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บทที่ 1 
บทนํา  

                                                                                                                                        
Giardia sp. เปนแฟลกเจลเลตโปรโตซัว ทีด่ํารงชีวิตแบบปรสิตภายในลําไสของโฮสต                                 

เปนสาเหตุของโรคทองเสียในสิ่งมชีีวิตหลายชนิดทัง้ในสตัวเลี้ยงลกูดวยนม สัตวปกและ           

สัตวเลื้อยคลาน สามารถพบการแพรกระจายของ Giardia sp. ไดทั่วโลก Giardia sp. ถูกคนพบ                             

คร้ังแรกใน ค.ศ. 1681 โดย Van Leeuwenhoek ซึ่งพบปรสิตชนิดนี้ภายใตกลองจุลทรรศนจาก

อุจจาระของตนเอง (Dobell, 1920) แตผูที่นับวาเปนคนบรรยายลักษณะอยางละเอยีดของ                    

โปรโตซัวชนิดนี้เปนคนแรกในป ค.ศ. 1859 คือ Vilem Lambl ตอมาใน ป ค.ศ. 1888 Kunstler ได

ตั้งชื่อสกุล (genus) ชนิดนีว้า Giardia หลงัจากนัน้ Blanchard (1988) ไดเรียกชื่อสกลุใหมวา                                 

Lamblia  intestinalis ภายหลังไดมีการเปลี่ยนชื่อมาเปน Giardia duodenalis 

 จนกระทั่งในป ค.ศ. 1915  Stiles ไดเสนอใหใชชื่อ G. lamblia เพื่อเปนเกียรติแก

ศาสตราจารย A. Giard ที่ปารีสและนายแพทย Lambl ที่กรุงปราก แตก็ยังคงมีบางกลุมที่ใชชื่อ  

G. intestinalis ในปจจุบันพบวาชื่อ G. lamblia ไดรับการยอมรับและใชกันอยางแพรหลายในทาง

การแพทย จากการศึกษาในป ค.ศ. 1978 พบวา genus Giardia มีทั้งหมด 40 species โดยแยก

ตามชนิดของโฮสตเปนหลกั (Meyer และ Radulescu, 1978)  

 Filice (1952) ไดจําแนก Giardia sp. ออกเปน 3 species  โดยอาศัยลกัษณะรูปรางของ

โทรโฟซอยต (trophozoite) และมีเดียนบอดี (median body) โดยจําแนกไดเปน 1). G. lamblia 

ในระยะ trophozoite มีรูปรางคลายลกูแพร (pear-shape) หรือแมงดาทะเล ม ี1-2                  

median bodies ลักษณะคลายสันคอนตะปูมีงาม (claw-shape) พบไดในคนและสัตวเลี้ยงลกู

ดวยนมหลายชนิด 2). G. muris ระยะ trophozoite มีรูปรางอวนกลม median bodies มีขนาด

เล็กและรูปรางกลม พบในพวกสัตวแทะ (rodent) และ 3). G. agilis ระยะ trophozoite มีรูปราง

เรียวยาว (slender) median bodies คลายหยดน้าํตา (teardrop-shape) พบในพวกสัตวคร่ึงบก

คร่ึงน้ํา  

 ภายหลงัจากที่กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน (electron microscope) ไดถูกพัฒนาขึน้มา  

ทําใหสามารถศึกษาลักษณะรูปรางของปรสิต Giardia sp. ในระยะ trophozoite ไดอยางชัดเจน  

จึงสามารถจาํแนกไดอีก 2 species ไดแก G. psittaci ในระยะ trophozoite มีรูปรางคลายลกูแพร

หรือแมงดาทะเลและมีเงี่ยงดานขางทีจ่านเกาะ (ventro-lateral flange) ที่ไมสมบูรณและไมมีสวน

ของ marginal groove พบปรสิตชนิดนี้ในนกแกว (parakeet) (Erlandsen และ Bemrick, 1987)  

 

 

 



    

 

2 

อีกชนิดหนึง่ คือ G. ardeae ลักษณะของจานดูด (ventral disk หรือ adhesive disk) และ caudal 

flagellum คลายกับ G. muris พบไดในพวกนกกระสา (heron) (Erlandsen et al., 1990) และ 

species สุดทายคือ G. microti ถูกจําแนกโดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยาของซิสต (cyst) 

จากการศึกษาโดยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน พบวาในระยะ cyst ของ G. microti จะมี                  

ventral disk ที่สมบูรณแลว ขณะที ่cyst ของ G. lamblia ภายในจะไมมีสวนของ ventral disk 

(Feely, 1998) นอกจากนี้พบวา G. microti สามารถจาํแนกจาก G. lamblia ไดโดยการวเิคราะห

ลําดับเบสของยีน small subunit rRNA (van Keulen  et al., 1998) และมีโฮสตจําเพาะเปนพวก

หนนูา (vole) และหนทูี่มีขนาดใหญ (muskrats) 

 ตามที่ปรสิต Giardia sp. สามารถจาํแนกไดหลาย species พบวา G. lamblia (ชื่อพอง         

G. intestinalis, G. duodenalis) เปนเพยีง species เดียวเทานัน้ทีพ่บวาสามารถกอโรคในคนได 

โดย G. lamblia ติดอันดับ 1 ใน 10 ของโรคปรสิตที่สําคัญในคน สามารถพบการแพรกระจายไป

ทั่วโลกโดยเฉพาะในเขตที่มอีากาศอบอุน เชื่อวาในแตละปจะมีผูติดเชือ้ G. lamblia ทั่วโลก

ประมาณ 280 ลานรายตอป (Lane และ Lloyd, 2002) ทั้งนี้พบการแพรระบาดไดบอยในกลุม

ประเทศทีก่ําลงัพัฒนาโดยอาจพบอุบัติการณการติดเชื้อมากถงึรอยละ 20-30 ในขณะที่ประเทศที่

พัฒนาแลวมีอัตราการติดเชื้อตํ่าโดยพบประมาณรอยละ 2-5 (Marshall et al., 1997) จาก

รายงานขององคการอนามยัโลก (WHO) พบวาในแตละปมีผูติดเชื้อในเอเชีย แอฟริกา และลาติน

อเมริกา ถึง 200 ลานคน และมีผูติดเชื้อรายใหมถึง 500,000 รายตอป (WHO, 1996) รวมถึงยงั

เปนปรสิตทีพ่บการติดเชื้อไดบอยในกลุมสัตวเลี้ยง เชน สุนัข แมว และปศุสัตวตางๆ เปนตน 

รวมถึงในสัตวปาหลายชนิดอีกดวย  

 เนื่องจาก G. lamblia สามารถกอโรคไดในโฮสตหลายชนิด ลักษณะทางชีววิทยามวีงจร

ชีวิตเพียง 2 ระยะ คือ ระยะ trophozoite และระยะ cyst โดยไมตองอาศัยโฮสตตัวกลาง 

(intermediate host) ระยะ cyst มีความทนทานตอสภาวะแวดลอมภายนอกไดเปนอยางด ีจึงชวย

ให G. lamblia สามารถที่จะแพรกระจายหรือเกิดการตดิตอจากคนหนึ่งสูอีกคนหนึง่ไดโดยตรง 

สําหรับบทบาทการกอโรคของโปรโตซัว Giardia sp. จะไมมีการลุกลามของเชื้อเขาสูเนื้อเยื่อของ

โฮสต (non-invasive) แตจะอาศัยและเพิม่จํานวนแบบไมอาศัยเพศ อยูบริเวณเยื่อบุผิวลําไสเล็ก

สวนดูโอดีนมัของโฮสต กลไกทีท่ําใหเกิดโรคยังไมทราบแนชัด โดยผูทีต่ิดเชื้ออาจไมแสดงอาการแต

สามารถแพรกระจายเชื้อออกมาปนเปอนกับอุจจาระในรูปของ cyst และสามารถติดตอสูบุคคลอื่น

ได ผูติดเชื้อบางรายอาจมีอาการทองเสยีเฉียบพลนั (acute diarrhea) หรือทองเสียเรื้อรัง (chronic 

diarrhea) ซึ่งอาการของโรคจะเริ่มข้ึนภายใน 1-2 สัปดาห หลังจากกลนื cyst เขาไป รวมทัง้อาจมี

อาการปวดทอง คลื่นไส อาเจียน เกิดภาวะสูญเสียน้าํ (dehydration) และน้าํหนักลด (Thompson 

และ Meloni, 1993) 
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 อยางไรก็ตามมีการศึกษาเมือ่เร็วๆ นีท้ําใหเกิดความเขาใจเกี่ยวกับกลไกในการกอโรคของ    

G. lamblia มากขึ้น โดยพบวาปรสิตชนิดนี้จะมกีารปลอยสารบางอยางออกมากระตุนการทํางาน

ของเยื่อบุผิวทีบ่ริเวณลําไสเล็ก ทําใหเกิดภาวการณทํางานของเยื่อบุผนังลาํไสบกพรอง โดยพบวา 

peripheral membrane protein และ zonula occludens -1 (ZO-1) ซึ่งเปนโปรตีนทีม่ี

ความสาํคัญในการควบคุมการทาํงานของเยื่อบุผวิ จะถกูทําลายทําใหเกิดการอักเสบของเยื่อบุผิว

ในลําไสเล็ก สงผลใหกระบวนการยอยอาหารและดูดซมึสารอาหารเกิดความผิดปกติ (Chin et al., 

2002) 

 ความรุนแรงของโรคขึ้นอยูกบัหลายปจจัย เชน ความสามารถในการกอโรคของเชื้อ ภาวะ

ดานโภชนาการและภูมิคุมกันโรคของโฮสต (Chin et al., 2002) การมกีรดนอยหรือไมมีกรดใน

กระเพาะอาหาร (achlorhydria) รวมไปถงึการติดเชื้อปรสิตอื่นๆ ที่เกีย่วของกับระบบทางเดิน

อาหารรวมดวย เชน พยาธิปากขอ (hookworm)หรือ Hymenolepis sp. เปนตน (Sackey, Weigel 

และ Armijos, 2003) ในเด็กเล็กมีสวนทาํใหพัฒนาการในการเจริญเตบิโตต่ํากวาในเด็กปกติ 
นอกจากปจจยัดังกลาวแลว สาเหตุทีท่ําใหปรสิต G. lamblia สามารถพบการแพรกระจายไปทั่ว

โลกหรือมีความสามารถในการกอใหเกิดความรนุแรงของโรคไดนั้น เนือ่งจาก cyst มีความทนทาน

ตอสภาวะสิ่งแวดลอม สามารถดํารงชีวิตอยูไดนานหลายสัปดาหหรือนานเปนเดือน รวมถงึมีความ

ทนทานตอคลอรีนในน้าํประปา การที ่cyst ของ G. lamblia สามารถเจริญเปนระยะตดิตอไดทันที

หลังจากที่ปนเปอนออกมาพรอมกับอุจจาระ (Rendtorff, 1954) นับเปนปจจัยเอื้ออํานวยตอการ
แพรกระจายสูโฮสตอ่ืนไดรวดเร็วขึ้นและสามารถกอโรคไดแมวาโฮสตจะไดรับ cyst จํานวนนอย

เพียง 10 cyst ก็ตาม (Rendtorff, 1954 ; Pickering, 1984) 

การแพรระบาดของเชื้อสามารถติดตอไดจากการรับประทานอาหารหรือด่ืมน้ําที่มีการ

ปนเปอนของ cyst ระยะติดตอ สาเหตหุลกัของการแพรระบาดทางน้ํา (waterborne outbreak) 

มักเกิดจากการที่ไมมีระบบการบําบัดน้าํเสยีกอนปลอยจากโรงงานอุตสาหกรรม โรงพยาบาลหรือ

จากบานเรือนของประชาชนลงสูแหลงน้าํตางๆ การบริโภคพืชผักผลไมสดพบวามีความเสีย่งใน

การติดเชื้อ giardia ได เนื่องจากมีการปนเปอนของ cyst ในแหลงน้ําทีน่ํามาใชในดานการเกษตร 

ในป ค.ศ. 2004 พบการแพรระบาดของโรคติดเชื้อทางเดินอาหารในผูปวยถงึ 1,450 ราย ในมลรัฐ

โอไฮโอ สหรัฐอเมริกา โดยพบวาสาเหตุเกดิจากการติดเชื้อ G. lamblia รวมกับเชื้อชนิดอื่นๆ   

(O'Reilly, 2007) ตอมาพบรายงานการระบาดครั้งใหญในรัฐเวอรมอน พบอัตราการติดเชื้อถึง             

30 รายตอประชากร 100,000 ราย ซึ่งนบัวาเปนอัตราการติดเชื้อสูงสดุในรอบ 3 ป (Jonathan                               
และ Michael, 2007) ในกลุมนักทองเที่ยวธรรมชาติที่บริโภคน้ําในแมน้าํลําธาร พบวามีความเสี่ยง

ตอการติดเชื้อดวยเชนกัน  
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นอกจากนี ้Giardia sp. ยังสามารถติดตอไดจากคนหนึ่งสูอีกคนหนึง่ (person to person 

transmission) มักพบอัตราการติดเชื้อสูงในเด็ก อายุต่ํากวา 15 ป โดยเฉพาะในสถานที่มีความ

เปนอยูอยางแออัดที่มีสุขภิบาลไมดี เชน ในสถานที่เลี้ยงเด็กออน สถานรับเลี้ยงเด็กกําพราตางๆ 

โดยมีรายงานความชกุในเดก็อาย ุ1-5 ป ที ่Mount Isa ประเทศออสเตรเลียโดยพบอัตราการ                

ติดเชื้อรอยละ 8.5 และจากรายงานของ Harter และคณะ ทีท่ําการสาํรวจในรัฐวอชงิตันพบความ

ชุกของปรสิต G. lamblia ในเด็กเล็ก 1-3 ป ถึงรอยละ 7 (Harter, Frost และ Jakubowski, 1982) 

เชื่อกันวาการติดตอจากคนหนึง่ไปสูอีกคนหนึ่งมีบทบาทสําคัญในการแพรกระจายเชื้อเปนอยาง

มากเนื่องจากสามารถที่จะแพรกระจายเชือ้ไปยังคนในครอบครัวหรือผูที่อยูใกลชิดได นอกจากนี้ใน

กลุมรักรวมเพศชายพบวามคีวามเสีย่งตอการติดเชื้อ G. lamblia โดยไดรับเชื้อที่ปนเปอนมากับ

อุจจาระ 

สําหรับในประเทศไทยโรคตดิเชื้อ Giardia sp. หรือ giardiasis นับวาเปนปญหาที่สาํคัญ

ทางสาธารณสุข โดยจากการสํารวจความชุกในสถานเลี้ยงเด็กกําพรา 25 แหง ในกรุงเทพฯ พบ

ความชกุของปรสิต G. lamblia รอยละ 20 และพบวามกีารติดเชื้อรวมกับ Cryptosporidium อีก       

รอยละ 1 (Janoff, 1990a) และในสถานเลี้ยงเด็กกําพรา จงัหวัดเชียงใหม พบการติดเชื้อในเด็ก

เล็กรอยละ 40 (นิมิต  มรกต และคณะ, 2533) ในป ค.ศ. 2003  ไดมีการสํารวจความชุกในเดก็

นักเรียนอาย ุ5-7 ป ที่อาศัยอยูในเขตชนบทของ จังหวัดสมุทรสาคร พบอัตราการติดเชื้อ                  

G. lamblia รอยละ 6.5 โดยผูติดเชื้อทั้งหมดไมแสดงอาการ (Wongjindanon et al., 2005) 

นอกจากนี้ในป ค.ศ. 2007 มีรายงานการติดเชื้อ G. lamblia ในเด็กอาย ุ3 เดือน-5 ป พบการตดิ

