องปนความเร็วสงู 13000 rpm เปนเวลา 1 นาท ี

  3.3 ดูดสารละลายเหนือตะกอนดีเอ็นเอในหลอดทิง้อยางเบามือ 

  3.4 เติม cold 70% EtOH ปริมาณ 500 ไมโครลิตร แลวนําไปปนดวยเครื่องปน

        ความเร็วสูง 13000 rpm ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซสเซยีส เปนเวลา 5 นาท ี

  3.5 ดูดสารละลายเหนือตะกอนดีเอ็นเอในหลอดใหเหลือไวประมาณ 50  

        ไมโครลิตร นําไปปนดวยเครื่องปนความเร็วสงู 13000 rpm ที่อุณหภูมิ 4 องศา

        เซสเซยีส เปนเวลา 2 นาท ี

  3.6 ดูดสารละลายเหนือตะกอนดีเอ็นเอในหลอดทิง้จนหมด 

  3.7 เปดฝาหลอด วางทิง้ใหแหงที่อุณหภูมหิอง 

  3.8 เติมน้าํกลัน่ 6 ไมโครลิตร เพื่อละลายตะกอนดีเอ็นเอ แลวเก็บรักษาไวภายใต

        อุณหภูมิ -20 องศาเซสเซียส  
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 4. การจําลองดีเอ็นเอลูกผสมและการคัดเลือก 

  4.1 นาํดีเอ็นเอลูกผสมปริมาณ 3 ไมโครลิตร ผสมกับ Escherichia coli ที่ทําให

        เปน competent cell ปริมาณ 40 ไมโครลิตร ถายลงสู cuvette ทีแ่ชเย็นใน

        น้าํแข็ง 

  4.2 ผานกระแสไฟฟาที่ความตางศักดิ์ 1.8 กิโลโวลต เขาสู cuvette 

  4.3 ดูดเชื้อทั้งหมดใน cuvette ใสลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ (LB broth) ปริมาณ 1  

        มิลลิลิตร เขยาเชื่อภายใตอุณหภูมิ 37 องศาเซสเซยีส เปนเวลา 1 ชั่วโมง 

  4.4 นาํเชื้อที่ได ปริมาณ 200-300 ไมโครลิตร ไปเลี้ยงบนเพลทที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อ

        ผสม ampicillin บมไวทีอุ่ณหภูมิ 37 องศาเซสเซยีส เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง  

  4.5 คัดเลือกโคโลนีของเชื้อและตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอดวยวิธ ีgel   

        electrophoresis  

 
การหาลาํดับเบสของ DNA         

การหาลําดับเบสดวยเครื่องวิเคราะหอัตโนมัติ (automated DNA sequencing) เปน

วิธีการหาลาํดบัเบสของดีเอ็นเอโดยอาศัยหลักการของ dideoxy chain termination แตกตางกัน

ตรงที่การติดฉลาก ดีเอ็นเอจะใชสารเรืองแสง เชน dRhodamine dye terminator แทนการใชสาร

กัมมันตภาพรงัสี โดยอาศัยการติดตามการเรืองแสงของสีตางๆ กนั 4 ชนิด สําหรับเบส 4 ตัว คือ A 

C G T สีที่ใชในการติดฉลากแตละตัว เมือ่ถูกกระตุนดวยแสงเลเซอร จะเรืองแสงในชวงความยาว

คลื่นแตกตางกัน และแสงทีป่รากฏจะแตกตางกัน โดยจะเหน็เปนสีเขียว สีดํา สีน้าํเงิน และสีแดง 

ตามลําดับ ดวยเครื่อง ABI Prism 310 Genetic Analyzer  เมื่อไดผลของลําดับเบสทั้งหมดของยนี 

18S rRNA นํามาศึกษาลําดบัเบสโดยการทํา alignment ดวยโปรแกรมคอมพิวเตอร Bioedit และ 

ClustalX เพื่อวิเคราะหความหลากหลายของลําดับเบสที่เกิดขึ้นในยนี 18S rRNA 

 

 

 

 

 

 

 



บทที่  4 
ผลการทดลอง 

 
การสํารวจ Acanthamoeba ในแหลงน้าํ 
 จากการสํารวจแหลงน้ําตางๆ  ในเขตกรุงเทพมหานครและปริมณฑลไดแบงลักษณะของ

แหลงน้ําทั้งที่เปนบึงตามธรรมชาติและทีถ่กูสรางขึ้นออกเปนสวนสาธารณะ สถานศกึษา ชุมชนและ

คลอง ดังแสดงในตารางที่ 2 ทาํการเก็บตัวอยางน้ําจํานวน 369 ตัวอยางและปลาในแหลงน้ํา

จํานวน 6 ตัวอยาง พบ Acanthamoeba ในเดือนกมุภาพันธจํานวน 4 ตัวอยาง คิดเปนรอยละ 

11.11 เดือนมนีาคมพบ 4ตวัอยาง คิดเปนรอยละ 8.70 เดือนพฤษภาคมพบ 3 ตวัอยาง คิดเปนรอย

ละ 7.84 และเดือนธันวาคมพบ Acanthamoeba จํานวน 1 ตวัอยางจากทัง้หมด 2 ตัวอยาง สวนใน

เดือนมิถนุายนพบ Acanthamoeba จากเหงือกปลา 3 ดังแสดงในตารางที ่3 สามารถแยก 

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

Escherichia coli ได 16 ตัวอยางจากแหลงน้าํ 9 แหงจากสนามกฬีาแหงชาติหวัหมาก

มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร บางเขน บงึลําพังพวย เมืองทองธาน ีหมูบานเพอรเพคเพลส หมูบาน

สัมมากร และคลองรังสิต ดงัแสดงในตารางที่ 4 โดยแหลงน้าํทีพ่บเชื้อมีลักษณะน้ําคอนขางใส นิง่

หรือมีคลื่นเล็กนอย คา pH คอนขางเปนดางมีคา 8.3 อุณหภูมิเฉล่ีย 31 องศาเซสเซยีส ดังแสดงใน

ตารางที่ 3 โดยไมพบ Acanthamoeba ในแหลงน้าํที่มเีปนลักษณะสีเขียว 

 Acanthamoeba ทีพ่บสามารถแบงเปนกลุมตามลักษณะของซิสตได 2 กลุม คือ กลุมที่มี

ลักษณะซิสตในกลุมที่ 1 จํานวน 3 ตัวอยางและลักษณะซิสตในกลุมที่ 2 จํานวน 13 ตัวอยาง  

น้ําจากบงึลําพังพวยและสนามกีฬาแหงชาติหวัหมากสามารถพบ Acanthamoeba ไดทั้ง 2 กลุม 

และ Acanthamoeba จากเหงือกปลามีลักษณะซิสตในกลุมที ่2  ดังตารางที ่4 
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ตารางที่ 2. แสดงสถานที่ในการสาํรวจแหลงน้ําในเขตกรุงเทพมหานครและปริมณฑล 