เชื้อ G. lamblia รอยละ 13.6 และมีการตดิเชื้อรวมกับปรสิตในลําไสชนิดอื่นๆ อีกรอยละ 3.8 

(Wongstitwilairoong et al., 2007)  

 เนื่องจาก G. lamblia เปนปรสิตที่มีโฮสตหลายชนดิ มคีวามหลากหลายทางพนัธกุรรมสูง 

บางชนิดมีความสามารถในการติดตอระหวางคนและสัตวได (zoonotic) ภายหลงัจากที่มี

ความกาวหนาทางเทคโนโลยีชีวโมเลกุล จงึไดมีการประยุกตใชเทคนิคตางๆ เชน PCR, PCR-

RFLP และ DNA sequencing เปนตน มาทําการศึกษาลักษณะทางพนัธุกรรมของ G. lamblia 

กันอยางแพรหลาย โดยพบวา G. lamblia มีลักษณะทีเ่ปน species complex สามารถจําแนกได

เปน 7 กลุมหรือ Assemblage ไดแก Assemblage A, B, C, D, E, F และ G ซึ่งพบวา 

Assemblage A และ B เทานั้นที่สามารถกอโรคในคนได รวมถงึสัตวเลี้ยงลูกดวยนมหลายชนิด 

เชน สุนัข แมว และวัวควาย เปนตน  
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 ปจจุบันไดมีรายงานพบการติดเชื้อรวมกันระหวางคนและสัตวเลี้ยง โดยเฉพาะในสนุขัซึ่งมี

ความใกลชิดกบัคน ในป ค.ศ. 2004 Traub และคณะ ไดทําการศึกษาสายพนัธุ G. lamblia จาก

ตัวอยางทีพ่บในคนและสนุัข ในแถบชนบทแหงหนึง่ของรฐัอัสสัม ประเทศอินเดีย พบการติดเชื้อ 

Assemblage A และ B ในคนและสุนัขทีอ่าศัยอยูบริเวณใกลเคียงกนั เชนเดียวกนักับรายงานที่

พบในประเทศไทย โดยจากการศึกษาตัวอยางที่ไดจากสุนัขที่อาศยัอยูในบริเวณวัด 20 แหง       

ทั่วกรงุเทพฯ และตัวอยางจากคนที่อาศัยอยูบริเวณใกลเคียง พบวาสุนขัสามารถที่จะแพรกระจาย

เชื้อ G. lamblia มาสูคนได (Inpankaew et al., 2007) อยางไรก็ตามพบวาการศึกษาทางระดับ

พันธกุรรมของ G. lamblia ในประเทศไทยยังมีอยูอยางจาํกัด เนื่องจากการศึกษาสวนใหญให

ความสาํคัญในเรื่องของอัตราความชุกในการเกิดโรค ดังนั้นการศึกษาในครั้งนี้จงึมวีัตถุประสงค

เพื่อจําแนกลักษณะทางพันธกุรรมของ G. lamblia ซึ่งจะเปนประโยชนในการปองกนัและการ

ควบคุมโรค รวมถงึเพื่อใหเกิดเปนองคความรูใหมที่จะนาํไปสูการศึกษาที่มีประโยชนตอไป  
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บทที่  2 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 
 
อนุกรมวธิานของโปรโตซวั Giardia lamblia  

  

Giardia lamblia เปนโปรโตซัวชนิดหนึง่ จดัอยูในกลุมยคูาริโอต (eukaryote) ซึ่งมี

องคประกอบของเยื่อหุมนวิเคลียส (nuclear membrane) นับวาเปนปรสิตจําพวกโปรโตซัวของคน

ชนิดแรกที่มกีารคนพบ สามารถจัดหมวดหมูในอนุกรมวิธานจากคุณลักษณะทางสณัฐานวิทยา 

ชีววทิยา ตลอดจนปรสิตวิทยา ไดดังนี ้

Kingdom Protista 

    Subkingdom Protozoa  

                Phylum Sarcomastigophora 

                       Subphylum Mastigophora   

          Class Zoomastigophora 

      Order Diplomonadida 

                                     Family Hexamitidae 

    Genus Giardia      

เชื้อโปรโตซัวใน genus Giardia ในอดีตเชื่อวาประกอบดวย species ประมาณ 40 ชนิด 

โดยแบงตามชนิดของโฮสตทีพ่บ ซึง่มทีั้งชนดิที่พบในคน สัตวเลี้ยงลกูดวยนม สัตวปก และสัตวคร่ึง

บกครึ่งน้าํ (Thompson, 1990) ตอมาจากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและการวิเคราะห

ทางลําดับนิวคลีโอไทด สามารถจําแนกไดเปน 6 species ไดแก G. muris, G. agilis, G. ardea,                     

G. psittaci, G. microti  และ G. lamblia โดยพบวามเีพียง G. lamblia species เดียวเทานั้นที่

สามารถกอโรคไดในคน รวมถึงในสัตวเลีย้งลูกดวยนมอีกหลายชนิด เชน สุนัข แมว สัตวในปศุสัตว 

และสัตวปาบางชนิด เปนตน (Filice, 1952 ; Erlandsen และ Bemrick, 1987 ; Erlandsen et al., 

1990 ; Feely, 1988 ; van Keulen et al., 1988) 
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การกระจายทางภูมศิาสตรและที่มาของการแพรกระจายของเชือ้ Giardia lamblia 
 

G. lamblia  เปนแฟลกเจลเลตโปรโตซัวในลําไสของคนที่ไดรับการวนิจิฉัยบอยที่สุด 

สามารถพบการแพรกระจายไดทั่วโลกโดยเฉพาะในเขตที่มีอากาศอบอุน หรือพืน้ที่บริเวณเสนรุงที่

หางออกจากเสนศูนยสูตรของโลก 23 องศา 27 ลิปดา ครอบคลุมไปถึงบริเวณขั้วโลกเหนือ มกัพบ

การติดเชื้อในเด็กเล็กมากกวาผูใหญ พบการติดเชื้อในเด็กเล็กทัว่โลกรอยละ 1-36 หรืออาจสูงถงึ   

รอยละ 72 (Environmental Protection Agency, 1998) โดยอัตราการติดเชื้อข้ึนอยูกับกลุมอายุ

หรือพื้นที่การระบาดของโรค พบการติดเชื้อไดบอยในสถานรับเลี้ยงเด็กออน หรือในสถานเลี้ยงเด็ก

กําพรา รวมถึงในชุมชนแออัดที่มีการจัดการดานสุขภิบาลไมดีนัก มีรายงานพบความชุกรอยละ   

2-5 จากการตรวจโรคปรสิตในอุจจาระในกลุมประเทศอุตสาหกรรม และรอยละ 20-30 ในประเทศ

ที่กําลงัพัฒนา (Marshall et al., 1997) 

 การแพรกระจายของเชื้อ G. lamblia เกิดจากการรับประทานอาหารหรือด่ืมน้ําทีม่ีการ

ปนเปอนของ cyst ระยะติดตอ โดยสาเหตุเกิดจากหลายปจจัย ซึ่งพบวาเชื้อสามารถแพรกระจาย

จากคนหนึ่งสูอีกคนหนึ่งไดโดยตรง อัตราการติดเชื้อจะแตกตางกนัออกไปในแตละพื้นที่                           

(ดังแสดงในตารางที่ 1) เชน สถานรับเลี้ยงเด็กกําพราในสหรัฐอเมริกา มีรายงานการติดเชื้อในเด็ก

เล็กอายุต่าํกวา 5 ป โดยมีอัตราความชกุรอยละ 7- 54 จากขอมูลนีช้ี้ใหเหน็วาอาจมเีด็กเล็กใน

สถานเลี้ยงเด็กกําพราทั่วทั้งอเมริกาติดเชือ้ G. lamblia 155,000 ถึง 1,198,000 ราย ซึ่งเด็กที่ตดิ

เชื้อสวนใหญจะไมแสดงอาการ(asymptomatic) อยางไรก็ตามพบวาเด็กเล็กที่แสดงอาการ 

(symptomatic) และไมแสดงอาการสามารถที่จะแพรกระจายเชื้อไปยงัสมาชกิที่อยูในครอบครัว

รวมถึงพี่เลี้ยงที่ดูแลเด็กได โดยพบอัตราการติดเชื้อในกลุมนี้สูงถึงรอยละ 5-35 (Environmental 

Protection Agency, 1998) ป ค.ศ. 1998 จากการตรวจวินิจฉยัของเหลวที่ไดจากลาํไสผูปวยที่

เปนเด็กเลก็ 112 ราย ในประเทศโปแลนด ซึ่งทุกรายมีอาการปวดชองทองเรื้อรังพบการติดเชื้อ    

77 ราย หรือรอยละ 68 (Skorochodzki  et al., 1988) จากการสาํรวจความชกุในประเทศอังกฤษ

พบอัตราการตดิเชื้อในเด็กเลก็รอยละ 23.7 และไมแสดงอาการทางคลินิก โดยมีสาเหตุมาจากการ

ไดรับเชื้อที่ปนเปอนอยูในแหลงน้าํตางๆ (Gray และ Rouse, 1992) พบอัตราการติดเชื้อสูงในกลุม

เด็กเล็กอายุ 1-5 ป รอยละ 2-46 ในประเทศออสเตรเลีย (Thompson, 1994) จากการศึกษา

ระบาดวิทยาโดยวิธีเซรุมวิทยา (seroprevalence study) ในกลุมเด็กเล็กอาย ุ0-6 เดือน ของ

ประเทศเปรู (Miotti et al., 1986) พบความชุกรอยละ 40 และมีการติดเชื้อซํ้า (reinfection) ขึ้นใน

ผูปวย แตในบางรายพบวามอีาการทองเสยีเรื้อรัง (chronic diarrhea) ในประเทศเยอรมัน ป ค.ศ. 

2006 พบผูติดเชื้อรอยละ 62 โดยสวนใหญเปนเด็กเลก็อายุ 1-5 ป (Sagebie et al., 2009) สําหรับ

รายงานความชุกของปรสิต G. lamblia ในประเทศไทยจากการสํารวจสถานเลี้ยงเด็กกําพราใน  
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จังหวัดนนทบรีุ พบการติดเชื้อรอยละ 6.4 (Jongwutiwes et al., 1990) ในป ค.ศ. 2002 จากการ

สํารวจความชกุของการติดเชื้อปรสิตในลําไสของเด็กนักเรียนในจงัหวัดนาน จากตัวอยางทัง้หมด 

1,010 ราย พบการติดเชื้อ G. lamblia รอยละ 5.3 นอกจากนี้ยงัพบการติดเชื้อรวมกับปรสิตชนดิ

อ่ืนๆ ไดแก Ascaris lumbricoides, hookworm และ Trichuris trichiura โดยพบการติดเชื้อ              

รอยละ 21.7, 18.5 และ 16.3 ตามลําดับ (Waikagul et al., 2002) นอกจากนี้ในกลุมชายรักรวม

เพศ พบวามีความเสีย่งตอการติดเชื้อดวยเชนกนั เนื่องจากไดรับ cyst ที่ปนเปอนออกมากับ

อุจจาระ 

การแพรกระจายของเชื้อทางน้าํ ทั้งในน้าํที่ใชในการอุปโภคบริโภค น้ําเสีย ตลอดจนในสระ

วายน้ํา พบวาเปนสาเหตุหลกัของการติดเชื้อและกอใหเกิดปญหาทางดานสาธารณะสุขในประเทศ

อุตสาหกรรมหลายๆ ประเทศ เชน ประเทศอังกฤษ สวเีดน แคนาดาและอเมริกา เปนตน

(Ljungstrom และ Castor, 1992 ; Moore et al., 1993) โดยพบวาของเสียที่ไดจากมนษุย เปน

ปจจัยสําคัญทีท่ําใหเกิดการปนเปอน cyst ของ G. lamblia ในแหลงน้าํตางๆ ซึ่งจากการสํารวจ

แหลงน้ําเสียในประเทศแคนาดาและอิตาล ีพบความชกุของ G. lamblia สูงถงึรอยละ 73-100 

(Cacciò et al., 2008 ; Heitman et al., 2002 ; Wallis et al., 1996) ในป ค.ศ. 2004-2005 พบ

การแพรกระจายของเชื้อทางน้าํที่เมือง Bergen ประเทศนอรเวย โดยพบวามีผูติดเชื้อถึง 1,500 

ราย และทุกรายมีอาการทองเสีย (Robertson et al., 2006) นอกจากนี้แลวในกลุมนักทองเที่ยว

ธรรมชาติทีน่ิยมดื่มน้ําจากแมน้ําหรือลําธาร พบวามีความเสี่ยงตอการติดเชื้อดวยเชนกนั เนื่องจาก

อาจเกิดการปนเปอนของ cyst ในแหลงน้าํจากสัตวปาบางชนิดที่เปนโฮสต เชน muskrat บีเวอร 

และกวาง เปนตน ซึง่จากการสํารวจในกลุมนักทองเที่ยวใน รัฐเซนตปเตอรสเบิรก ประเทศรัสเซีย 

พบผูปวยมีการติดเชื้อแบบแสดงอาการถึงรอยละ 95 (Adam, 1991) 

การแพรระบาดของเชื้อโดยการปนเปอนของ cyst ในอาหาร เชน น้าํแข็ง ผักผลไม หรือ

สลัด ในอเมรกิาพบวาในแตละปมีผูติดเชื้อถึง 225,000 ราย นอกจากนี้แลว การแพรกระจายของ

เชื้อ G. lamblia ยังสามารถเกิดการติดตอระหวางสัตวมาสูคน (animal to human) ไดอีกดวย 

เนื่องจากปรสติ G. lamblia มีความหลากหลายภายใน species โดยบางสายพนัธุสามารถที่จะกอ

โรคไดในโฮสตหลายชนิด เชน ในคน สนุัขและแมว เปนตน ซึง่เปนสัตวเลี้ยงที่มีความใกลชิดกับคน 

จึงมีโอกาสที่คนจะไดรับเชื้อจากสัตวเลีย้งเหลานี้ โดยมีรายงานพบการติดเชื้อรวมกันระหวาง                

เด็กเล็กและสนุัขที่เลี้ยงไว  
 
 
 
 
 
 
 

http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6V73-3XM2SJJ-1&_user=591295&_rdoc=1&_fmt=&_orig=search&_sort=d&_docanchor=&view=c&_rerunOrigin=scholar.google&_acct=C000030318&_version=1&_urlVersion=0&_userid=591295&md5=8b0e822954b0c45ca467fd9301a4f9b9#bbib93#bbib93
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ตารางที ่1 แสดงอัตราการติดเชื้อ G.  lamblia ในกลุมประเทศตางๆ 
 

ประเทศ 
กลุม

ประชากร 
จํานวน    
ประชากร 

อายุ    
(ป) 

ความ
ชุก      
(%) 