 

สวนสาธารณะ สถานศึกษา ชุมชนและคลอง 

  สวนลุมพินีวัน   โรงเรียนบางกอกศึกษา   บึงชุมชนมักกะสัน 

  สวนจตุจักร   โรงเรียนสาธิตประสานมิตร   บึงโรงพยาบาลรถไฟ 

  สนามกีฬาแหงชาติหัวหมาก   โรงเรียนสตรีวิทย 2   บึงลําพังพวย 

  อุทยานเบญจสิริ   มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร บางเขน   บึงน้ําเมืองทองธานี 

  สวนหลวง ร.๙   สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกลาเจาคุณทหารลาดกระบัง   หมูบานเพอรเฟคเพลส 

  สวนสมเด็จยา เขตบางขุนเทียน   จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย   หมูบานนวธานี 

  สวนเซ็นทรัลพระราม 2    หมูบานสัมมากร 

  สวนเสรีไท    คลองแสนแสบ 

  สวนรถไฟ    คลองประเวศบุรีรมย 

 สวนเบญจกิติ    คลองหัวหมาก 

      คลองรังสิต 

      คลองตล่ิงชัน 

 

ตารางที่ 3.  แสดงผลในเดือนที่มกีารสาํรวจพบ Acanthamoeba จากแหลงน้ําตางๆ ในเขต

กรุงเทพมหานครและปริมณฑล   

 

เดือนทีพ่บตัวอยาง จํานวนตวัอยางที่เก็บ จํานวนตวัอยางที่พบ รอยละ (%) 

 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 ่ลักษณะทางกายภาพและลักษณะของกลุมซิสตของ Acanthamoeba ทีพ่บ  

     ในแหลงน้าํตางๆ ในเขตกรุงเทพมหานครและปริมณฑล 

 

สถานที่ 
จํานวน

แหลงน้ํา 
อุณหภูมิ (°C) คา pH ตัวอยาง ลักษณะของกลุมซิสต 

      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 

     หมูบานเพอรเฟคเพส รามคําแหง 1 31.0 9.0  Ac_F3 II 

     รังสิต คลอง 6 1 24.0 8.0  Ac_E6 II 

     สนามกีฬาแหงชาติหัวหมาก 1 32.5 8.0  Ac_E7 II 

     Ac_E8 II 

     Ac_E9 I 

      Ac_E10 II 

     หมูบานสัมมากร รามคําแหง  2 32.0 8.2   Ac_E11 II 

      Ac_E12 II 

      Ac_E13 II 

รวม / เฉล่ีย 9 30.6 8.4 16  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 38 

รูปรางลักษณะของ Acanthamoeba  
โทรโฟซอยตปรากฏหนามแหลมและมีลกัษณะใส มีรูปรางไมแนนอน Acanthamoeba ที่

แยกไดจากตัวอยางน้ํา Ac_E1, Ac_E2 และ Ac_E9 มีซสิตและโทรโฟซอยตขนาดใหญ ลักษณะ

รูปรางของซิสตถูกจัดอยูในกลุมที ่1 มีขนาดเสนผานศนูยกลางตั้งแต 13-25 ไมโครเมตร โดยเฉลี่ย

มากกวา 18 ไมโครเมตร ผนงัชั้นนอกมีผวิเรียบมีระยะหางออกจากผนงัชั้นในอยางชัดเจนและ

สัมผัสเพียงบางสวนเปนแฉกคลายดาวมีแขนหรือรัศมีตั้งแต 4 แขนขึ้นไป ดังแสดงในรูปที่ 7 และ 8 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 8. โทรโฟซอยตของซิสตกลุมที่ 1, (a) ระยะโทรโฟซอยตมีหนามแหลมและใสยืน่ออกมา,  

    (b) ภายในโทรโฟซอยตมอีอแกเนลลและอาหารจํานวนมาก, (c) โทรโฟซอยตทีเ่พิง่ออกจากซิสต  

    ยงัคงมีลกัษณะกลม ปรากฏแวลคิวโอลขนาดใหญ 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(a) (b) (c) 



 39 

 

 
 

 
รูปที่ 9. ลักษณะของซิสตกลุมที่ 1, (a) ซิสตมีมากกวา 6 แขนขึ้นไป, (b) ซิสตมี 5 แขน, 

         (c) ซิสตมี 4 แขนเทากนั, (d) ซิสตมี 4 แขนขนาดไมเทากัน 
 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

(a) (b) 

(c) (d) 
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Acanthamoeba ที่ไดจากตัวอยางน้าํและตัวอยางเหงือกปลา ไดแก 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  

มีขนาดซิสตและโทรโฟซอยตเล็กกวาซิสตกลุมที ่1 ลักษณะรูปรางของซิสตถูกจัดอยูในกลุมที่ 2  

ผนังชัน้นอกพบทั้งผวิหนาและผิวบางมีลักษณะหยักเปนคลื่น ผนงัชั้นในมีรูปรางหลายแบบ 

ไมแนนอน มีขนาดเสนผานศนูยกลางตัง้แต 7-18 ไมโครเมตร โดยเฉลี่ยนอยกวา 18 ไมโครเมตร 

ดังแสดงในรูปที่ 10 ถึง 13  

 

 
 

รูปที่ 10. โทรโฟซอยตของซสิตกลุมที่ 2  

(a-d) โทรโฟซอยดมีขนาดเลก็กวาโทรโฟซอยตของซิสตกลุม 1  
 
 

 

 
 

(a) (b) 

(c) (d) 
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รูปที่ 11. ลักษณะซิสตของกลุมที่ 2 (a-d) ผนังซิสตชัน้ในมีรูปรางกลม 

 
 

 
 

รูปที่ 12. ลักษณะซิสตของกลุมที่ 2 (a), (b) ผนังซิสตชั้นในเปนทรงรหีรือรูปไข 

(a) (b) 

(c) (d) 

(a) (b) 
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รูปที่ 13. ลักษณะซิสตของกลุมที่ 2 (a-g) ผนังซิสตชัน้ในมีรูปรางหลายเหลีย่ม 

 

 

 

 

(a) (b) 

(c) (d) 

(f) (g) 
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ตัวอยาง Acanthamoeba จากผูปวยโรงพยาบาลจฬุาลงกรณ 
 ในชวงเวลาวนัที่ 14 ธันวาคม พ.ศ.2550 ถึง 29 พฤษภาคม พ.ศ.2552 มีตัวอยางสง

ตรวจหาการตดิเชื้อ Acanthamoeba ที่กระจกตาจากโรงพยาบาลจุฬาลงกรณจาํนวน 14 ราย โดย

ใน 1 รายมีการติดเชื้อเพิ่มทีส่มอง โดยการนําชิน้สวนกระจกตา น้ําลางตา คอนแทคเลนสหรือน้าํยา

แชในตลับคอนแทคเลนสและน้ําไขสันหลังมาเพาะเลีย้งบน 1.5% non-nutrient agar รวมกับ  

heat-inactivated E. coli  ทาํการบมเชื้อไวที่อุณหภูมิหองและตรวจสอบเพลทวุนเลีย้งเชื้อดวย

กลอง Inverted microscope พบการติดเชื้อ Acanthamoeba จํานวน 4 ตัวอยางจากผูปวย 3 ราย 

ดังนี ้

ผูปวย keratitis รายที ่1 (Ac_PCN3) เปนเพศหญิง อายุ 16 ป ติดเชื้อจากการใสคอนแทค

เลนสวายน้ําในสระวายน้ําในกรุงเทพ ผูปวยรายที่ 2 (Ac_PCN4) เปนเพศชาย อายุ 35 ป กอนการ

ติดเชื้อมีอาการตอหินเปนเวลา 5 ป ทาํงานในสภาพแวดลอมที่มีฝุนจากการปรับปรุงทีพ่ักโฮมสเตย

และลงเลนน้ําคลองใน ตําบลอัมพวา จงัหวัดสมุทรสงคราม ไดรับการวนิิจฉัยในเบื้องตนวาเกิดจาก

เชื้อราและรักษาดวยยาหยอดตาที่เปนสเตอรอยดแตอาการไมดีขึ้น ผูปวยรายที ่3 (Ac_PCN12 

และ Ac_PCS12) เปนเพศหญิง อายุ 31 ป มีภูมิลําเนาในจังหวัดสพุรรณบุรี พบการติดเชื้อที่กระจก

ตาจากการใสคอนแทคเลนสมาเปนเวลา 4-5 ปและติดเชื้อที่สมองโดยไมมีประวัติเกีย่วของในการ

วายน้ํา  

 เมื่อพิจารณาลักษณะซิสตของ Acanthamoeba ที่แยกไดจากผูปวย keratitis 3 รายซึ่งมี

การติดเชื้อทางสมองดวย 1 ราย พบวามีลกัษณะของซิสตในกลุมที ่2 และ 3 โดยขนาดของซิสตจาก

ผูปวย Ac_PCN4 มีความแตกตางกันอยางชัดเจน สวนลกัษณะซิสตทีพ่บในผูปวย Ac_PCS12 นั้น

มีความหลากหลายของลักษณะซิสตสูง ดังแสดงในรูปที่ 14 และ 15 ตามลําดับ 
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รูปที่ 14. ลักษณะซิสตจากตวัอยางผูปวยตดิเชื้อที่กระจกตา (Ac_PCN4) 

  
 
 

 
 

รูปที่ 15. (a), (b) ลักษณะซิสตจากตัวอยางผูปวยติดเชื้อทางสมอง (Ac_PCS12) 
 
 
 
 
 

(a) (b) 
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ผลการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยีน 18S rRNA โดยอาศัยปฏิกิรยิาลกูโซโพลเีมอรเรส 
(PCR)  
 จากการเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอของยีน 18S rRNA ดวยปฏกิิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส (PCR) 

โดยใชไพรเมอร ACAN 18S F0 และ ACAN 18S R0 ซึ่งครอบคลุมยีน 18S rRNA เมือ่ตรวจสอบ

การวิเคราะหผล PCR ดวยวิธี agarose gel electrophoresis โดยใช agarose gel ความเขมขน

รอยละ 1 เปรียบเทยีบกับดีเอ็นเอมาตรฐานบอกขนาด λHind III พบวาขนาดของดเีอ็นเอทีน่าํมา

วิเคราะหแบงไดเปน 2 กลุมคือ กลุมทีม่ีลกัษณะซิสตกลุมที่ 1 จะมีขนาดประมาณ 2,500 คูเบส 

และกลุมทีม่ีลกัษณะซิสตในกลุมที ่2 มีขนาดประมาณ 2,300 คูเบส เมื่อใชดีเอ็นเอของผูปวย 

keratitis ตัวอยางที่ Ac_PCN4 ซึ่งมีลักษณะซิสตในกลุมที่ 3 มีขนาดประมาณ 2,300 คูเบส  

เปน positive control   

  

 

 

รูปที่ 16. แสดงผลการวิเคราะหผลิตผล PCR  ดวยวธิี agarose gel electrophoresis เรียงตาม

หมายเลข 1, 2 และ 3 คือตัวอยาง Ac_E1, Ac_E2, Ac_E3 ตามลําดบั C คือ Ac_PCN4 เปน 

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

   1     2 3     C     M 

2,300 bp 
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การวิเคราะหลําดับนวิคลีโอไทดของยีน 18S rRNA 

การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 18S rRNA จากตัวอยางที่ทาํการศึกษาพบวามี

ความหลากหลายของลาํดับนิวคลีโอไทดที่สามารถใชแยกชนิดของ Acanthamoeba ออกเปนชนดิ

ตาง ๆ ตามจีโนไทปที่มีอยูในปจจุบนั เนื่องจาก Acanthamoeba ที่แยกไดจากธรรมชาติและจาก

ผูปวยบางตัวอยางมีการปะปนของเชื้อมากกวา 1 สายพนัธุ จงึทําการวเิคราะหลําดับนิวคลีโอไทด

โดยการ subclone และพบรูปแบบลําดับนวิคลีโอไทดจากตัวอยางในธรรมชาติได 42 โคลนและ 7 

โคลนโดยพิจารณาลําดับนวิคลีโอไทดของ Acanthamoeba ทีน่ํามาวเิคราะหเทียบกันในระหวาง

โคลนและสายพันธุมาตรฐาน T1-T15 จาก 1Hwww.ncbi.nlm.nih.gov  

เมื่อทําการวิเคราะห phylogenetic tree ของลําดับนวิคลีโอไทดในยนี 18S rRNA ของ

Acanthamoeba ดังแสดงในรูปที่ 17 พบวาลําดับนิวคลีโอไทดจัดอยูในกลุมของ Acanthamoeba 

ดังจีโนไทป T4, T7, T8, T9, T10 และ T11 โดยมีรายละเอียดดังนี้ ตวัอยางที่มีลกัษณะทาง

พันธกุรรมใกลเคียงกับ A. astronyxis (T7) และ A. tubiashi (T8) จํานวน 2 ตัวอยาง คือ Ac_E1 

และ Ac_E9 ประกอบดวยโคลน ไดแก Ac_E1a, Ac_E1b, Ac_E1c, Ac_E9a และ Ac_E9b เมื่อ

นํามาเปรียบเทียบรวมกับลําดับนิวคลีโอไทดอางองิ ดงัหมายเลข AF019057 (T7) และ AF019058 

(T8) ไดพบบริเวณที่มีความหลากหลายทางพันธุกรรม (variable region) ทั้งหมด 10 บริเวณ เมื่อ