อางอิงจาก 

ประเทศที่พัฒนาแลว 

USA  Infants  676 0-3 11 Bartlett et al., 1991 

USA  children 518 1-3 7.1 Haeter al., 1982 

Spain  children 1,917 6-10 5 Perez Armengol et al., 1997 

Spain  children 144 0-2 4 Garcia et al., 1989 

Canada  children 75 0-5 23 Varga และ Delage, 1990 

England  preschool - - 24 Gray และ Rouse, 1992 

Australia  children 178 1-6 10.8 Grimmond et al., 1988 

ประเทศที่กําลังพัฒนา 

India  children 127 <14 11 Kaur et al., 2002 

Pakistan  children 269 4-5 53.5 Mumtaz et al., 2009 

Guatemala  children 10,586 5-15 10.9 Cook et al., 2009 

Vietnam  households 526 - 3.2 Verle et al., 2003 

Malaysia  children 281 2-15 24.9 Al-Mekhlafi  et al., 2005 

Thailand  children 656 5-7 6.5 Wongjindanon et al., 2005 

Peru  Infants 26  <6 month 40 Miotti et al., 1986 

Brazil  children 318 3-14 4 Pedraza Duenas et  al., 1994 

ประเทศที่ดอยพัฒนา 

Cambodia children 1,616 1,616 4.2 Chhakda  et al., 2006 

Nepal pre-school  1,790 1,790 73.4 Easow et al., 2005 

Zimbabwe children - - 22 Rabbani et al., 1994 

South Africa children - - 24 Esrey et al., 1989 

Bungladesh children - - 21 Rabbani et al., 1994 
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วงจรชวีิตของ Giardia lamblia  
 

G. lamblia มีวงจรชวีิตที่อาศัยโฮสตเพียงโฮสตเดียว ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ    

โปรโตซัวชนิดนี้มี 2 ระยะ คือ ระยะ cyst และระยะ trophozoite วงจรชีวิตเริ่มตนจากการที่โฮสต

รับประทานอาหารหรือด่ืมน้ําที่มีการปนเปอนของ cyst ระยะติดตอเขาไปลงสูกระเพาะอาหาร เมื่อ

ผานเขาสูลาํไสเล็กสวนดูโอดีนัม trophozoite จะออกจาก cyst โดยโผลที่ขั้วใดขั้วหนึ่งของ cyst 

และเริ่มแบงตัวขณะที่กาํลังออกจาก cyst (excystation) (Meyer และ Radulescu, 1978 ;       

Al-Tukhi, Al-Ahdal และ Peters, 1991) 

trophozoite จะเริ่มแบงตัวจาก 1 เปน 2 ตามแนวยาว (longitudinal binary fission) แลว

เพิ่มจํานวนอยางรวดเร็ว และอาศัยอยูบริเวณเยื่อบุผิวของลําไสเล็กสวนดูโอดีนมั กระบวนการเขา 

cyst (encystation) จะเกิดขึ้นเมื่อ trophozoite เคลื่อนที่ผานเขาสูลําไสเล็กสวนลาง หลังจากนั้น 

cyst จะปนเปอนออกมากับอุจจาระและแพรกระจายสูสิง่แวดลอมตอไป 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
                       

         ภาพที ่1 แสดงวงจรชวีิตของเชื้อ G. lamblia (1www3.niaid.nih.gov/.../2007/giardia.htm) 
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สัณฐานวิทยาของ Giardia  lamblia 
 

1.  สัณฐานวิทยาของโทรโฟซอยต  
ระยะ trophozoite ของ G. lamblia เมื่อมองจากดานทองมีรูปรางคลายลูกแพร         

(pear-shaped) หรือรูปหยดน้ําตา มีขนาดความยาว 12-15 ไมโครเมตร และความกวางประมาณ 

5-9 ไมโครเมตร โครงสรางค้าํจุนรางกาย (cytoskeletion) ประกอบดวย median body                         

แฟลเจลลา (flagellar) จํานวน 4 คู และสวนของ ventral disk 

median bodyเปนโครงสรางที่อยูกึ่งกลางลําตัวและอยูบริเวณสวนหลังของ caudal 

flagella ซึ่งเปนลักษณะเฉพาะของปรสิต Giardia sp. และเปนโครงสรางสําคัญในการใชจําแนก 

species ของปรสิตชนิดนี้ (Filice, 1952) median body ในระยะ trophozoite ของ G. lamblia   

มี 2 อัน ลักษณะรูปรางคลายคอนถอนตะปู หนาที่ของ median body ยังไมทราบแนชัด แตพบวา

ที่บริเวณนี้มี giardin (Crossley et al., 1986) และ tubulin (Feely,  Schollmeyer และ 
Erlandsen, 1982) จึงมีความเปนไปไดวา median body มีหนาที่เกี่ยวของกับ ventral disk 

นอกจากนี้ภายใน median body ยังประกอบไปดวยกลุมของไมโครทิวบูล (microtubules) ซึ่งทาํ

หนาที่ชวยเสรมิแรงในการสะบัดของ caudal flagella 

 trophozoite มีแฟลเจลลาในการเคลื่อนทีจ่ํานวน 4 คู (8 เสน) โดยมี 2 คู ที่ตําแหนงของ 

basal body ใกลๆ กับตําแหนงกึง่กลาง (midline) และที่ตําแหนง anteroventral ไปยังนวิเคลียส 

โดยจะโผลออกมาที่บริเวณสวนหนา สวนทาย สวนหางและบริเวณดานทองของ trophozoite  

แฟลเจลลามหีนาที่สาํคัญในการเคลื่อนไหว แตไมเกี่ยวของกับการยึดเกาะกับผนงัลาํไสเล็กของ

โฮสต 
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   A         B    
     ภาพที่ 2 แสดงลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ G. lamblia ในระยะ trophozoite ภายใตกลอง   

     จุลทรรศนธรรมดา (A) และภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนชนิดลําแสงสองกราด (scanning   

     electron microscopy) (B) ที่มา : (2Hwww.bushwalking.org.au/FAQ/FAQ_Water.htm และ  

     3Hwww.farmacia-gallardo.com.ar/images/enfermedades/G_lamblia2.jpg) 
 
 
 
2.  สัณฐานวทิยาของซสิต 
 

ระยะ cyst เปนการเปลีย่นรปูมาจากระยะ trophozoite โดยมีการดงึแฟลเจลลากลบัเขา

ไปในไซโตพลาสซึม แลวหลัง่สารออกมาหอหุมตัวเองจนกลายเปน cyst โดย cyst ของ G. lamblia 

รูปรางกลมรี มีขนาดประมาณ 5 -10 ไมโครเมตร cyst ออนมี 2 นิวเคลียส และเมื่อเจริญเปน cyst 

ระยะติดตอจะมี 4 นวิเคลียส สามารถสังเกตเห็นแอกโซนมี (axoneme) เปนเสนพาดกลาง cyst 

ตามแนวยาว median body ที่พบในระยะ trophozoite จะสลายและกระจัดกระจายกลายเปน   

ไมโครทิวบูลอยูในไซโตพลาสซึม ระยะ cyst จะพบ median body 2 อัน 

 cyst wall มีความหนาประมาณ 0.3-0.5 ไมโครเมตร ประกอบไปดวย cyst wall สวนใน 

(inner membrane layer) และ cyst wall สวนนอก (outer filamentous layer) โดย cyst wall  

สวนนอกมีองคประกอบของเสนใย (filament) 7-20 ไมโครเมตร (Erlandsen, Bemrick และ 

Pawley, 1989 ) สามารถพบโปรตีนในบรเิวณนี ้4 ชนิด มีขนาด 29, 75, 88 และ 102 kDa         

(Erlandsen et al., 1990) รวมถงึองคประกอบจําพวกน้าํตาล galactosamine ในรูปของ           

N-acetylgalactosamine (GalNAC) (Jarroll et al., 1989) พบวาอัตราการเกิดเมตาบอลิซึมใน 

cyst มีเพียงรอยละ 10 -20 ของที่พบในระยะ trophozoite (Paget et al., 1989) นอกจากนี้ยงั 

 

  1 μm  1 μm 
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พบวากระบวนการหายใจ (respiration) ของ cyst และ trophozoite สามารถถูกกระตุนไดโดย        

ethanol ในขณะที่กลูโคส (glucose) สามารถกระตุนใหเกิดกระบวนการนี้ไดในระยะ         

trophozoite เทานั้น 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
       A                 B 
 
ภาพที ่3 แสดงลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ Giardia sp. ในระยะ cyst ภายใตกลองจุลทรรศน

ธรรมดา (A) และภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนชนิดลําแสงสองกราด (scanning electron 

microscopy) (B)  ที่มา :  (Adam, 1991 และ
http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/hTML/Frames/GL/Giardiasis/body_Giardiasis_mic1.htm) 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

   3 μm   1 μm 
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โครงสรางคํ้าจุน (Cytoskeleton) และการเคลื่อนทีข่อง Giardia lamblia  
 

เนื่องจาก G. lamblia เปนปรสิตที่ไมมีการแพรกระจายหรือลุกลามเขาสูเซลล รวมถึงยัง 

ไมมีการศึกษาในเรื่องของการมีตัวรับ (receptor) เพื่อใชในการยึดเกาะกับผนงัลําไสของโฮสต 

อยางไรก็ตามเชื่อวา ventral disk เปนสวนที่สําคัญในการทําหนาที่เปนโครงสรางค้ําจนุภายใน

เซลล ในระยะ trophozoite โปรโตซัว G. lamblia จะอาศัยและเพิ่มจาํนวนอยูบริเวณผนังลาํไสเลก็

สวนเจจูนัม โดยจะใชสวนของ ventral disk เกาะกับผนงัลําไสเล็กของโฮสตและดูดสารอาหารที่

จําเปนจําพวกน้ําตาลกลูโคส  

ventral disk เปนโครงสรางเฉพาะที่พบในปรสิต G. lamblia ทําหนาทีเ่ปนโครงสราง          

ค้ําจุนภายในไซโตพลาสซมึ โดยพบวาที่บริเวณผิวหนาของ ventral disk จะมีลักษณะเปนสวนเวา

และมีความลกึประมาณ 0.4 ไมโครเมตร ที่ปลายของสวนเวาจะมี lateral crest และ ventral 

lateral flange อยูบริเวณรอบๆ ventral disk (Erlandsen และ Chase, 1974) 

ภายใน ventral disk ประกอบดวยโปรตีนแอกติน (actin), แอลฟาแอกตินิน (α-actinin), 

ไมโอซิน (myosin) และ โทรโปไมโอซิน (tropomyosin) (Feely, Schollmeyer และ Erlandsen, 

1982) ทําหนาที่เกี่ยวของกบักระบวนการทางชีวเคมีในการหดตัวของ ventral disk ขณะที่ยึดเกาะ

กับผนงัลําไสโฮสต โดยความสามารถในการยึดเกาะของ G. lamblia ขึ้นอยูกับกระบวนการ        

เมตาบอลิซึม ซึ่งพบวาสามารถถูกยับยั้งไดเมื่ออยูในสภาวะที่อุณหภูมติ่ํากวา 37 องศา เมื่อมี

ระดับออกซิเจนสูงขึน้หรือเมือ่ความเขมขนของ cysteine ลดลง (Gillin และ Diamond, 1981 ; 

Gillin และ Reiner, 1982) 

จากการศึกษาดวยกลองจุลทรรศนกําลงัขยายสงูพบวา ventral disk ประกอบไปดวยกลุม

ของไมโครทิวบูล โดยประกอบไปดวย 13 protofilaments ไมโครทิวบูลเหลานี้เปนสวนฐานของ                    

ไมโครริบบอน (microribbons) หรือ dorsal ribbons ซึ่งจะมีลักษณะตั้งฉากกับเมมเบรน โปรตีนที่

เปนองคประกอบของไมโครริบบอน ไดแก โปรตีนในกลุมของ giardins ประกอบไปดวย                   

α1-giardin, α2-giardin, β -giardin และ γ-giardin โดยโปรตีนเหลานี้จะเรียงตัวเปนแนวยาวที่

บริเวณขอบของไมโครริบบอน แตจะไมพบในไมโครทิวบูล (Peattie et al., 1989) จากการศึกษา

พบวา α1-giardin และ α2-giardin มีลําดบันิวคลีโอไทดและกรดอะมิโนเหมือนกันถงึรอยละ 80 

สวนโปรตนี β-giardin และ γ-giardin จะมลีักษณะทีเ่ฉพาะแตกตางกันออกไป (Alonso และ 

Peattie, 1992) 
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สําหรับโปรตีนที่คุณสมบัติในการเปนแอนติเจนคลายกบั β-giardin แตมีขนาดใหญกวา 

ไดถูกจําแนกใหเปนกลุมของ cytoskeleton protein (head stalk protein) โดยมีขนาด 183 kDa 

ซึ่งมีรูปรางเปน long coiled-coil stalk และ N-terminal hydrolytic domain (Marshall และ 

Holberton, 1995)   

 

 

 

 

 

 

 

 

      ภาพที ่4 แสดงองคประกอบของ ventral disk ไดแก microtubules (MT)                                    

         และ microribbons หรือ dorsal ribbons (DR). 

                   ที่มา : (Adam, 2001) 

 

tubulin จะไมพบในไมโครรบิบอนแตจะพบในสวนของไมโครทิวบูล โดยไมโครทิวบลูที่  

บริเวณ ventral disk และแฟลเจลลา ประกอบไปดวย β-tubulin และ α-tubulin ในขั้นตอน 

posttranslation เพื่อทาํการสังเคราะหโปรตีน tubulins จะประกอบไปดวยกระบวนการ 

acetylation และ กระบวนการ polyglycylation (Soltys และ Gupta, 1994 ; Weber, 1996) ทั้งนี้ 

benzimidazole เปนสารประกอบที่สามารถยับยั้งกระบวนการตางๆ เหลานี้ของ G. lamblia ไดทั้ง

ในหลอดทดลอง (in vitro) และในสัตวทดลอง (in vivo) (Chavez, Cedillo-Rivera และ Martinez-

Palomo, 1992 ; Morgan, Reynoldson และ Thompson, 1993) 

ในระยะ trophozoite เมื่อไดรับ albendazole ซึ่งเปน benzimidazoles ชนิดหนึง่ จะ

สูญเสียความสามารถในการยึดเกาะกบัผนังลาํไสของโฮสต (Edlind, Hang และ Chakraborty, 

1990) แตไมมีผลตอการทํางานของแฟลเจลลา จงึช้ีใหเหน็ถึงความแตกตางระหวาง tubulin ทีพ่บ

ใน ventral disk กับแฟลเจลลา (Feely, Schollmeyer และ Erlandsen, 1982) โดยพบวา

ความสามารถในการยึดเกาะเกิดขึ้นไดแมจะปราศจากการทํางานของแฟลเจลลา ดังนัน้      

ventral disk จึงมีความสําคัญในการยึดเกาะกับพืน้ที่ผวิ แตแฟลเจลลาไมไดมีหนาที่เกี่ยวของใน

กระบวนการดงักลาว 
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เมื่อ trophozoite สัมผัสกับ albendazole เปนเวลา 24 ชั่วโมง พบวา ventral disk เร่ิมที่

จะแตกออกเปนชิ้นๆ มีการยายตําแหนงของไมโครริบบอนและไมโครทวิบูล นอกจากนี้ยังพบความ

หนาแนนของอิเล็กตรอนเปนจํานวนมากที่บริเวณไมโครทิวบูลและไมโครริบบอน แตในโครงสราง

อ่ืนๆ ทีม่ี tubulin จะพบวามคีวามหนาแนนนอยกวา เชน median body และแฟลเจลลา จะเหน็ได

วา albendazole มีผลตอไมโครริบบอนอยางชัดเจน  

vinculin เปนโปรตีนชนิดหนึง่ ซึง่รวมตัวกบั α-actinin ทําหนาที่เปนตัวเชื่อมระหวาง  

actin filaments กับ membrane site จะพบโปรตีนชนิดนี้ที่ตําแหนงของ ventral disk ซึ่งเกี่ยวของ