พิจารณาโคลนทัง้ 5 ในบริเวณที่ 2-4 และ 7-10 พบวาไมมีความแตกตางของลาํดับนิวคลีโอไทดที่

ชัดเจน สวนบริเวณที่ 6 (ตําแหนงเบสที ่1,331-1,384) จะพบความแตกตางของลาํดบัเบสแบงได

เปน 2 กลุม โดยกลุมแรกประกอบดวย Ac_E1a, Ac_E9a และ Ac_E9b กลุมที่ 2 ประกอบดวย 

Ac_E1b และ Ac_E1c เนื่องจากแขนง phylogenetic tree ของตัวอยาง  Ac_E1 และ Ac_E9 แยก

ออกจากสายพันธุ T7 และ T8 ที่คาความเชื่อมั่น 100 ดังนัน้ Acanthamoeba ตัวอยาง Ac_E1 และ 

Ac_E9 จึงมีจโีนไทปที่ตางจาก T7 และ T8 ขณะเดียวกนัเมื่อพิจารณาในสวนของ DF3 ซึ่ง

ครอบคลุม variable region ในบริเวณที่ 7 จะพบความแตกตางระหวางโคลนที่ศึกษากับ T7 และ 

T8 อยางชัดเจน ดังแสดงในรูปที่ 18 
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 Ac PCS12
 Ac E4c
 Ac PCN12b
 Ac PCN12a
 Ac PCN12c
 Ac PCN12d
 Ac F1a
 Ac F1e
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รูปที่ 17. แสดง phylogenetic tree ในยีน 18S rRNA ของ Acanthamoeba ที่ทาํการศึกษา 
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ตัวอยาง Ac_PCN4 ที่แยกไดจากกระจกตาผูปวยมีรูปแบบของนิวคลีโอไทดใกลเคียงกับ 

A. culbertsoni (T10) เมื่อนําลาํดับนวิคลีโอไทดมาเปรียบเทียบกับ AF019067 จะพบความ

แตกตางของเบสทั้งหมด 17 ตําแหนง โดยมี deletion-insertion จํานวน 8 เบส ดังแสดงในรูปที ่19 

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

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

แตกตางของเบสเพียงตําแหนงเดียว ดงันัน้ Ac_PCN4 จึงจัดอยูในจโีนไทป T10 ซึ่งลักษณะของ

ซิสตในกลุมที่ 3    

 ตัวอยาง Ac_E2 มีรูปแบบของลําดับเบสตางกนั 3 โคลน คือ Ac_E2a, Ac_E2b และ 

Ac_E2c เมื่อวเิคราะห phylogenetic tree พบวามีความใกลชิดกับ A. comandoni (T9) ในลําดบั

นิวคลีโอไทดอางอิง AF019057 โดยตําแหนงที่ 1-1269 เปนบริเวณที่มคีวามแตกตางของลําดับ

คอนขางสงูเมือ่เทียบกบัจีโนไทป T9 แตไมพบความแตกตางกนัระหวางทัง้ 3 โคลน นอกจากนีย้ัง

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

ตําแหนงที ่187 และตําแหนงที ่1270-2569 เปนบริเวณที่เหมือนกันสงู เมื่อพิจารณาในบริเวณ DF3 

จะพบความแตกตางของเบสตางจาก A. comandoni (T9) เพียง 3 ตําแหนง ดงัแสดงในรูปที ่20 

จึงจัดไดวาไมมีความแตกตางกนัของสายพันธุ  

 ตัวอยาง Ac_E13 มีลําดับนวิคลีโอไทดที่ใกลเคียงกับ A. hatchetti (T11) จากการ

เปรียบเทยีบพบวามีเบสที่เปลี่ยนไปในบางตําแหนง โดยมีอัตราความเหมือนกันกับจโีนไทป T11  

คิดเปนรอยละ 96.5 สวนบริเวณ DF3 พบวามีความหลากหลายมากกวาบริเวณอืน่ ดังแสดงในรูปที่ 

21 

จากแขนงบนสุดของ phylogenetic tree พบ 39 โคลน ที่มีความใกลเคียงกับจีโนไทป T4 

ดวยคาความเชื่อมั่นที่ตางกนั Acanthamoeba ที่พบในกลุมนี้จงึมีความหลากหลายสูง สามารถ

แบงเปนกลุมยอยไดถึง 13 กลุม จากการวิเคราะหความหลากหลายทางพนัธุกรรมของกลุมยอยนี้ 

เปรียบเทยีบกบัลําดับเบสอางอิง U07416 จะพบบริเวณที่เปน variable region ทัง้หมด 4 บริเวณ 

บริเวณแรกอยูในชวงลําดับเบสตําแหนงที ่266 -300 บริเวณที่ 2 อยูในตําแหนงที ่792-813 บริเวณ

ที่ 3 อยูในตําแหนงเบสที ่1306-1361 ซึ่งตรงกับบริเวณ DF3 และบริเวณที่ 4 ตรงกับตําแหนงเบสที ่

1935-1972 ดังแสดงในรูปที ่22 จากตวัอยางทั้ง 39 โคลนนี้จัดอยูในกลุมที่มีความสามารถในการ

กอโรคไดและมีความหลากหลายของลําดบันิวคลีโอไทดมากในบริเวณ DF3 ดังแสดงในรูปที่ 23

การศึกษาความแตกตางของลําดับเบสในสวนนี้จึงมีความสําคัญ  เมื่อพิจารณาในสวนดังกลาวนี้

สามารถแบงกลุมตามความคลายคลึงของลําดับเบสได 5 กลุม คือ  
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กลุมที ่1 ไดแก Ac_F2, Ac_PCS12, Ac_PCN12a, Ac_PCN12b, Ac_PCN12c 

และ Ac_PCN12d  

กลุมที ่2 ไดแก Ac_E5a, Ac_E5b, Ac_F1b, Ac_F1c, Ac_F1d และ Ac_E4c 

  กลุมที ่3 ไดแก Ac_E4c และ Ac_F1e 

   กลุมที ่4 ไดแก Ac_E6a, Ac_E6d, Ac_E8b, Ac_E8c, Ac_E6e, Ac_E11, 

Ac_E6c, Ac_E8a, Ac_F3 และ Ac_E6b  

  กลุมที ่5 ไดแก 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 

 อยางไรก็ตามเมื่อทําวิเคราะห phylogenetic tree ของลําดับนิวคลีโอไทดเฉพาะในสวน

ของบริเวณ DF3 จะพบวาตวัอยางโคลนทีม่ีลักษณะเทียบเคียงกับจโีนไทป T4 นั้นไดแยกกลุมออก

จากสายพนัธุมาตรฐานดวยคาความเชื่อมัน่ที ่80 และแบงออกเปน 6 กลุมจากเดิม 13 กลุม ดัง

แสดงในรูปที่ 24 
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 รูปที่ 18. แสดงการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของ SSU rRNA gene ในกลุม T7 และ T8 ของเชื้อ Acanthamoeba ที่ไดจากธรรมชาติ จุดหมายถึงเบสที่เหมือนกันในแตละตําแหนง ขีดหมายถึงการขาด