กับกลไกการยดึเกาะกับพืน้ที่ผิวของโฮสต (Narcisi, Paulin และ Fechheimer, 1994) 
 
กอลไจแอพพาราตสั (Golgi Apparatus) 

 

จากการศึกษาทางดาน Immunoelectron-microscopic พบวาแอนติเจนที่จาํเพาะตอ

กระบวนการเขาเกราะ (encystation-specific antigens) จะพบบริเวณ golgi apparatus เทานัน้ 

โดยแอนติเจนเหลานี้จะถูกลาํเลียงโดย encystation-specific vesicle (ESVs) เพื่อไปสรางเปน

ผนัง cyst 
 
แวคิวโอล (Vacuole) 
 

แวคิวโอลมีรูปรางกลมร ีขนาด 0.1-0.4 ไมโครเมตร อยูติดกับพลาสมาเมมเบรน ในระยะ     

trophozoite จะพบแวควิโอลไดที่บริเวณระหวาง dorsal และ ventral surface แตไมใชที่ตําแหนง

ของ ventral disk ภายในแวคิวโอลประกอบไปดวยกลุมของเอนไซม hydrolase ไดแก DNase,                 

RNase, acid phosphatase และ Cysteine protease (thiol dependent)                                        

(Gillin และ Diamond, 1981 ; Marshall และ Holberton, 1993) 
 
นิวเคลยีส (Nucleus)  
  

ระยะ trophozoite ของ G. lamblia มี 2 นิวเคลียสทีม่ีลักษณะสมมาตรกัน อยูระหวางเสน

พาดกลางลาํตัว โดยบริเวณเยื่อหุมนิวเคลียสจะปกคลุมไปดวยไรโบโซม (ribosome) แตจะไมพบ 

นิวคลีโอไล (nucleoli) จากการศึกษากระบวนการ nuclear replication พบวาทําการยอมดีเอนเอ

ดวย [3H] thymidine และ 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) (Le Blancq และ Adam, 

1998) ทั้ง 2 นิวเคลียสของ G. lamblia จะเกิดกระบวนการ replication ในเวลาใกลเคียงกนัมาก

หรืออาจเปนเวลาเดียวกนั  
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กระบวนการเขาซิสตของ Giardia lamblia (Encystation)  
 

การเปลี่ยนรูปจากระยะ trophozoite มาเปนระยะ cyst ของ G. lamblia เปนกระบวนการ

สําคัญที่ทาํใหปรสิตชนิดนี้สามารถดาํรงชวีิตอยูไดภายในสิ่งแวดลอม โดยกระบวนการ 

encystation จะเกิดขึ้นหลังจากเสร็จสิน้กระบวนการแบงนวิเคลียส (nuclear division) แตจะ    

เกิดขึ้นกอนกระบวนการแบงตัวของไซโตพลาสซึม (cytokinesis) encystation ของ G. lamblia 

สามารถแบงออกไดเปน 2 ระยะ คือ ระยะแรก (early phase of encystation) ภายหลังจากการ

กระตุนยนีที่จาํเพาะใหมีการสราง cyst wall จะมีการสราง granule ทีเ่รียกวา ESVs ข้ึนมา เพื่อทาํ

หนาที่ขนสงสารจําพวกคารโบไฮเดรตและโปรตีนที่ใชสราง cyst wall (cyst wall protein, CWPs) 

ไปยังบริเวณผวิของผนงัเซลลเมมเบรน โดยในระยะนีพ้บวาโปรตีนทีม่ีความสาํคัญในการสราง 

cyst wall มีอยู 2 ชนิด คือ CWP1 และ CWP2 ซึ่งมีขนาด 21-39 kDa กระบวนการดงักลาวใช

ระยะเวลาประมาณ 10 ชั่วโมง  

 ระยะหลงั (late phase of encystation) ของกระบวนการ encystation จะเกิดการรวมตัว

กันของผนังเซลลและเซลลเมมเบรน สามารถพบกลุมของโปรตีนขนาดใหญมีขนาดหลากหลาย

ตั้งแต 66, 78, 92 และ 103 kDa ที่บริเวณ cyst wall เมือ่ encystation เสร็จสมบูรณ ปรสิตจะไมมี

การเคลื่อนไหว รูปรางเริ่มกลมขึ้น และไมมีอวัยวะในการเกาะติดกับผนังลาํไสของโฮสต ในระยะนี้ 

ESVs จะหายไปและเกิดกระบวนการแบงตัวของนวิเคลยีส (karyokinensis) โดยทีภ่ายใน 1 cyst 

จะประกอบไปดวย 2 trophozoite ซึง่มี 4 นิวเคลียส แตพบวากระบวนการแบงตัวของ                              

ไซโตพลาสซึมยังไมเสร็จสมบูรณ ในระยะนี้ใชเวลาประมาณ 16 ชั่วโมง (Erlandsen et al., 1996) 

 อยางไรก็ตามในปจจุบนัยังไมทราบถึงกลไกการขนสงสารที่สําคัญในการสรางผนัง cyst 

ไปยังผิวเซลลเมมเบรนในระดับโมเลกุล ซึง่ยังคงเปนปญหาที่นาสนใจที่ตองคนหาคาํตอบตอไป 

โดยหากทราบถึงกลไกดงักลาว ก็จะสามารถสรางสารทีย่ับยั้งการเกิดกระบวนการนีไ้ด อันจะเปน

การปองกนัการแพรกระจายของเชื้อไดอีกวิธีหนึง่  
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กระบวนการกระตุนใหเกดิการเขาซิสต (Encystation Stimuli) 
 
 ในรางกายของโฮสต trophozoite จะมีการแบงตัวเพิม่จํานวนอยูบริเวณเยื่อบุผิวของลําไส

เล็ก จากนั้นเมือ่เคลื่อนที่เขาสูลําไสเล็กสวนเจจนูัมจะมีการเปลี่ยนรูปเปน cyst จากการศึกษา  

เกี่ยวกับสารกระตุนในลําไสที่ทาํใหเชื้อโปรโตซัวเปลี่ยนแปลงรูปราง จากระยะ trophozoite มาเปน

ระยะ cyst สารที่สําคัญชนิดหนึง่ ไดแก น้ําดี ซึ่งตอมาภายหลังพบวาน้าํดีไมไดมีความจําเปนตอ

การเปลี่ยนแปลงจากระยะ trophozoite มาเปนระยะ cyst ในหลอดทดลอง แตพบวาชวยในการ

ละลายสารไขมันพวกโคเลสเตอรอล และชวยใหสารเหลานี้เขาสูเซลลของ G. lamblia ไดดีขึ้น  

 เปนทีท่ราบดวีา G. lamblia ไมสามารถสงัเคราะหไขมันพวกโคเลสเตอรอลได จําเปนตอง

ไดรับจากโฮสต ซึ่งในลาํไสของโฮสตจะมกีารดูดซึมสารอาหารพวกไขมันไดดีที่บริเวณลําไสเล็ก

สวนตนและลาํไสเล็กสวนกลาง ที่บริเวณนี้ trophozoite จะเจริญเติบโตและเกาะกับผนงัเยื่อบุ

ลําไส ดังนั้นเมือ่ trophozoite เคลื่อนทีม่าถึงลําไสเลก็สวนปลายหรือลําไสใหญ ที่มไีขมันพวก

โคเลสเตอรอลต่ํา ก็จะเกิดการกระตุนใหเกิดการเปลี่ยนแปลงกลายเปนระยะ cyst  

 เมื่อทราบแลววาโคเลสเตอรอลมีสวนสมัพนัธกับกระบวนการสราง cyst ของ G. lamblia  

ดังนัน้จึงไดมีการทดลองเพื่อศึกษาวา การขาดโคเลสเตอรอลสงผลอยางไรตอการเปลี่ยนแปลงยีน

ของโปรโตซัวในระดับโมเลกลุ ทีท่ําใหเกดิการเปลี่ยนแปลงเปนระยะ cyst โดยมีหลกัฐานพบวา

อาจเปนไปได 2 วิธี คือ โคเลสเตอรอลอาจทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงทีบ่ริเวณพลาสมาเมมเบรน 

สงผลใหเกิดสัญญาณ (signal transduction) ไปที่ยนีในนิวเคลียส เพือ่กระตุนใหเกดิการสราง 

cyst wall หรือโคเลสเตอรอลอาจควบคุมการสังเคราะหยนีที่ควบคุมการสราง cyst wall โดยตรง  

(จามรี  พิสุทธพิันธุ, 2547: 539-547) 
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กระบวนการออกจากซิสตของ Giardia lamblia (Excystation)                                                           
 
 ในสัตวเลี้ยงลกูดวยนม กระบวนการ excystation ของ G. lamblia เกิดขึ้นเมื่อ cyst

เคลื่อนที่เขาสูบริเวณลําไสเล็กสวนดูโอดนีัม หลงัจากทีผ่านสภาวะความเปนกรดในกระเพาะ

อาหาร ภายในสภาวะที่เหมาะสม กระบวนการ excystation จะเกิดขึ้นอยางรวดเร็วและเสร็จ

สมบูรณภายใน 10 นาที โดยในตอนตนของกระบวนการ cytoplasmic protrusions (preventral 

flages) 1 หรือ 2 คู จะปรากฏขึ้นและพฒันาไปเปน ventral flange (Hetsko et al., 1998) จากนั้น 

peritrophic space และ preventral flange จะขยายตวัขึ้นเพื่อที่จะให trophozoite ดันตัวออกมา

จาก cyst และเริ่มปรากฏแฟลเจลลา จนกระทั่งเจริญเปน trophozoite ที่สมบูรณ 

 trophozoite จะเริ่มมีลักษณะคอนขางกลม และเกิดกระบวนการแบงไซโตพลาสซมึข้ึน 

ภายใน 15-30 นาท ีภายหลงัเสร็จสิ้นกระบวนการ excystation แลว G. lamblia 1 cyst จะเจริญ

เปน 2 trophozoite แตละ trophozoite มี 8 แฟลเจลลา 
 
กระบวนการกระตุนใหเกดิการออกจากซิสต (Excystation Stimuli) 
 

กระบวนการชกันําใหเกิดกระบวนการ excystation ของ G. lamblia ในหลอดทดลองนัน้ 

จากการทดลองนาํ cyst ที่ไดจากคนและสตัวมาบมในของเหลวทีม่ีสภาวะเปนกรด (acidic pH) 

(Bingham และ Meyer, 1979) พบวาสภาวะที่เหมาะสมตอการเกิด excystation คือ สภาวะที่ pH 

1.3-2.7 และสามารถถูกกระตุนใหเกิดขึน้ไดดวย pancreatic proteases เชน cystein protease 

(CP2) ของ cathepsin B family และสามารถถกูยังยั้งไดโดย 4-4’-diisothiocyana-tostilbene-2-

2’-disulfonic acid (DIDS) และ trypsin inhibitor, calmodolin antagonists (TEP และ W7) และ 

wheat germ agglutinin (WGA) (Meng, Hetsko และ Gillin, 1996) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



    

 

20 

 

 

 

 

 

 

 

           

 

 

 

 

 

 

                                                                                                                                                    

ภาพที่ 5 แสดงกระบวนการออกจากซิสต (excystation) ของ G. lamblia  (scale bar= 1 μm)                                     

1) cyst ของ G. lamblia ในสภาวะปกติ  2) ขั้นตอนแรกของกระบวนการ excystation เกิดการ                  

เปดออกของผนัง cyst และมี flagella โผลออกมาเปนครั้งแรก (ลูกศร)  3) เริ่มปรากฏผนังเซลลของ 

trophozoite มีลักษณะเรียบ มี flagella ยื่นออกมา สามารถมองเห็นบริเวณขอบแบงระหวาง                

trophozoite และ cyst wall ไดอยางชัดเจน (ลูกศร) 4) มองเห็น trophozoite หลุดออกจากถุง cyst 

โดยยังเหลือ cyst wall เกาะกับ trophozoite เพียงเล็กนอย (ลูกศร)  5) ตัวออนของ trophozoite มี

รูปรางกลมรี (oval shape) มองเห็น flagella ไดชัดเจน  6), 7) trophozoite เกิดการเปลี่ยนแปลง

รูปราง โดยมีลักษณะกลมมากขึ้น สามารถมองเห็น lateral flagella ชัดเจน  8) trophozoite ตัวเต็มวัย

มีรูปรางกลมขึ้น มองเห็น flagella 8 เสน               
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 ภาพที่ 6 แสดงกระบวนการแบงตัวแบงตัวจาก 1 เปน 2 ตามแนวยาว (longitudinal binary fission)                              

 ของ G. lamblia (scale bar= 1 μm)  9) trophozoite ยืดลําตัวใหยาวออก มีรูปรางแบนและเริ่มแบง 

 cytoplasm  10) dauthter trophozoite เริ่มแบงตัวจากทางดานหนาตามตัวตนแบบ มองเห็น 

 ventral disk บริเวณผิวทางดานทองของ trophozoite (ลูกศร)  11), 12) กระบวนการแบงตัวใน

 ขั้นตอนสุดทาย โดยแบงตัวจากทางสวนหลัง แยกออกเปน 2 ตัว แตละตัวมี 8 flagella  13) ลักษณะ

 ของ free trophozoite เกาะอยูกับพื้นที่ผิว จากรูปแสดงผิวบริเวณสวนหลังของ trophozoite 
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ลักษณะทางพันธุกรรมของ Giardia lamblia                                     

จากการศึกษาถึงองคประกอบทางพนัธุกรรมของ G. lamblia โดยเทคนคิ plused-field 

gel electrophoresis (PFGE) ในครั้งแรกพบวาโปรโตซวั G. lamblia มี 5 โครโมโซม โดยมีขนาด 

1.6, 1.6, 2.3, 3.0, และ 3.8 Mb. (Adam, Nash และ Wellems, 1988) จีโนมของ G. lamblia มี

ขนาดประมาณ 12 Mp มีองคประกอบของเบส GC รอยละ 46 (Smith et al., 1998) เปน                      

โพลีพลอยด (polyploid) ลักษณะโครงสรางของโครโมโซมที่ปลายทั้งสองขางประกอบดวยทีโลเมยี 

(telomere) ทีม่ีลําดับนวิคลโีอไทดเหมือนกับส่ิงมีชวีิตอืน่ๆ ทีม่ีเยื่อหุมนิวเคลียส   

ภายหลงัจากที่มีการประยุกตใชวิธีการทางอณูชีววทิยา การศึกษาถึงความหลากหลาย

ทางพนัธุกรรมของ G. lamblia จึงมีความกาวหนาไปอยางรวดเร็ว โดยเฉพาะอยางยิ่งสามารถ

จําแนกสายพนัธุทีม่ีรูปรางเหมือนกันในกลองจุลทรรศนแตแตกตางกนัในระดับโมเลกุลได 

การศึกษาในระดับโมเลกุลในระยะแรกเปนการศึกษาดานการวิเคราะหเอนไซม (zymodeme 

analysis) จากสายพันธุที่แยกไดและเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ โดยดูตาํแหนงการเคลื่อนที่ของ

เอนไซมภายหลังจากการวัดขนาดดวยกระแสไฟฟา หลงัจากนั้นไดมีการเริ่มศึกษาโดยการใช

เอนไซม restriction endonuclease โดย Nash และ Keister (1985) ทําการศึกษาความ

หลากหลายของสายพันธุ G. lamblia โดยใช rabbit antisera ตอ surface antigens ของ                 

G. lamblia 10 สายพันธุที่ตางกนั พบวาสามารถแยก G. lamblia ออกเปน 3 กลุม คือ genotypes 

1, 2 และ 3  

ตอมามีการศึกษาสายพันธุ G. lamblia จากตัวอยางที่ไดจากคนและสัตวในแถบประเทศ

ยุโรป โดยทําการวิเคราะห isoenzyme profiles จากเอนไซม malate dehydrogenase, malic 

enzyme, phosphoglucomutase และ glucose phosphate isomerase พบความแตกตาง 13 

zymodemes สามารถจาํแนกไดเปน 2 กลุม คือ “Polish group” และ “Belgian group” (Homan 

et al., 1992) ซึ่งเมื่อทําการเปรียบเทียบกบัการศึกษาตัวอยางที่ไดจากผูปวยในประเทศ

ออสเตรเลีย โดยอาศัยเทคนิคเดียวกัน พบวาสามารถจาํแนก G. lamblia ไดเปน 4 กลุม คือ กลุม 

I, II, III และ IV โดยมีความแตกตางกนัรอยละ 23-73 ใน 26 loci ที่ทาํการศึกษา (Andrews et al., 

1989) ซึ่งการศึกษานี้พบวาสอดคลองกับรายงานของ Mayrhofer และคณะ (1995) ที่ไดทําการ

จําแนกสายพนัธุ G. lamblia ที่พบในคนออกเปน 2 กลุม คือ Assemblage A และ B โดยทั้งสอง

กลุมนี้มีความแตกตางกนัของอัลลีล รอยละ 60 นอกจากนี้ยงัพบวาตวัอยางที่ไดจากคนและแมว 

(Ad-23) มีความแตกตางกนัของอัลลีลรอยละ 75 รวมถงึไดศึกษาลักษณะทางพันธกุรรมของ             

G. lamblia และ G. muris ซึ่งมีลักษณะทางพันธกุรรมทีค่ลายกนัพบวาทัง้สองสปชสีนี้มีอัลลีล 

แตกตางกนัถงึรอยละ 80       

 

 



    

 

23 

นับจากนัน้เปนตนมา ไดมีการศึกษาลกัษณะทางพนัธกุรรมของ G. lamblia กันอยาง

แพรหลาย โดยอาศัยเทคนคิตางๆ เชน เทคนิค PCR, PCR-RFLP และ DNA sequencing เปนตน

โดยยีนเปาหมายทีม่ีผูสนใจศึกษา สวนใหญแลวมุงเนนไปที่การเปรยีบเทียบลาํดับเบสของกลุม 

housekeeping gene ไดแก glutamate dehydrogenese (gdh) gene, triose phosphate 

isomerase (tpi) gene, elongation factor 1-α (ef1-α) gene และ small subunit ribosomal 

RNA (SSU-rRNA) gene รวมถงึการศึกษาในยนีอื่นๆ เชน beta-giardin gene, GLORF-C4 

gene (Caccio และ Ryan, 2008) และ intergenic rRNA spacer region (IGS)  

Monis และคณะ (1996) ไดทําการวิเคราะหสายวิวัฒนาการ (Phylogenetic analysis) 

ของ G. lamblia โดยทาํการศึกษาในสวนของ gdh gene ดวยเทคนิค PCR-RFLP และการหา

ลําดับเบสของยีนดังกลาว พบวาสายพนัธุ G. lamblia ที่พบในคนสามารถจําแนกไดเปน 2 กลุม 

คือ Assemblage A และ B และสามารถยืนยนัไดวาทั้งสองสายพันธุนี้เปนชนิดเดียวกนักับสาย

พันธุ “Polish” และ “Belgian” ของ Homan และกลุม 1+2, 3 ของ Nash ตามลําดับ (Nash และ 

Keister, 1985 ; Nash และ Mowatt, 1999 ; 4HVan Keulen et al., 1995 ; 5HBaruch, Isaac-Renton 

และ Adam, 1996)    

เนื่องจาก G. lamblia มีการแพรกระจายไปทั่วโลกและมีโฮสตหลายชนิด การศึกษาในแง

ของการติดตอระหวางคนและสัตว จงึมีความสําคัญอยางมากโดยเฉพาะสัตวเลีย้งทีม่ีความใกลชดิ

กับคน โดยการศึกษาของ Hopkins และคณะ (1997) ไดทําการศึกษาสายพันธุ G. lamblia  จาก

ตัวอยางที่ไดจากคนและสนุขัที่อาศัยอยูในบริเวณเดียวกัน ในแถบชนบทของประเทศออสเตรเลีย 

ดวยเทคนิค PCR โดยทําการศึกษา SSU rRNA gene พบวาสามารถจาํแนกสายพันธุ G. lamblia 

ไดเปน 4 กลุม โดยทีก่ลุม 1 และ 2 พบการติดเชื้อในคน สวนกลุม 3 และ 4 พบการติดเชื้อในสุนัข

เทานั้น ซึง่เปนการพบการตดิเชื้อ G. lamblia ในสุนัขเปนครั้งแรก นอกจากนี้ยงัพบการติดเชื้อ

รวมกันของกลุม 2 และ 3 ในสุนัขอีกดวย จงึเปนการสนับสนุนวาสามารถเกิดการติดเชื้อ             

G. lamblia รวมกนัระหวางคนและสัตวได ตอมาพบวากลุม 1 และ 2 เทียบเทากับ Assemblage 

A และ B สวนกลุม 3 และ 4 เทียบเทากับ Assemblage C และ D (Monis et al. 1998)  

 หลังจากนั้นไดมีผูทําการศึกษาสายพนัธุ G. lamblia จากตัวอยางที่จากสุนัขในประเทศ

ออสเตรเลีย พบวาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของระยะ trophozoite มี median body รูปราง

คลายคอนถอนตะปู ซึง่เปนลักษณะของ G. lamblia แตวารูปรางและลักษณะของนิวเคลียสจะ

แตกตางจากสายพนัธุที่ไดจากคนและสุนัขที่ไดทํา axenic culture โดยจากการศึกษาดวยวิธกีาร

วิเคราะหเอนไซม 26 loci และเทคนิค PCR ใน gdh gene พบวาสามารถจําแนกสายพันธุ        

G. lamblia ที่ไดจากสุนัขออกเปน 2 กลุม คือ Assemblage C และ D ซึ่งมีลกัษณะที่แตกตางจาก 

Assemblage A และ B รวมถึงตางจาก G. muris อยางชัดเจน (Monis et al., 1998) โดยจาก 
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การศึกษานี้ชี้ใหเหน็วา G. lamblia ที่พบในสุนัข มีความสามารถในการกอโรคที่เฉพาะเจาะจงกับ

โฮสต (host specific) หรือเปน canine specie นอกจากนี้ Monis และคณะ (1999) ไดทําการ

วิเคราะหสายวิวัฒนาการณของ Giardia sp. ไดแก G. lamblia, G. ardea, G. muris และ            

G. microti  โดยทําการศึกษาใน gdh gene, tpi gene, ef1-α gene และ SSU-rRNA gene จาก

ตัวอยางที่ไดจากโฮสตหลายชนิด และสามารถจําแนกสายพันธุ G. lamblia ไดเปน 7 กลุม ไดแก 

Assemblage A-G นอกจากนี้ยงัพบวา G. ardea และ G. muris สามารถจําแนกออกจาก                        

G. lamblia ไดอยางชัดเจน สวน G. microti มีความสัมพันธใกลชิดกบั G. lamblia โดยไดจําแนก

สายพนัธุที่ไดจากสัตวในปศุสัตวเปน Assemblage E สวนสายพนัธุที่พบในหนูและแมว จาํแนก

เปน Assemblage F และ G ตามลําดับ (Hopkin et al., 1999) ขอมูลตามตารางที ่2 

   
ตารางที ่2 แสดง G.  lamblia Assemblage and host range of isolate 
 

Assemblage 
(Genotype) 

Host range Reference 

A 

human, cat, dog, calf, 

horse, pig, deer, lemur, 

beaver, slow loris, 

guinea pig 

Homan et al., 1992 ; Maryhofer et al., 1995 ; 

Meloni et al., 1995 ; Monis et al., 1996 ; Ey et al., 

1997 ; Karanis and Eye, 1998 ; Monis et al., 1999 ; 

Trout et al., 2003 ; Sulaiman et al., 2003  

B 

human, dog, cat, monkey, 

beaver, muskrat, rabbit, 

chinchilla, guinea pig 

Homan et al., 1992 ; Maryhofer et al., 1995 ; 

Meloni et al., 1995 ; Ey et al., 1997 ; Monis et al., 

1999  ; Sulaiman et al., 2003 

C, D dog 

Maryhofer et al., 1995 ; Hopkins et al., 1997 ; 

Monis et al., 1998 ; Monis et al., 1999 ;  

Sulaiman et al., 2003 

E livestock Ey et al., 1997 ; Sulaiman et al., 2003 

F cat 
Maryhofer et al., 1995 ; Meloni et al., 1995 ;    

Monis et al., 1999 ; Hopkins et al., 1999 

G rat Monis et al., 1999 ; Sulaiman et al., 2003 
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การศึกษาสายพันธุ G. lamblia ที่พบในปศุสัตวสอดคลองกับการายงานของ Ey และ

คณะ (1997) ที่ทาํการศึกษาในสวนของ gdh gene และทําการวเิคราะหเอนไซม พบวาตัวอยางที่

ไดจาก ววัควาย, แกะ, แพะและหม ูในประเทศออสเตรเลีย และประเทศทางแถบยุโรปมีลักษณะ

ทางพนัธุกรรมที่แตกตางจากสายพนัธุที่พบในคนอยางชัดเจน จงึจาํแนกใหเปน G. lamblia     

สายพนัธุ “novel livestock” ซึ่งตอมาคือ Assemblage E  

หลังจากนั้นไดมีการศึกษาสายพนัธุของ G. lamblia กันอยางแพรหลาย โดยอาศัยปจจัย

ดานการศึกษาในสวนของยนีทีท่ําหนาที่สําคัญในการแสดงออกของลกัษณะตางๆ ในสิ่งมชีีวิต 

จากการวิเคราะหสายพนัธุ G. lamblia จากตัวอยางจํานวนมากทีพ่บในคน จากหลายๆ พื้นที่    

ทั่วโลก โดยอาศัยเทคนิค PCR จากดีเอ็นเอที่สกัดโดยตรงจากอุจจาระ พบวา G. lamblia 

Assemblage A และ B เทานั้น ที่สามารถกอโรคในคนได โดยความชกุของการติดเชื้อในแตละ 

Assemblage จะแตกตางกนัไปในแตละพื้นที่หรือประเทศที่มกีารระบาด ดังแสดงในตารางที ่3 

Assemblage C-G มีโฮสตที่จําเพาะ โดย Assemblage C และ D สามารถกอโรคไดในสุนัข แมว

coyotes และ สุนัขปา, Assemblage E พบในพวกสัตวในปศุสัตว เชน วัว ควาย แพะ แกะ และ   

หมู เปนตน Assemblage F และ G พบในแมวและหนู ตามลําดับ (ตารางที ่4)         

การศึกษาสายพันธุ G. lamblia โดยอาศัยเทคนิคทางชวีโมเลกุล สวนใหญแลวไดทาํการ

วิเคราะหยีน small subunit ribosomal RNA, beta-giardin, glutamate dehydrogenase, 

elongation factor 1-alpha , triose phosphate isomerase, GLORF-C4 genes และ inter-

genomic rRNA spacer region ซึ่งยนีเหลานี้จะอยูบนโครโมโซมหรือ contig ดังตอไปนี้ tpi gene 

อยูตําแหนงที ่95921–96694 บน 200 kb-long contig ctg02 19, beta-giardin gene อยู

ตําแหนงที ่55484–56302 บน 90 kb-long contig ctg02 35, gdh gene อยูตําแหนงที ่60579–

61928 บน 231 kb long contig ctg02 15, ef1-α gene อยูตําแหนงที ่40230–41558 บน 61 kb-

long contig ctg02 53, และ the GLORF-C4 gene อยูตําแหนงที ่68643–69239 บน 80 kb-

long contig ctg02_44 (Caccio และ Ryan, 2008) 

จากการศึกษาดวยเทคนิค plused-field gel electrophoresis พบวา tpi gene อยูบน

โครโมโซมที ่5, gdh และ beta-giardin gene อยูบนโครโมโซมที ่4 และ SSU-rRNA gene อยูบน

โครโมโซมที ่1 (Adam, 2001) การวิเคราะหสายลาํดับกรดอะมิโนที่ไดจากการศึกษาในยีนเหลานี้

ตัวอยางทีพ่บในคนและสัตว พบวาในดานของความหลากหลายทางพนัธุกรรม (polymorphism) 

ในยีนตางๆ มคีวามแตกตางกัน โดย tpi และ gdh gene มีความหลากหลายสงู รองลงมาคือ 

beta-giardin และ GLORF-C4 gene สวน SSU-rRNA และ ef1-α gene พบวามีความ

หลากหลายต่าํ เนื่องจากมบีริเวณที่มีสวนที่เหมือนกนัสูง ดังนัน้การศึกษาในเรื่องของความ

หลากหลายทางพันธกุรรม หรือ subgroup ในแตละยีนเปาหมายจึงมคีวามแตกตางกัน       
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นอกจากนี ้beta-giardin gene และ ef1-α gene ยังพบวามีลักษณะการแทนที่ของนวิคลีโอไทด

แลวทําใหกรดอะมิโนเปลี่ยนชนิดสูง หรือจัดเปน non-synonymous substitution ขณะที่ tpi และ 

gdh gene มีลักษณะการแทนที่ของนิวคลีโอไทดที่ยงัคงชนิดของกรดอะมิโนเชนเดมิหรือเรียกวา 

synonymous substitution สูง  
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กลไกการแพรกระจายของเชื้อ Giardia lamblia (Cycle of transmission)                        

การแพรกระจายของเชื้อในคน                                                            

            การแพรกระจายของเชื้อระหวางคนมาสูคน มีสาเหตุมาจากการรับประทานอาหารหรือด่ืม

น้ําที่มีการปนเปอนของ cyst ระยะติดตอ หรือการไดรับเชื้อที่มีการปนเปอนอยูในสิง่แวดลอม

โดยตรง โดยเฉพาะในสถานที่แออัดและมีการจัดการดานสุขภิบาลไมดีนัก เชน ในสถานรับเลีย้ง

เด็กออน ในสถานรับเลีย้งเด็กกําพราและในชุมชนแออัด เปนตน จากการศึกษาในประเทศอังกฤษ

จากตัวอยางผูปวยเด็กในสถานรับเลี้ยงเดก็ออนจํานวน 35 ราย โดยอาศัยเทคนิค PCR-RFLP และ 

DNA sequencing เพื่อทาํการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดในสวนของ tpi gene พบการติดเชื้อ 

Assemblage B รอยละ 64 และ Assemblage A2 รอยละ 27 นอกจากนี้ยงัพบการติดเชื้อรวมกัน 

รอยละ 9 ระหวาง Assemblage A2 และ B (Amar et al., 2002) จากรายงานในประเทศ

ออสเตรเลียพบการติดเชื้อ Assemblage B (รอยละ70) สูงกวา Assemblage A (รอยละ 30) 

(Read et al., 2004) ในแถบชนบทที่มกีารปลูกชาของประเทศอินเดีย พบการติดเชื้อ 

Assemblage A รอยละ 61 และ Assemblage B รอยละ 39 ตามลําดับ (Traub et al., 2004)                                