หายไปของเบส อักษรยอ Ac = Acanthamoeba 
 

[  ] แสดงบริเวณของลําดับนิวคลีโอไทดที่มีความหลากหลาย 

ปป แสดงบริเวณของ DF3, ขีดเสนใตแสดงตําแหนงลําดับเบสที่มีความแตกตางออกเปน 2 กลุมจากสายพันธุมาตราฐาน 
                           
#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                   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
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#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. แสดงการเปรียบเทียบลําดบันิวคลีโอไทดของ SSU rRNA gene ในกลุม T10 ของเชื้อ Acanthamoeba ที่ไดจากผูปวย จุดหมายถึงเบสที่เหมือนกันในแตละตําแหนง ขีดหมายถึงการขาดหายไปของ

เบส อักษรยอ 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. แสดงการเปรียบเทียบลําดบันิวคลีโอไทดของ SSU rRNA gene ในกลุม T9 ของเชื้อ Acanthamoeba ที่ไดจากธรรมชาติ จุดหมายถึงเบสที่เหมือนกันในแตละตําแหนง ขีดหมายถึงการขาดหายไปของ

เบส อักษรยอ 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. แสดงการเปรียบเทียบลําดบันิวคลีโอไทดของ SSU rRNA gene ในกลุม T11 ของเชื้อ Acanthamoeba ที่ไดจากธรรมชาติ จุดหมายถึงเบสที่เหมือนกันในแตละตําแหนง ขีดหมายถึงการขาดหายไป

ของเบส อักษรยอ 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. แสดงการเปรียบเทียบลําดบันิวคลีโอไทดของ SSU rRNA gene ในกลุม T4 ของเชื้อ Acanthamoeba ที่ไดจากธรรมชาติและผูปวย จุดหมายถึงเบสที่เหมือนกันในแตละตําแหนง ขีดหมายถึงการขาด

หายไปของเบส อักษรยอ Ac = Acanthamoeba 
 

[  ] แสดงบริเวณของลําดับนิวคลีโอไทดที่มีความหลากหลาย 

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.... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
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#Ac_E12d                 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ....T..... ...CGG.GT. ......CGTT T..T------ ---------- ---------- 
#Ac_PCN3                 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .........C TG..GTC... 
#Ac_E12c                 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .........C TG..GTC... 
#Ac_E4b                  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .........C TG..GTC... 
#Ac_E12b                 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .........C TG..GTC... 
#Ac_E4d                  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ....T.GC.- .T.G.-C... 
#Ac_E3                   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ....T.GC.C TG..GTC... 
#Ac_E4a                  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ....T.GC.- .T.G.-C... 
#Ac_E4e                  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ....T.GC.- .T.G.-C... 
#Ac_E7a                  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ....T.GC.- .T.G.-C... 
#Ac_E7b                  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ....T.GC.- .T.G.-C... 
#Ac_E10a                 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ....T.GC.- .T.G.-C... 
#Ac_E10b                 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......G.. .......... .......... .......... .......... ....T.GC.- .T.G.-C... 
#Ac_E10c                 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ....T.GC.- .T.G.-C... 
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#A.castellanii_T4_U07416 GTCAAACCCA -ACTGT---G TCGCTGTCCT CGATCGCGCC TGGGCCGATA GGTCCGGGTA ATCTTTGCAA ATTTAATCGT GCTGGGGATA GATCATTGTA ATTATTGATC TTCAACGAGG AATTCCTAGT AAGCGCGAGT CATCAGCTCG 
#Ac_F2                   .........G TG.C..GCCA .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_PCS12                .........G TG.C..GC-A .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_PCN12a               .........G TG.C..GC-. .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_PCN12b               .........G T.....GCCA .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_PCN12c               .........G TG.C..GC-A .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_PCN12d               .........G T.....GC-A .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_E5a                  .........G T..CA.GC-A .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_E5b                  .........G T..CA.GC-A .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_F1b                  .........G TG.C..GC-A C......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_F1c                  .........G T..CA.GC-A .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_F1d                  .........G TG.CA.GCCA .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_E4c                  .........G TG.C..GC-A C......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_F1a                  .........G TG.CA.GCCA .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_F1e                  .........G TG.CA.GCCA .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_E6a                  .........G T..C.C-GC. .T........ .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_E6d                  .........G T..C.C-GC. .T........ .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_E8b                  ....G....G T..C.C-GC. .T........ .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_E8c                  .........G T..C.C-GC. .T........ .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_E6e                  .........G T....C-GC. .T........ .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_E11                  .........G T....C-GC. .T........ .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_E6c                  .........G T....C-GC. .T........ .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_E8a                  .........G T..C.CCGC. .T........ .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_F3                   .........G T..C.CCGC. .T........ .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_E6b                  .........G TG.C.C-GC. .T........ .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .C........ .......... .......... 
#Ac_E12a                 .........G AT.C.C---. .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_E12d                 ---------- ---------- ---------- --------.. .T.C...... ..G....... .C..CATG.. .C.CCG.... .A........ ........C. .......... ..G....... .......... .......... .....A.... 
#Ac_PCN3                 .........G AT.C.C---. .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_E12c                 .........G AT.C.C---. .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_E4b                  .........G AT.C.C---. .......... .......... .....T.... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_E12b                 .........G AT.C.C---. .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_E4d                  .........G AT.C.C---. .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_E3                   .........G AT.C.C---. .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_E4a                  .........G AT.C.C---. .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_E4e                  .........G AT.C.C---. .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_E7a                  .........G AT.C.C---. .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_E7b                  .........G AT.C.C---. .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_E10a                 .........G AT.C.C---. .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_E10b                 .........G AT.C.C---. .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#Ac_E10c                 .........G AT.C.C---. .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

70 



#A.castellanii_T4_U07416 CGTTGATTAC GTCCCTGCCC TTTGTACACA CCGCCCGTCG CTCCTACCGA TTGAATGGTC CGGTGAAATC CTCGGAGCCG TGGCCTCTAC GCAAT-CCGG GCAACCGGGT TGTGAGGTCT CCCCTTTTGG CGGC-GAAGT CGATTGAACC 
#Ac_F2                   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....-.... .......... .......... .......... ....-..... .......... 
#Ac_PCS12                .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....-.... .......... .......... .......... ....T..... .......... 
#Ac_PCN12a               .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....-.... .......... .......... .......... ....-..... .......... 
#Ac_PCN12b               .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....-.... .......... .......... .......... ....-..... .......... 
#Ac_PCN12c               .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....-.... .......... .......... .......... ....-..... .......... 
#Ac_PCN12d               .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....-.... .......... .......... .......... ....-..... .......... 
#Ac_E5a                  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....-.... .......... .......... .......... ....-..... .......... 
#Ac_E5b                  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....-.... .......... .......... .......... ....-..... .......... 
#Ac_F1b                  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....-.... .......... .......... .......... ....-..... .......... 
#Ac_F1c                  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....-.... .......... .......... .......... ....-..... .......... 
#Ac_F1d                  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....-.... .......... .......... .......... ....-..... .......... 
#Ac_E4c                  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....-.... .......... .......... .......... ....-C.... .......... 
#Ac_F1a                  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....-.... .......... .......... .......... ....-..... .......... 
#Ac_F1e                  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....-.... .......... .......... .......... ....--..A. .T........ 
#Ac_E6a                  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ......T... .....-.... .......... .......... .......... ....-..... .......... 
#Ac_E6d                  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....-.... .......... .......... .......... ....-..... .......... 
#Ac_E8b                  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....-.... .......... .......... .......... ....-..... .......... 
#Ac_E8c                  .......... .......... .........G .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....-.... .......... .......... .......... ....-..... .......... 
#Ac_E6e                  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....-.... .......... .......... .......... ....-..... .......... 
#Ac_E11                  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....-.... .......... .......... .......... ....-..... .......... 
#Ac_E6c                  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....-.... .......... .......... .......C.. ..C.-..... .......... 
#Ac_E8a                  .......... ..T....... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....-.... .......... .......... .......... ....-..... .......... 
#Ac_F3                   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....-.... .......... .......... .......... ....-..... .......... 
#Ac_E6b                  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....-.... .......... .......... .......... ....-..... .......... 
#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                   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....-.... .......... .......... .......... ....-..... .......... 
#Ac_E4a                  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....-.... .......... .......... .......... ....-..... .......... 
#Ac_E4e                  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....-.... .......... .......... .......... ....-..... .......... 
#Ac_E7a                  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....-.... .......... .......... .......... ....-..... .......... 
#Ac_E7b                  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....-.... .......... .......... .......... ....-..... .......... 
#Ac_E10a                 .......... ...T...... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....-.... .......... .......... .......... ....-..... .......... 
#Ac_E10b                 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....-.... .......... .......... .......... ....-..... .......... 
#Ac_E10c                 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....-.... .......... .......... .......... ....-..... .......... 
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#A.castellanii_T4_U07416 TTACCATTTA GAGGAAGGAG AAG 
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#Ac_E4e                  .......... .......... ... 
#Ac_E7a                  .......... .......... ... 
#Ac_E7b                  .......... .......... ... 
#Ac_E10a                 .......... .......... ... 
#Ac_E10b                 .......... .......... ... 
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รูปที่ 23. แสดงการเปรียบเทยีบลําดับนวิคลีโอไทดของ DF3 ใน SSU rRNA gene ในกลุม T4 ของ

เชื้อ Acanthamoeba ที่ไดจากธรรมชาติและผูปวย จุดหมายถงึเบสที่เหมือนกันในแตละตําแหนง 

ขีดหมายถึงการขาดหายไปของเบส อักษรยอ 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 
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รูปที่ 24. แสดง phylogenetic tree ในบริเวณ DF3 ของยีน 18S rRNA ของ Acanthamoeba  

             ทีท่ําการศึกษา 



บทที่ 5  

อภิปรายผลการทดลองและขอเสนอแนะ 

  จากการสาํรวจแหลงน้ําตาง ๆ ในเขตกรุงเทพมหานครและปริมณฑล Acanthamoeba 

ที่มีการตรวจพบคอนขางรวมตัวอยูในพื้นทีบ่ริเวณเขตมีนบุรีและรามคําแหงและกระจายตัวไปยงั 

พื้นที่ในเขตจงัหวัดปทุมธานแีละนนทบุรี ซึง่เปนเขตชานเมืองและบริมณฑล มกีารพบเชื้อ 

Acanthamoeba จากแหลงน้ําไดในชวงทีม่ีสภาพอากาศแลง ไดแก กมุภาพนัธ มีนาคม พฤษภาคม

และธันวาคม โดยไมพบเชื้อจากแหลงน้าํในชวงฤดูฝนและมีสภาพอากาศชื้น ซึ่งมีปริมาณน้ําใน

แหลงน้ํามาก อะมีบาที่อาศยัอยูบริเวณผวิน้าํอาจถกูรบกวนจากน้าํฝนและถูกชะลางลงสูระดับน้าํที่

ลึกลง เมื่อเปรียบเทยีบอุณหภูมิและคา pH ผลปรากฏวาไมมีความแตกตางจากแหลงน้าํทีพ่บและ

ไมพบเชื้อ ซึง่มีอุณหภูมิเฉล่ีย 31 องศาเซสเซียส คา pH ประมาณ 8.4 และมีสภาพเปนดาง ดังนัน้

ฤดูกาลจงึเปนปจจัยสําคัญในการพบเชื้อจากธรรมชาตมิากกวาอุณหภูมิและคาความเปนกรด-ดาง

ของแหลงน้ําโดยทั่วไป นอกจากนี้ยังสามารถตรวจพบ Acanthamoeba ไดจากเหงือกปลาซึง่เปน

การศึกษาในระดับอณูชีวโมเลกุลเปนครั้งแรกในประเทศไทย 

 Acanthamoeba ที่พบในการสํารวจครั้งนีจ้ํานวน 16 ตัวอยางเมื่อพิจารณาจากลักษณะ

ซิสต สามารถแบงไดออกเปน 2 กลุมซึง่มลัีกษณะซิสตในกลุมที่ 1 จํานวน 3 ตวัอยางจาก Ac_E1, 

Ac_E2 และ Ac_E9 ลักษณะซิสตในกลุมที่ 2  จํานวน 13 ตัวอยางจาก 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

ลักษณะซิสตที่พบจากผูปวยนัน้มีลักษณะซิสตในกลุมที่ 2 ไดแก Ac_PCN3, Ac_PCN12 และ 

Ac_PCS12 สวน Ac_PCN4 มีลักษณะซิสตในกลุมที ่3  

รูปรางลักษณะของ Acanthamoeba ที่เปนลักษณะของซิสตที่จัดอยูในกลุมที่ 1 ผนงั

ชั้นนอกและผนังชัน้ในมีการสัมผัสกันเปนบางบริเวณ บริเวณที่ไมไดสัมผัสกันจะเหน็ผนงัทัง้สอง

แยกออกจากกันอยางเหน็ไดชัดทําใหมีลกัษณะเปนแฉกคลายดาว เนื่องจากซิสตมีลักษณะเปนทรง

กลมเมื่อมกีารหมุนระนาบจะทําใหเห็นจาํนวนแขนหรือรัศมีของผนังชัน้ในเปลีย่นแปลงไป ซิสตกลุม