 จากการศึกษาในสถานรับเลีย้งเด็กออนในเมือง Perth ทางตะวันตกของออสเตรเลีย พบ

การติดเชื้อ Assemblage A และ B ในเด็กเล็ก โดยเดก็ทีต่ิดเชื้อ Assemblage A จะมีอาการ

ทองเสยีเรื้อรัง (Read et al., 2001)   
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การแพรกระจายของเชื้อในปศสุัตว  

 การศึกษาในสตัวกลุมนี้มุงความสนใจไปทีส่ัตวที่มีอายนุอย (young livestock) โดย

สามารถพบการติดเชื้อ G. lamblia ไดทั้งในโคเนื้อและโคนม การติดเชื้อมีลักษณะเหมือนกันคือจะ

พบ cyst ปนเปอนอยูกับอุจจาระเมื่อลูกววัมีอายุได 4 สัปดาห โดยสามารถปลดปลอย cyst ได

จํานวนสงูสุดถึง 105 - 106  cyst /กรัม ของน้าํหนักอุจจาระ เมื่อมีอาย ุ4-12 สัปดาห (O’Handley  

et al., 1999) การแพรกระจายเชื้อเกิดขึ้นระหวางลูกวัวและวัวที่โตเตม็ที่ทีม่ีการติดเชื้อเร้ือรัง แต
อัตราความชุกของการติดเชือ้จะสูงในกลุมวัวนม การติดเชื้อ Giardia sp. ในกลุมวัวนมมีความ 

สําคัญทางดานเศรษฐกิจ โดย Giardia sp. เปนสาเหตุหนึ่งรวมกับเชื้อปรสิตชนิดอื่นๆ ที่กอใหเกิด

โรคระบบทางเดินอาหารในสตัวกลุมนี้ ซึง่สงผลทาํใหสัตวมีการกนิอาหารนอยลง ทาํใหน้าํหนักตวั

ลดลงและสงผลใหประสิทธภิาพการผลิตน้ํานมจงึลดลงตามไปดวย รวมถึงการติดเชื้อ G. lamblia 

ยังพบวาสงผลตอการเจริญเติบโตของลูกแกะอีกดวย จากการศึกษาพบวา Giardia sp. ในสัตว

กลุมนี้ม ี2 สายพันธุ ไดแก livestock genotypes หรือ Assemblage E ซึ่งพบการตดิเชื้อไดบอยใน

พวกวัวควาย อยางไรก็ตามจากการศึกษาในประเทศแคนนาดาและออสเตรเลีย พบการติดเชื้อ 

Assemblage E เพียง รอยละ 20 โดยที่เหลือเปน Assemblage A ซึ่งสามารถแพรกระจายเชื้อมา

สูคนได (O’Handley et al., 2000) อยางไรก็ตามเมื่อเร็วๆ นี้ มีรายงานการติดเชื้อในฝูงวัวนมใน

ออสเตรเลีย พบการติดเชื้อในลูกววัอายุ 12 สัปดาห โดยพบวาทัง้หมดเปน G. lamblia สายพันธุ                      

Assemblage E ทั้งหมด 
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การแพรกระจายของเชื้อในสุนขัและแมว 

 G. lamblia เปนปรสิตที่พบการติดเชื้อไดบอยในสุนัข โดยมักพบอัตราความชุกรอยละ 10 

ในสุนัขทีโ่ตเต็มวัย และรอยละ 30-50 ในลูกสุนัข จากการศึกษาสายพันธุ G. lamblia พบวา

สามารถเกิดการติดเชื้อสายพันธุที่มีลกัษณะ dog-specific รวมถงึสายพนัธุที่สามารถแพรกระจาย

เชื้อไปสูคนได แตการศึกษาถึงวงจรของการแพรกระจายเชื้อที่สนับสนุนการเกิด zoonotic ยังไมมี

ความชัดเจน แตพบวามีรายงานการติดเชื้อ G. lamblia รวมกนัในคนและสุนัขที่อาศัยอยูในพืน้ที่

เดียวกนั (Traub et al., 2004 ; Inpankaew et al., 2007)                                                                                     

 การศึกษาที่เมอืง Perth ทางตะวันตกของออสเตรเลีย พบการติดเชื้อ Assemblage A, C 

และ D ในสัดสวนที่ใกลเคียงกัน (Thompson et al., 1999) โดยอาจมกีารแพรกระจายเชื้อของ 

Assemblage A ระหวางสุนขัดวยกันเองและจากสนุัขมาสูคน  โดยจากการศึกษาของ Bugg และ 

คณะ (1999) พบวาสุนัขที่เลี้ยงไวในแหลงชุมชนมักพบการติดเชื้อไดบอยกวาสุนัขที่เลี้ยงไวในบาน

ที่หางไกลจากแหลงชุมชน จากการศึกษาในเม็กซโิก บราซิล ญี่ปุน และอิตาลี พบการติดเชื้อ 

Assemblage A ในสนุัข (Lalle et al., 2007 ; Eligio-Garcia et al., 2005 ; Volotao et al., 2007) 

โดยมีบางรายงานพบวาสนุขัที่ติดเชื้อสายพันธุ zoonotic อาศัยอยูบริเวณเดียวกันเด็กเล็กทีพ่บการ

ติดเชื้อ Giardia sp. เชนเดียวกันกับการศึกษาในประเทศญี่ปุน อิตาล ีและโปแลนด พบการติดเชื้อ 

G. lamblia Assemblage A ในสุนัขรอยละ 51.85, 76.47 และ 18.75 ตามลําดับ (Itagaki, 

Kinoshita และ Aoki, 2005 ; Berilli et al., 2004 ; Zygner et al., 2006) มีบางรายงานพบการติด

เชื้อ G. lamblia สายพันธุ dog-specific เทานั้น (Abe et al., 2003 ; Sulaiman et al., 2007)      

จากการศึกษาสายพนัธุ G. lamblia ที่พบในแมวพบการติดเชื้อ Assemblage A และ B 

(Thompson et al., 2000 ; van Kenlen et al., 2002) และสายพันธุที่เปน cat-specific หรือ 

Assemblage F (Monis et al., 1999) ใน ค.ศ. 2007 Vasilopulos และคณะ ทาํการศึกษา

ตัวอยางอุจจาระแมวจํานวน 250 ตัวอยาง ในเมือง Mississipi และ Alabam ในสหรัฐอเมริกา              

พบการติดเชื้อ G. lamblia จํานวน 17 ตัวอยาง โดยเปน subssemblage A1 6 ตัวอยาง และ 11 

ตัวอยาง เปน Assemblage F 
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การติดตอของ Giardia lamblia จากสตัวสูคนโดยการปนเปอนกบัแหลงน้าํ 

 ปศุสัตว สัตวเลี้ยง และสัตวปาอาจเปนแหลงของการแพรกระจายเชื้อ G. lamblia มาสูคน 

โดยสามารถพบการติดเชื้อทีเ่ปน zoonotic genotypes (Assemblage A และ B) รวมถึงสายพันธุ

ที่เปนโฮสตเฉพาะ อยางไรกต็ามองคการอนามยัโลกไดพจิารณาให G. lamblia เปนปรสิตที่

สามารถติดตอระหวางคนและสัตวไดมาเปนเวลา 20 กวาปแลว (WHO, 1979) โดยการแพร 

กระจายของเชื้อเกิดจากการไดรับเชื้อที่ปนเปอนในอาหารหรือน้าํดื่ม (direct fecal-oral) และการ

ปนเปอนของเชื้อในแหลงน้าํตางๆ (Thompson et al., 1998)                                                                                

 สาเหตหุลักของการแพรกระจายทางน้าํเกดิจากการไมมกีารบําบัดน้ําเสียโดยการกรอง

กอนปลอยลงสูแหลงน้ําตางๆ (Jaknbowski and Grann et al., 2002) การทาํชลประทานเพื่อนํา

น้ํามาใชในการเกษตรก็เปนสาเหตหุนึง่ทีท่าํใหเกิดการตดิเชื้อ G. lamblia ในกลุมผูที่รับประทาน

ผักผลไมสดพบวามีความเสีย่งเชนเดียวกนั (Thurston-Eurignes et al., 2002) การปนเปอนของ

เชื้อในส่ิงแวดลอมหรือในระบบน้ําดื่มน้ําใช อาจเกิดการปนเปอนมาจากคน เกษตรกรรมและจาก

สัตวปา จากการสํารวจพบการแพรกระจายของเชื้อในน้าํเสีย แตพบเชือ้ในปริมาณนอยเมื่อเทยีบ

กับเชื้อทีพ่บในอุจจาระวัว ซึ่งมักจะปลดปลอยเชื้อออกมาในปริมาณมาก อยางไรกต็ามพบวาใน

สัตวปามักมีความชกุของเชือ้ Giardia sp. ต่ํา เมื่อเปรียบเทียบกับทีพ่บในสัตวเลี้ยง แตพบความ

ชุกสูงในสัตวจาํพวก aquatic mammals เชน บีเวอร และ muskrat จากที่กลาวมาแลวขางตนวา 

G. lamblia สายพนัธุที่พบวามีความสามารถในการติดตอจากสัตว สูคนสูงสุด คือ Assemblage 

A (A1) รองลงมาคือ Assemblage B ในทางตรงกนัขาม animal-specific genotypes มักจะ

จําเพาะอยูในกลุมปศุสัตว สุนัข แมวและสัตวฟนแทะ ยงัไมพบรายงานการติดเชื้อ animal-

specific genotypes นี้ในคน                                                                                                                             

 การแพรกระจายเชื้อในกลุมวัวควาย สวนใหญพบวาเปนการติดเชื้อ Assemblage E 

(O’Handley., 2002 ; Hoar., 2001) ในสัตวกลุมนี้มักมีความไวตอการติดเชื้อสายพนัธุ zoonotic 

genotypes และพบวาในวัวที่ติดเชื้อจะปลดปลอย cyst ออกมาจาํนวนมาก ดงันัน้เพียงวัวไมกี่ตัว

ที่ติดเชื้อ Assemblage A ก็จะสามารถแพรกระจายเชื้อไปสูส่ิงแวดลอมได อยางไรก็ตามจาก

รายงานในออสเตรเลียชี้ใหเห็นวา zoonotic genotypes จะเกิดขึน้แคเพียงชั่วคราวเทานั้น 

นอกจากนี้ในการศึกษาตัวอยางอุจจาระของบีเวอรที่อาศัยอยูบริเวณพื้นที่ริมแมน้ําตางๆ ในทาง

ตอนใตของเมอืงอัลเบอรตา ประเทศแคนนาดา จาํนวนทัง้หมด 113 ตัวอยาง พบการติดเชื้อ                   

G. lamblia 12 ตัวอยาง โดยทั้งหมดเปนสายพนัธุ Assemblage A (Appelbee., 2002)  
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ตารางที ่3 แสดงอัตราการติดเชื้อ G. lamblia Assemblage A และ B ในคน 

Assemblage 
Country Gene 

A B A+B 
Reference 

อังกฤษ (21) tpi     21 (100%)   Caccio et al., 2005 

เนเธอรแลนด (18) gdh   9(50% )  9 (50%)   Caccio et al., 2005 

เนเธอรแลนด (98) ssu-rRNA, gdh   34 (35% )  64 (65%)   van der Giessen, 2006 

สเปน (108) tpi   43 (39.8%) 61 (56.5%)   4(3.7%)  Sahagun et al. 2007   

นอรเวย (21) bg, gdh     21 (100%)   Robertson et al., 2006 

นอรเวย (63) bg, gdh, tpi   3 (5%)  60 (95%)   Robertson et al., 2007 

อิตาลี (120) ssu-rRNA, bg   65 (54% 39 (32.5%)  6 (13.5%)  
Giangaspero, Berrilli และ 

Brandonisio, 2007 

ฝร่ังเศส (25) tpi   9 (36%)  16 (64%)   
Bertrand, Albertini และ 

Schwartzbrod, 2005 

อัลบาเนีย (22) ssu-rRNA   10 (45%)  12 (55%)   Berrilli et al., 2006 

ยูกันดา (3) ssu-rRNA   3 (100%)     Caccio et al., 2005   

เอธิโอเปย (59) bg, gdh   31 (52%)  13 (22%)  15 (25%)  Gelanew et al., 2007 

เปรู (25) tpi   6 (24%)  19 (76%)   Caccio et al., 2005  

บราซิล (37) gdh   29 (78%)  8 (22%)    Gelanew et al., 2007 

บราซิล (62) bg   62 (100%)     Volotao et al., 2007 

อเมริกา (14) ssu-rRNA   14 (100%)     Caccio et al., 2005 

เม็กซิโก (9) bg   9 (100%)     Lalle et al., 2005 

แคนาดา (6) ssu-rRNA   6 (100%)     Caccio et al., 2005   

ออสเตรเลีย (8) ssu-rRNA, gdh   2 (25% )  6 (75%)    Caccio et al., 2005 

ออสเตรเลีย (23) ssu-rRNA   7 (30%)  16 (70%)    Caccio et al., 2005   

ตุรกี (44) tpi   19 (43%)  25 (57%)   Caccio et al., 2005   

บังกลาเทศ (267) tpi   20 (7.5%) 231 (86.5%)   16 (6%)  Haque et al., 2005 

อินเดีย (10) tpi     10 (100%)   Caccio et al., 2005 

อินเดีย (19) tpi, ef1-α 6 (32%  9 (47%)   4 (21%)  Caccio et al., 2005    

อินเดีย (12) gdh   5 (42%)  7 (58%)    Paintlia et al., 1998 

ลาว (5) C4     5(100%)    Caccio et al., 2005    

จีน (8) ssu-rRNA   4 (50%)  4 (50%)    Caccio et al., 2005 

เกาหลี (5) ssu-rRNA   5 (100%)     Caccio et al., 2005   

ไทย (12) gdh   5(41.66%) 7(58.34%)  Ratanapo et al., 2008 

     รวม      406 (36%) 663 (60%)   45 (4%)  

ตารางนี้ดัดแปลงจาก (Caccio และ Ryan, 2008)  * ตัวเลขในวงเล็บคือ จํานวนตัวอยาง 
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ตารางที ่4 แสดงอัตราการติดเชื้อ G. lamblia Subassemblage A และ B                           
ในสัตวเลีย้งและสัตวปา 

โฮสต Assemblage   ยีน วิธีการวิเคราะห อางอิง 

 Wildlife           

 Fallow deer    Ab    tpi, bg    Sequencing   Lalle, 2007 

 Ferret    A1    gdh, bg    Sequencing   Abe et al., 2005 

 Fox    A1, Aa,B3    bg    Sequencing   Hamnes et al., 2007 

 Moose and reindeer    Aa    gdh, bg    Sequencing, RFLP   Robertson et al., 2007 

 Water buffalo    A1    bg    Sequencing   Caccio et al., 2007 

 Deer    A1 and Aa    tpi, bg    Sequencing   Trout, Santin และ Fayer, 2003 

 Beaver    B  tpi, bg    Sequencing   Fayer et al., 2006 

Beaver,  muskrat   

 

B  

(various subtypes)   

 tpi    Sequencing   Sulaiman et al., 2003 

Monkey    B4    gdh    Sequencing   

Itagaki, Kinoshita และ Aoki, 

2005 

 