นี้แยกไดจากแหลงน้ําในบึงลาํพงัพวยและสนามกีฬาแหงชาตหิัวหมาก และ Acanthamoeba ที่

เปนลักษณะของซิสตที่จัดอยูในกลุมที่ 2 สามารถแยกไดจากแหลงน้าํภายในมหาวทิยาลยั 

เกษตรศาสตรบางเขน เมืองทองธาน ีหมูบานเพอรเฟคเพสรามคําแหง รังสิตคลอง 6 สนามกฬีา

แหงชาติหัวหมาก หมูบานสัมมากรรามคําแหงและตวัอยางปลาจากบงึลําพังพวยและหมูบาน 

เพอรเฟคเพสรามคําแหง มีผนังซิสตชัน้นอกหยกัเปนคลื่น ผนังซิสตชัน้ในมีรูปรางหลายแบบ เชน 

กลม รี หรือหลายเหลี่ยมมลัีกษณะไมแนนอน มักเหน็เปนแฉกไมชัดเจนซึ่งตรงกับลักษณะของซิสต

ในกลุมที่ 2 และพบไดมากที่สุดจากการสาํรวจครั้งนี้ถึง 13 ตัวอยาง โดยไมพบ Acanthamoeba ที่
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มีลักษณะของซิสตกลุมที ่3 เนื่องจากผนังชัน้นอกของซิสตกลุมนี้มีลักษณะที่บางอาจเห็นเปนร้ิว

ขนาดเล็ก ผนงัซิสตชั้นในกลม การสังเกตลักษณะของซสิตกลุมนี้จงึทาํไดยากและอาจสับสนไดกบั

ซิสตในกลุมที่ 2 ซึ่งผนังชัน้ในมีรูปรางกลม โดยพบวาซิสตในกลุมที ่2 และ 3 มีการแพรกระจายไป

ในสิ่งแวดลอมและมีกอโรคในคนไดมากทีสุ่ด (Stothard et al., 1998) แตสปชีสที่อยูในกลุม

ดังกลาวยงัประกอบดวยสายพนัธุทีก่อโรคและไมกอโรค อีกทั้งขนาดและลักษณะของซิสตที่ไม

ชัดเจนทาํใหเกิดความสับสนในการจัดแบงกลุม ดังนั้นการพิจารณาลกัษณะซิสตและการตั้งชื่อสป

ชีสจึงไมสัมพนัธกับความหลากหลายของ Acanthamoeba ที่มีอยูในธรรมชาติ (Visvesvara, 

1991) การจัดความสัมพันธภายในจนีัส Acanthamoeba  จึงไมสามารถอาศัยลักษณะของซิสต

เปนเกณฑไดเนื่องจากลักษณะดังกลาวมคีวามผนัแปรไปตามสภาวะการเจริญเติบโตและปจจัยอืน่ 

ๆ แมจะเปนเชือ้ชนิดเดียวกันก็ตาม (Jongwutiwes et al., 2000) เมื่อมีการศึกษาโดยใชเทคนิคทาง

อณูชีวโมเลกุลพบวามีประสิทธิภาพในการจัดหมวดหมู เชน การเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอของยีน 16S 

mitochindrial rRNA หรือ 18S rRNA โดยปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรสพบวาสามารถใชจําแนกชนิด

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

al., 2004) จากการศึกษาของ Stothard และคณะ (1998) พบวาซิสตในกลุมที ่1 มีความยาว

ประมาณ 2,600 - 2,700 คูเบสโดยในตัวอยาง Ac_E1, Ac_E2 และ Ac_E9 มีขนาดใกลเคียงกนัที่

ความยาวประมาณ 2,500 คูเบส และจากตัวอยาง 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 ที่มีลักษณะตรงกับซิสตในกลุมที่ 2 และ Ac_PCN4 ที่มีลักษณะตรงกับซิสตใน

กลุมที ่3 มีขนาดเทากนัประมาณ 2,300 คูเบส Acanthamoeba ในสปชีสหนึง่สามารถมีรูปรางและ

ขนาดของซิสตไดหลายแบบ แตจากวิเคราะหลาํดับเบสชวยยนืยนัไดวาความหลากหลายนัน้เปน

ชนิดเดียวกัน  

ความหลากหลายทางพนัธุกรรมของ Acanthamoeba จากตวัอยางที่พบในธรรมชาติ 

สามารถแบงตามความใกลชดิทางพนัธุกรรมไดเปน15 กลุมหรือจีโนไทป (T1-T15) การศึกษาครั้งนี้

ไดรวบรวมตัวอยางจากแหลงน้าํภายในเขตกรุงเทพมหานครและปริมณฑล พบการกระจายตวัของ

จีโนไทป T4, T7, T8 , T9 และ T11 โดยมีจาํนวนของจีโนไทป T4 มากทีสุ่ด คิดเปนรอยละ 75 

(12/16) รองลงมาคือ T8 รอยละ 12.5 (2/16) ตามดวย T11 รอยละ 6.25 (1/16) และมีการปะปน

ระหวาง T7 และ T9 จํานวน 1 ตัวอยาง คดิเปนรอยละ 6.25 (1/16) Acanthamoeba ที่แยกไดจาก

เหงือกปลามีเพียงจีโนไทป T4 เทานัน้ จีโนไทป T7, T8 และ T9 สามารถแยกไดจากตัวอยางน้าํแต

ไมพบจากตัวอยางเหงือกปลา สวนจีโนไทปทีพ่บในผูปวยจากโรงพยาบาลจฬุาลงกรณ ไดแก T4 

และ T10  
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จากตัวอยางในธรรมชาตทิี่ทาํการศึกษาพบวาบางตัวอยางมกีารปะปนกันมากกวา 1 สาย

พันธุจึงไดทาํการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดโดยการ subclone และทําการวิเคราะห 

phylogenetic tree ของยนี 18S rRNA พบวาตัวอยาง Ac_E1 และ Ac_E9 สามารถเทยีบเคียงได

กับจีโนไทป T7 และ T8 มีลักษณะของความแตกตางทีแ่ยกออกจากสายพนัธุมาตรฐานอยางชัดเจน

และเมื่อทําการเปรียบลําดับนิวคลีโอไทดจากขอมูลใน Gen Bank พบวามีความใกลเคียงกับ 

Acanthamoeba tubiashi OC-15C ดังหมายเลข AF019065 แตมีความแตกตางกนัมากกวารอย

ละ 20 ซึ่งอาจเปนจีโนไทปชนิดใหม จากตัวอยาง Ac_E2 ที่มีการปะปนระหวาง T7 และ T9 เมื่อทาํ 

phylogenetic  tree ปรากฏวามีลักษณะเทียบเคียงไดจีโนไทป T9 และอยูคนละแขนงกับจีโนไทป 

T7 โดยไมมีความแตกตางกนัในระหวางโคลนแตมีความแตกตางจากสายพนัธุมาตรฐาน ในกลุม

ของจีโนไทป T7, T8 และ T9 มีความใกลชดิกันมากกวาจีโนไทป T4, T10 และ T11 ตัวอยาง 

Ac_E13 มีอัตราความเหมือนกนักับจโีนไทป T11 คิดเปนรอยละ 96.5 และในกลุมทีม่ีจีโนไทป T4 