 Domestic animals          

 Cat    A1    gdh    Sequencing   Vasilopulos et al., 2007 

 Cat    A1    gdh    Sequencing   Gelanew et al., 2007 

 Cat    B4    gdh    Sequencing, RFLP   
Read, Monis และ Thompson, 

2004 

 Dog    A1    gdh    Sequencing   Leonhard et al., 2007 

 Dog    A1, A2, B3/ 4  tpi    Sequencing   Traub et al., 2004 

 Dog    A1 and A3    bg    Sequencing   Lalle et al., 2005 

 Dog    A1–A4 and B3    bg    Sequencing   Lalle et al., 2005 

 Dog    B4    gdh    
Read, Monis และ Thompson, 

2004 

 Dog    A1    gdh    Sequencing   
Itagaki, Kinoshita และ Aoki, 

2005 

 

หมายเหตุ  a คือ Sequences similar but not identical to A1, A2 and A3 were identified. 

   b คือ A new assemblage A subgroup. 
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ตารางที ่4 แสดงอัตราการติดเชื้อ G. lamblia Subassemblage A และ B                           
ในสัตวเลีย้งและสัตวปา (ตอ) 

โฮสต Assemblage   ยีน วิธีการวิเคราะห อางอิง 

 Cattle    B  ssu-rRNA    Sequencing   Coklin et al., 2007 

 Cattle    A2, A3    bg    Sequencing   Geurden et al., 2007 

 Cattle    A  bg    Sequencing   Hsu, Wun and Hsu, 2007 

 Cattle and pig    Aa    gdh    Sequencing   Langkjaer et al., 2007 

 Cattle    A2 and  B  gdh, bg    Sequencing   Mendonca et al., 2007 

 Cattle    A1    gdh    Sequencing   Gelanew et al., 2007 

 Cattle    A1    gdh    Sequencing   Robertson et al., 2007 

 Calf    A1–A4 and B3    bg    Sequencing   Lalle et al., 2005 

 Cattle    A  tpi, bg    Sequencing   Trout et al., 2004 

 Horse    A1, A2, B4    tpi    Sequencing   Traub et al., 2005 

 Lamb    B4    tpi    Sequencing   Aloisio et al., 2006 

 Sheep    B  gdh, bg    Sequencing   
Castro-Hermida et al., 

2007 

 Sheep    A1    bg    Sequencing, RFLP   
Giangaspero, Berrilli and 

Brandonisio, 2007 

 

หมายเหตุ  a คือ Sequences similar but not identical to A1, A2 and A3 were identified. 

   b คือ A new assemblage A subgroup. 
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การกอพยาธสิภาพ                                                                                                      

 ในผูปวยที่มีอาการไมมากอาจไมพบความผิดปกติทางพยาธิสภาพของเซลลเยื่อบุผนัง

ลําไส แตในบางรายจากการตรวจดูชิ้นเนือ้เยื่อจากบริเวณเนื้อเยื่อสวนกลางที่ตัดมาพบวา เซลล

เยื่อบุผนงัลําไสมีลักษณะสัน้ทู มีการฝอของ villi ที่เยื่อบุผนังลาํไส (villi atrophy) ตอมน้ําเหลือง

และ crypt เจริญเติบโตผิดปกติ (nodular lymphoid, crypt hyperplasia) มีเซลลเม็ดเลือดขาวมา

ลอมรอบที่ lamina propria (Saha และ Ghosh, 1977 ; Ward et al., 1983) ซึ่งลักษณะพยาธิ

สภาพดังกลาวไมจําเพาะและสามารถหายเปนปกติไดถาไดรับการรักษา การที ่trophozoite ใช 

sucking disk เกาะที่บริเวณเยื่อบุผิวลําไสจะทําใหเกิดการทําลายเซลลเยื่อบุผนงัลําไส โดยมี

หลักฐานจาก scanning electron microscopy แสดงใหเหน็ถงึรองรอยที่โปรโตซวัเกาะ (Klima et 

al., 1997 ; Erlandsen และ Chase, 1974) การเกาะเยื่อบุผิวของ trophozoite นอกจากจะทําลาย

เซลลเยื่อบุผิวลําไสแลวยังไปขัดขวางการดูดซึมสารอาหารในลาํไส อันเปนสาเหตุหนึ่งที่ผูปวยมี

อาการดูดซึมสารอาหารบกพรอง (malabsorption) ดังนั้นเมื่อผูปวยไมสามารถดูดซึมสารอาหาร

ไดจึงมีไขมันปนออกมากับอุจจาระ ที่เรียกวา steatorrhea นอกจากนี้การที่ไมพบเลือดในอุจจาระ

ของผูปวยแสดงวา trophozoite ไมไดลุกลามเขาไปในเซลลของโฮสต หรือทําใหเซลลของโฮสต

แตก ถึงแมจะมีหลักฐานวามีการลุกลามเยื่อบุผนงัลําไสที่เกิดจาก trophozoite  ในหน ู(Owen, 

Allen และ Stevens, 1981) แตปจจุบันยงัไมพบหลกัฐานในคน อยางไรก็ตามกลไกที่ทาํใหเกิด

พยาธิสภาพนัน้ยังไมทราบแนชัด แตมีผูศกึษาวาการทาํลายเยื่อบุผิวของผนงัลําไสโดยตรงทําให

เกิดการขาดเอนไซมที่ใชในการยอยสลายสารจําพวกไดแซกคาไรด ไดแก sucrase และ maltase 

โดยมีหลกัฐานการศึกษาในหนทูี่มีระบบภมูิคุมกันปกติ ภายหลงัจากการติดเชื้อ Giardia sp. จะมี

ลักษณะพยาธสิภาพที่สําคญัคือ การสูญเสียบริเวณผิวของเซลลเยื่อบุผิวลําไสที่เกีย่วของกับการ

สรางเอนไซม sucrase และ maltase ในขณะที่หนทูี่มีระบบภูมิคุมกันบกพรอง ในสวนของ T-cell 

ไมพบวามีความผิดปกติของเซลลเยื่อบุผนังลาํไส เมื่อไดรับการติดเชื้อดวย Giardia sp.  
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อาการแสดงทางคลินกิ 
 
 ลักษณะอาการของการติดเชื้อ G. lamblia พบไดตั้งแตทองเสยีเล็กนอยจนถงึมาก ทองอืด 

ปวดทอง น้ําหนักลด มีไขมันและเมือกในอจุจาระ ถาเปนมากผูปวยจะมีภาวะดูดซึมสารอาหาร

บกพรองทําใหเกิดภาวะทุพโภชนาการไดในภายหลัง จะเห็นไดวาลักษณะอาการที่เกดิจากการติด

เชื้อ Giardia sp. นี้ ไมจาํเพาะ กลาวคือมีลกัษณะคลายที่เกิดจากเชื้อในระบบทางเดินอาหารชนิด

อื่น ในกรณีที ่trophozoite ไปที่ถงุน้าํดีก็อาจทาํใหผูปวยมีอาการดีซาน (Goldstein et al., 1978) 

หรืออาจพบ trophozoite ในระบบทางเดินปสสาวะได 

 ลักษณะอาการทางคลนิิกสามารถแบงออกไดเปน 3 ลักษณะดังนี ้คือ ผูปวยไมมีอาการ

แสดง ผูปวยมอีาการทองเสยีเฉียบพลนัและผูปวยมีอาการทองเสียเรือ้รัง โดยสวนใหญแลว

ประมาณรอยละ 50 ของคนที่ติดเชื้อโปรโตซัว จะแสดงอาการและสามารถหายไดเอง แมวาจะ

ไมไดรับการรักษา ซึ่งจากรายงานพบวาปจจัยของโฮสตที่เกี่ยวของกบัการกําจัดโปรโตซัวคือระบบ

ภูมิคุมกันของรางกาย แตอยางไรก็ตามระบบภูมิคุมกันของรางกายไมไดปองกันโฮสตจากการติด

เชื้อซํ้า (reinfection) ในขณะที่อีกครึ่งหนึง่ของผูปวยมีอาการผิดปกตอิยางรนุแรง นือ่งจากไม

สามารถดูดซมึสารอาหารไดตามปกติ (severe malabsorption syndrome) โดยพบวาผูปวยจะมี

อาการทองเสยีเรื้อรัง น้ําหนกัลด อุจจาระมีไขมัน ซึง่หากเกิดขึ้นเปนระยะเวลานาน ก็อาจจะทําให

เกิดภาวะทุพโภชนาการและมีการเจริญเตบิโตผิดปกติ ดังนัน้การที่มีความแตกตางในลักษณะ

อาการที่แสดงออกนี้ พบวานาจะมีสาเหตุมาจากปจจัยที่เกี่ยวของดงันี้คอื ความรนุแรงของสาย

พันธุของ Giardia sp. (Nash et al., 1987) ปริมาณของ cyst ที่ไดรับ อายุของโฮสตและภาวะ

ภูมิคุมกันของรางกายในขณะที่ไดรับเชื้อ 

 ในกลุมที่เกิดอาการทองเสยีฉับพลัน พบไดบอยในนกัทองเทีย่วที่เดินทางมาจากพืน้ที ่             

ที่ไมมีการติดเชื้อมายงัพืน้ทีท่ี่มีการติดเชื้อ โดยพบวาในผูปวยกลุมนี้มอีาการทองเสยีรอยละ 90 

น้ําหนกัลดรอยละ 60-70 และอาจมีอาการทางระบบทางเดินอาหารไดเชน คลืน่ไส  อาเจียน 

ทองอืด ออนเพลีย อุจจาระมีไขมัน โดยทีส่วนใหญอาการจะหายไดเองภายใน  2-4 สัปดาห แต

ผูปวยประมาณรอยละ 30-50 ถาไมไดรับการรักษาจะกอใหเกิดอาการทองเสียเรื้อรัง น้ําหนกัลด 

การดูดซึมอาหารจําพวกไขมันและวิตามนิ B12, folate, lactose ผิดปกติ สงผลใหการเจริญเติบโต

ของรางกายผดิปกติไปดวย ซึ่งมักพบในผูปวยเด็ก (Walzer, Wolfe และ Schultz, 1971) 
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ระบบภูมิคุมกัน 
 
 การติดเชื้อ G. lamblia กอใหเกิดลักษณะอาการที่แตกตางกนั ตัง้แตไมมีอาการจนกระทั่ง

มีอาการรนุแรงและเรื้อรังในผูปวย ดงัที่ไดกลาวไวแลวนัน้ ถาพจิารณากันอยางละเอยีด ในเรื่อง

ของกลไกที่ไมเกี่ยวของกับระบบภูมิคุมกันในรางกาย พบวานาจะเปนปจจัยสําคัญทีเ่กี่ยวของกับ

การปองกนัการติดเชื้อ Giardia sp. ในลําไส 

 การศึกษาถึงกลไกที่ไมเกี่ยวของกับระบบภูมิคุมกันที่มีผลตอการกําจัดเชื้อ G. lamblia ใน

ลําไสพบวาในน้ํานมของคนมีสารที่มฤีทธิฆ์าเชื้อ G. lamblia ได เชน conjugate bile salt, 

unsaturated fatty acid และ free fatty acid เปนตน (Gillin, 1987 ; Rohrer et al., 1986 ; 

Reiner, Wang และ Gillin, 1986) โดยที่สารจําพวก triglycerides ที่มอียูในน้าํนมนัน้ จะทาํ

ปฏิกิริยากับเอนไซม lipase ที่มีอยูในลําไส ทาํใหไดสาร free fatty acid ซึ่งมีผลทาํลายเซลล        

เมมเบรนของโปรโตซัว นอกจากนั้นในน้าํนมยงัม ีIgA แอนติบอดี ซึ่งเปนกลไกของระบบภูมิคุมกัน

ที่มีสวนในการกําจัดเชื้อโปรโตซัวชนิดนี้ซึ่งจะไดกลาวตอไป แตอยางไรก็ตามมหีลักฐานวาเชื้อ             

โปรโตซัวสามารถปองกนัไมใหถูกทําลายโดยสารเหลานีไ้ด ถาเลี้ยงเชือ้ในอาหารเลีย้งเชื้อที่มีสาร 

mucus จากลาํไสของคน (Zenian และ Gollin, 1987) แสดงวา innate immunity ปองกัน 

trophozoite จากการถูกทําลายในลาํไสได นอกจากนี้การทดสอบในหลอดทดลองพบวา

สารอาหารตามธรรมชาติ ไดแก lectin มีผลตอการเจริญเติบโตของ G. lamblia ในระยะ 

trophozoite และมีผลทําใหการติดเชื้อ G. muris ในหนูทดลองลดลง (Ortega-Barria  et al., 

1994) จากหลกัฐานดังกลาวแสดงวา กลไกที่ไมใชระบบภูมิคุมกันภายในรางกายของเรามีสวนใน

การทาํลายเชือ้โปรโตซัวชนดินี้ในลําไส 

 ในเรื่องของกลไกทางระบบภูมิคุมกันก็มีสวนสําคัญในการกําจัดเชื้อ G. lamblia ในลําไส 

โดยมีหลกัฐานพบวาทั้ง B-cell และ T-cell มีสวนเกี่ยวของกับการเกดิโรคและพยาธิสภาพที่เกิด

จากการติดเชื้อ G. lamblia ในผูปวยที่มีภาวะภูมิคุมกันบกพรอง เนื่องจากมกีารสราง          

แกมมาโกลบลูินลดลง (hypogammaglobulinemia) หรือในผูปวยที่มีการสรางอมิโนโกลบูลิน A 

(secretory IgA) หรือในผูปวย common variable immunodeficiency (CVID) ทีม่คีวามบกพรอง

ทั้ง B-cell และ T-cell ผูปวยเหลานี้จะมีอุบัติการณการติดเชื้อ G. lamblia เพิ่มข้ึน (Lai Ping So 

และ Mayer, 1997) และมีการทําลายเซลลเยื่อบุผนงัลําไสมากกวาในผูปวยทีม่ีระบบภูมิคุมกัน

ปกติ (Ferguson, Gillon และ Manro, 1990) โดยที่ผูปวย CVID ทีม่ีความบกพรองทั้ง B-cell และ 

T-cell จะมีการติดเชื้อไดงายกวาผูปวยทีบ่กพรองในการสราง IgA อยางเดยีว นอกจากนี้ในการ

ทดลองในหนทูี่มีการพรองทัง้ CD4+ T-Cell และ  B-Cell พบวามกีารติดเชื้อ Giardia sp. แบบ

เร้ือรัง  
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 สําหรับการศึกษาในสวนของ B-Cell เพียงอยางเดยีวที่มผีลตอการกําจดัเชื้อ Giardia sp. 