ซึ่งมีการแพรกระจายไปในสิง่แวดลอมและกอโรคไดนั้น มีความหลากหลายในระหวางจีโนไทปสงูซึ่ง

ประกอบดวยหลายกลุมยอยในบริเวณ DF3 และเมื่อทาํการวิเคราะห phylogenetic tree ของ

ลําดับนิวคลีโอไทดในบริเวณดังกลาวพบวามีความแตกตางกันในระหวางโคลนทีน่อยลงจาก 13 

กลุมยอยเหลอืเพียง 6 กลุม  

ความหลากหลายของ Acanthamoeba ที่มีการกระจายตัวอยูในสิง่แวดลอมนัน้มี

ความสามารถในการกอโรคและความรุนแรงของโรคที่แตกตางกนั การติดเชื้อทางสมองทีท่ําใหเกดิ

โรคสมองอักเสบชนิดเรื้อรังหรือเฉียบพลนั (granulomatous amebic encephalitis, GAE) มีอัตรา

การติดตอคอนขางต่าํ มกัพบในผูที่มีภูมิคุมกันรางกายบกพรอง เนื่องจากอาการของโรคมีความ

ใกลเคียงกบัจลุชีพกอโรคทางสมองโดยทัว่ไป จึงทาํใหมกีารวนิิจฉัยลาชาเมื่อเนื้อสมองเริ่มถูก

ทําลายผูปวยจะมีอาการทางประสาทและเสียชีวิตลง มกัทราบวาติดเชื้อโดย Acanthamoeba 

ภายหลงัการพิสูจนเนื้อเยื่อสมองเมื่อเสยีชีวิต แตการตดิเชื้อทางตาสามารถพบไดโดยทั่วไปได

มากกวาการตดิเชื้อทางสมอง เมื่อเนื้อเยื่อกระจกตามีบาดแผลจะเปดโอกาสใหเชื้อทีแ่พรกระจายไป

ในอากาศ ในดินหรือในแหลงน้าํเขาสูตาได โดยมีผูติดเชื้อทางตามากขึ้นตามความนิยมใสคอนแทค

เลนส การรักษาไมอาจรักษาใหหายขาดไดหากยังมเีชื้อในระยะซิสตฝงตัวอยูในกระจกตา ทําใหเชือ้

สามารถกลับมากอโรคไดอีกและมีอาการดื้อยา ผูปวยอาจตองทาํการเปลี่ยนกระจกตาหรือตอง

สูญเสียดวงตาในรายที่มีอาการรุนแรง ซึ่ง Acanthamoeba ที่มีลักษณะจีโนไทป T4 สามารถกอโรค

ไดทั้งทางกระจกตาและทางสมองซึ่งเปนจโีนไทปที่มีการกระจายตวัอยูในธรรมชาติมากที่สุดจงึมี

โอกาสในการกอโรคในคนไดสูง (Booton et al., 2004 ;  Maghsood et al., 2005) แตตัวอยาง 

Ac_PCN4 จากผูปวย keratitis พบวามีลักษณะจีโนไทป T10 ซึ่งเคยพบกอโรคที่สมอง (Khan, 

2006) 
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  ในการศึกษาโดยการวิเคราะหจีโนไทปนี้ชวยใหทราบถงึการแพรกระจายของเชื้อที่อยูใน
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ภาคผนวก ก 
รูปสถานที่แหลงน้าํ 

 

 
รูปที่ 1. สนามกีฬาแหงชาตหิัวหมาก 

 

 

 
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. หมูบานสัมมากร 1 
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รูปที่ 7. หมูบานสัมมากร 2 

 

 

 
รูปที่ 8. หมูบานเพอรเฟคเพส รามคําแหง 
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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 

  นําไปนึง่ฆาเชือ้ดวยหมอนึง่ปลอดเชื้อ* เกบ็ไวในอุณหภมูิที่ 4ºC 
 
การเตรยีม Nonnutrient agar (NNA) 
 10x ameba saline    100.0 ml 

 Agar        15.0 g 

 Double-distilled water    900.0 ml 

 นําไปนึง่ฆาเชือ้ดวยหมอนึง่ปลอดเชื้อ*  

 
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 

 นําไปนึง่ฆาเชือ้ดวยหมอนึง่ปลอดเชื้อ* เกบ็ไวในอุณหภมูิที่ 4ºC 
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การเตรยีม 0.5 EDTA (pH 8.0) 
  EDTA    186.1 g .    

  double distilled water  800   ml. 

นําสวนผสมทัง้ 2 อยางนี้มากวนดวย magnetic stirrer จนสารละลายเปนเนื้อ

เดียวกนั ปรับ pH ดวย NaOH ใหมีคา pH = 8 และปรับปริมาตรใหได 1 ลิตร ดวยน้าํกลั่น 

จากนั้นนําไปนึ่งฆาเชื้อดวยหมอนึง่ปลอดเชื้อ*  

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

  Boric acid      55 g. 

  EDTA       7.4 g. 

 ปรับคา pH และปริมาตรใหเทากับ 8.3 และ 1 ลิตร จากนัน้จึงนําไปนึ่งดวยหมอนึง่

ปลอดเชื้อเชนเดียวกนั*  

 
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. 

  ผสมใหเขากนัแลวนําไปนึ่งฆาเชื้อดวยหมอนึ่งปลอดเชือ้กอนทีจ่ะใช * 
 
การเตรยีม 1 M Tris (pH 7.8)  
  Tris base           121.1 g. 

  น้ํากลัน่               800 ml. 

 นําสวนผสมทัง้ 2 มาละลายใหเปนเนื้อเดียวดวย magnetic stirrer จากนัน้ปรับ 

pH ดวย HCl ใหมีคา pH เทากับ 7.4 และปรับปริมาตรใหเทากับ 1 ลิตร โดยใชน้าํกลัน่ 

และนําไปนึง่ดวยหมอปลอดเชื้อกอนที่จะนาํไปใช *  

 
* ภายใตความดัน 15 ปอนดตอตารางนิว้ ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 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 โดยปรับปริมาตรใหเทากับ 1 ลิตร   
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 

 นางสาววริษา หนูประเสริฐ เกิดเมื่อวนัที ่5 ตุลาคม 2526 จังหวัดกรงุเทพมหานคร สําเร็จ

การศึกษาปริญญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาชวีวทิยา คณะวิทยาศาสตร มหาวทิยาลยั 

ศรีนครินทรวิโรฒ ในปการศึกษา 2548 และเขาศึกษาตอในหลักสูตรวทิยาศาสตรมหาบัณฑิต 

สาขาวิชาปรสติวิทยาทางการแพทย ภาควชิาปรสิตวิทยา คณะแพทยศาสตร  จฬุาลงกรณ

มหาวิทยาลยั ในปการศึกษา 2550 
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