นั้น มหีลักฐานเดียวที่สนับสนุนการศึกษา โดยพบวาในหนูทีม่ีการเอายีนที่ควบคุมการสราง IgA 

ออก และทาํใหไมสามารถสราง IgA ไดนั้น เมื่อเกิดการติดเชื้อ Giardia sp. จะไมสามารถกาํจัด

เชื้อใหหมดออกไปจากลาํไสได (6 HEckmann และ Gillin, 2001) สวนแอนติบอดี isotype อ่ืนๆ ที่

อาจมีสวนเกีย่วของในการกาํจัดเชื้อ เชน IgG, IgM ก็สามารถตรวจพบในซีร่ัมของผูปวยที่ติดเชื้อ

ไดเชนกัน โดยจากหลักฐานในผูปวยเด็กทีม่ีการติดเชื้อชนิดฉับพลนั ตรวจพบ IgG และ IgA ตอ

แอนติเจนที่ผิว ซึ่งแอนติเจนชนิดนี้ภายหลงัไดรับการวินจิฉัยวาเปน สาร immunogenic ในขณะที่

เด็กที่มกีารติดเชื้อเร้ือรัง และมีภาวะทุพโภชนา จะตรวจพบ IgG และ IgM แตไมพบ IgA จึงเปนไป

ไดวาผูปวยกลุมนี้ ไมสามารถที่จะ switch immunoglobulin class จาก IgM และ IgA ได (Char 

et al., 1993) ดังนัน้จากหลกัฐานดังกลาวแสดงวา IgA นาจะมีสวนสาํคัญตอการปองกันการติด

เชื้อของโปรโตซัวชนิดนี ้

 ในดานความสําคัญของ T-cell ที่มีผลตอการติดเชื้อ Giardia sp. จากการศึกษาในหนู

ทดลองพบวา T-cell มีสวนสาํคัญในการควบคุมการติดเชื้อ Giardia sp. เนื่องจากในหนูมีความ

บกพรองในการสราง CD4+ T-cell ลดลงอยางเดยีว แตมีการสราง CD8+ cell และ macrophage 

ที่เปนปกติจะกอใหเกิดการติดเชื้อ Giardia sp. ชนิดเรื้อรัง แสดงวา CD4+ T-cell มีสวนสาํคัญใน

การกําจัดเชื้อชนิดนี้ในหนู และอาจมีสวนเกี่ยวของกับการเปลี่ยน immunoglobulin จาก IgM เปน 

IgA แตอยางไรก็ตามในผูปวย acquired immunodeficiency syndrome (AIDS) ทีม่ีการติดเชื้อ 

พบวาไมไดทําใหเกิดอาการทองเสยีรุนแรงเหมือนในผูปวย AIDS ที่มกีารติดเชื้อรวมกับโปรโตซัว

ชนิดอื่น ไดแก Cryptosporidium sp., Microsporidium sp. และ Cyclospora sp. นอกจากนี้ใน

ผูปวย AIDS พบวาพยาธิสภาพที่เกิดขึ้นตางไปจากผูปวยทีม่ีระบบภมูิคุมกันปกติ และถึงแมวา

ผูปวย AIDS จะมีความผิดปกติที่ CD4+ T-cell แตก็ไมไดติดเชื้อไดงายกวาคนปกต ิดังนัน้การติด

เชื้อในผูปวยกลุมนี้จงึไมใชปญหาสําคัญ 

 จากหลักฐานดังกลาวขางตนแสดงวาระบบภูมิคุมกันของรางกายโฮสตมีสวนเกี่ยวของใน

การกําจัดเชื้อ Giardia sp. ในลําไส แตอยางไรก็ตามมีรายงานวาเชื้อ Giardia sp. สามารถที่จะ

หลีกหนีระบบภูมิคุมกันภายในรางกายได โดยมีหลกัฐานการเกิด antigenic variation ไดใน 

Giardia sp. ทั้งจากในสัตวและในคน โดยที่บริเวณผวิของเมมเบรนในระยะ trophozoite จะมี

แอนติเจนที่เรียกวา variant surface protein (VSPs) (Zhang et al., 1993) แอนติเจนชนิดนี้

ประกอบดวยโปรตีนที่มีกรดอะมิโนชนิด cysteine อยูเปนจํานวนมาก และมียีนที่ควบคุมแอนติเจน

ชนิดนี้อยูประมาณ 20 ถึง 184 ยีน โดยทีม่ีความถี่ในการเปลี่ยนแปลง VSPs ประมาณ 10 -3  ถึง 

10 -4 ตอ generation  (Nash and Mowatt, 1992) การเกิด antigenic variation นี้พบไดทั้งใน

ระหวางที่มีการเกิด encystaion และ excystation เขาใจวาเพื่อเปนการหลีกหนีระบบภูมิคุมกัน 
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ของโฮสต และเปนการเปลีย่นแปลงเพื่อใหโปรโตซัวสามารถทีจ่ะมีชวีติอยูไดในสภาวะแวดลอมที่

แตกตางกนัในโฮสต นอกจากนี้ยงัพบวา VSPs นี้มีความสัมพันธกับการติดเชื้อและความรนุแรง

ของโรคอีกดวย 
 

การตรวจวนิจิฉัยโรคทางหองปฏิบัติการ 
  
 การตรวจวนิิจฉัยที่ถือวาเปน definite diagnosis คือ การตรวจหาเชื้อโปรโตซัวในอุจจาระ

โดยตรง โดยทีล่ักษณะอุจจาระที่ตางกันจะพบระยะของโปรโตซัวแตกตางกนัได เชน ในอุจจาระที่

แข็ง (formed stool) มักจะพบโปรโตซัวระยะ cyst มากกวา สวนระยะ trophozoite มักพบใน

อุจจาระที่เหลว (loose stool) หรืออุจจาระที่เปนน้าํ (watery stool) การตรวจอุจจาระโดยวิธ ี

simple smear หรือ concentration technique จากตัวอยางเพียงครั้งเดียวของผูปวยนัน้ไม

เพียงพอ เนื่องจากมีรายงานพบวาการปลอย cyst หรือ trophozoite ออกมากับอุจจาระนัน้ไม

แนนอนและไมสม่ําเสมอ กลาวคืออาจพบระยะ cyst ในอุจจาระเปนจํานวนมาก หรืออาจพบใน

จํานวนนอย หรือพบจํานวนมากเปนชวงๆ เชน ในชวง 1-3 สัปดาหแรก หรือพบจํานวนมากสลับ

กับพบจาํนวนนอย ดงันัน้ถาตรวจครั้งแรกไมพบเชื้อโปรโตซัว จงึควรจะมีการตรวจตัวอยางอุจจาระ

ซ้ําอยางนอยอกี 2 คร้ัง มีผูศกึษาพบวาการตรวจอุจจาระจากตวัอยางหนึง่เพยีงครั้งเดียวทาํใหมี

โอกาสพบโปรโตซัวรอยละ 76 การตรวจอุจจาระซ้ําในครั้งที ่2 มีโอกาสพบเชื้อโปรโตซัวมากขึ้นเปน

รอยละ 90 และเมื่อทาํการตรวจซ้ําเปนครั้งที ่3 ทําใหมีโอกาสพบเชื้อมากสงูรอยละ 97                

(Wolfe, 1978) ดังนัน้การตรวจอุจจาระอยางนอย 3 คร้ัง จึงเปนสิ่งจาํเปนในการตรวจวินิจฉยั      

โปรโตซัวชนิดนี้ นอกจากนี้ยงัสามารถใชวธิีการยอมสีเพือ่ทําการวนิิจฉัยเชื้อ G. lamblia ที่พบใน

อุจจาระไดโดยการยอมดวยน้ํายาไอโอดนีในอุจจาระสด เพื่อดูลักษณะของนิวเคลียส หรือการยอม

แบบถาวรดวยวิธี trichrome, iron-hematoxylin หรือ giemsa ในกรณีที่การตรวจอุจจาระทัง้       

3 คร้ัง แลวไมพบเชื้อโปรโตซัว อาจจะตองใชวิธทีาง immunology มาชวยวนิิจฉัยไดแก indirect 

immunofluoresence assay (IFA) โดยใชแอนติบอดีที่จาํเพาะตอ glycoprotein หรือโปรตีนที่อยู

บริเวณ cyst wall ซึ่งจากการศึกษาเปรียบเทียบพบวา การตรวจโดยวิธีนีท้ําใหมีโอกาสตรวจพบ 

โปรโตซัวไดมากกวาการตรวจโดยวิธยีอมสีเพียงอยางเดยีวนอกจากนีย้ังมวีิธี enzyme-linked 

immunosorbent assay (ELISA) โดยการใช monoclonal และ polyclonal แอนติบอดีเพื่อ

ตรวจหา G. lamblia แอนติเจนที่อยูในอุจจาระซึ่งจากการประเมิณผลการตรวจดวยวิธีนี้จาก

หลายๆ commercial kit พบวามีความไวรอยละ 88.6-100 และความจําเพาะรอยละ 99.3-100 ซึ่ง

ขอดีของวิธีนี้คอืใชระยะเวลาในการตรวจนอย บาง kit ใชเวลาเพียง 1-2 นาท ีตอ 1 ตัวอยาง แต

พบวามรีาคายังคอนขางสงูคือ ประมาณ 200-600 บาทตอตัวอยาง (Addiss, 1991) สําหรับการ 
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ตรวจวินิจฉยัทาง immunology อ่ืนๆ เชน การตรวจแอนติบอดีตอเชื้อ G. lamblia ในซีร่ัม เหมาะ

สําหรับศึกษาในดานของระบาดวิทยามากกวา เนื่องจากสามารถตรวจตัวอยางไดทลีะจํานวน

มากๆ แตมีประโยชนนอยในดานการรักษา เพราะไมสามารถจําแนกกลุมอาการทองเสียอยาง

เฉียบพลนัได กลาวคือ ถาตรวจ IgG แอนติบอดีจะสามารถพบไดในผูปวยทัง้ที่ติดเชือ้และไมติด

เชื้อที่อาศัยอยูบริเวณที่มกีารระบาด แตถาการตรวจแบบ IgM แอนติบอดี มีประโยชนในดานการ

วินิจฉยัการตดิเชื้อแบบเฉียบพลันไดดีกวา เนื่องจาก IgM แอนติบอดีในซีร่ัมจะเพิ่มข้ึนในชวงแรกที่

เร่ิมมีการติดเชือ้และคงอยูประมาณ 2-3 สัปดาห 

 ตอมาเมื่อวธิีการทางอณูชีววทิยาไดถกูพัฒนาขึ้น จงึไดมีการนาํเอาเทคนิค PCR มาใชใน

การชวยวนิิจฉยัการติดเชื้อ G. lamblia โดยสวนใหญแลวทาํการศึกษาใน gdh, beta-giardin, tpi, 

SSU rRNA gene และ trophozoite surface protein genes (tsa, tsp) เปนตน ซึ่งจากการ

เปรียบเทียบประสิทธิภาพของการตรวจอจุจาระโดยวิธี PCR ที่ขยายในสวนของ intergenic 

spacer region ของ ribosomal RNA วิธกีารตรวจดวยกลองจุลทรรศนและการใชเทคนิคทาง 

immunology ไดแก ELISA, counter immunoelectrophoresis (CIEP) พบวาการตรวจอุจจาระ

โดยวิธ ีPCR นั้นมีความไวและความจาํเพาะมากกวาการตรวจดวยกลองจุลทรรศนและการตรวจ

โดยวิธ ีimmunology นอกจากนัน้ยงัพบวาสามารถตรวจตัวอยางดีเอ็นเอที่สกัดจาก G. lamblia 

ในระยะ trophozoite ในปริมาณเพียง 2 picogram ไดโดยใชวิธ ีnested PCR เพื่อเพิม่ความไว

และความจาํเพาะ พบวาสามารถตรวจตัวอยางที่มีโปรโตซัวเพียง 10 cyst ตออุจจาระ 100 μl ได 

(Ghosh, 2000) 

 นอกจากนีย้ังมีการใชเทคนคิ PCR และการวิเคราะหโดยใช RFLP เพือ่แยกความแตกตาง

ทางจีโนไทดของ G. lamblia จากการทดลองขยายในสวน tpi gene จากดีเอ็นเอทีส่กัดไดจาก

ตัวอยางอุจจาระที่มีระยะ cyst และวิเคราะหโดยวธิี RFLP พบวาสามารถแยกความแตกตางของ  

ดีจีโนไทดของ G. lamblia ได ถึงแมวาการตรวจวินิจฉัยโดยการวธิีการทางอณูชวีวทิยาจะมีความ

ไวและคงวามจําเพาะสงู เมือ่เปรียบเทียบกับการตรวจวนิิจฉัยดวยกลองจุลทรรศนและการตรวจ

ทาง immunology แตเนื่องจากยงัมีขอจํากดัที่วา เครื่องมอืและน้ํายาที่ใชในการตรวจวินิจฉยันัน้ มี

ราคาแพงจงึไมเหมาะสม ทีจ่ะนํามาใชในการตรวจในหองปฏิบัติการแบบทั่วไป แตเหมาะสําหรับ

การศึกษาดานระบาดวทิยามากกวาเพื่อศึกษาในแงการแพรกระจายของเชื้อ  

 การตรวจของเหลวที่ดูดไดจากลําไสสวนดโูอดีนัม เชน การดูดโดยสอดหลอดเขาในลาํไส 

(duodenal intubation) หรือการใช enterotest capsule แคปซูลนี้ประกอบดวยเสนดายไนลอน

ยาว 1 เมตร สวนปลายติดไวดวยตุมน้าํหนกั ทัง้หมดเก็บมวนไวในแคปซูลเจลลาทินและมีปลาย

สายยาวออกมา เมื่อกลนืแคปซูลลงไปเจลลาทนิจะละลาย ดายจะคลายตัวลงไปถงึเจจนูัม    

Giardia sp. จะเกาะตามดาย เมื่อสาวดายขึ้นมาก็นาํของเหลวที่ติดดายไปตรวจดูดวยกลอง 
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จุลทรรศน (Wolfe, 1992) หรือการตรวจชิน้เนื้อเยื่อมาตรวจเพื่อดูระยะ trophozoite โดยตรงก็

นํามาใชในกรณีที่ไมสามารถวินจิฉัยไดโดยการตรวจวินจิฉัยดวยวิธีอ่ืน 

 
การรกัษา 
 
 ยาหลกัที่ใชรักษาโรคติดเชื้อ G. lamblia คือ metronidazole โดยการรักษาในผูใหญจะให 

250 mg วันละ 3 คร้ัง เปนเวลา 5 วัน ในเด็กใชนขาด 15 mg/kg วันละ 3 คร้ังเปนเวลา 5 วัน ซึ่งให

ประสิทธิภาพในการรักษารอยละ 80-95 นอกจากนี้อาจใช trinidazole รักษาในผูใหญโดยจะให   

2 g คร้ังเดียว ซึ่งจะใหผลการรักษารอยละ 90 ใกลเคียงกับ metronidazole ยาทั้ง 2 ชนิดนี้ กอให 

เกิดอาการขางเคียง เชน คลื่นไส อาเจยีน ปวดศรีษะ และเวียนศรีษะ เปนตน  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

           



  

     บทที่  3 
วิธีดําเนินการวิจัย 

 
รูปแบบการวจิัย 

เปนการศึกษาเชิงการทดลอง (Experimental research) โดยทาํการศึกษาใน

หลอดทดลอง  (In vitro study) 
 
วัตถุประสงคของการวิจยั  
 

เพื่อศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของ G. lamblia จากตัวอยาง 

ผูติดเชื้อที่พบในประเทศไทย 

 
คําจํากัดความที่ใชในการวิจัย 
 

 ประชากรเปาหมาย (target population) คือ ผูที่ติดเชื้อ G. lamblia จากพืน้ที่

ตางๆ ในประเทศไทย 

ปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอรเรส (polymerase chain reaction) เปนวธิีการเพิ่ม

ปริมาณดเีอ็นเอเฉพาะสวนอยางจาํเพาะในหลอดทดลอง โดยอาศัยเอนไซมจําเพาะเปนตัวเรงการ

เกิดปฏิกิริยา ภายใตสภาวะที่เหมาะสม 
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ขนาดของกลุมประชากร 
  
 จากการศึกษานี้ไดทําการเกบ็ตัวอยาง จากผูที่ตรวจพบ G. lamblia เปนตัวอยางที่ไดจาก

ผูปวยของโรงพยาบาลจฬุาลงกรณ จาํนวน 8 ตัวอยาง และตัวอยางจากเด็กนักเรียน ตําบล                    

ทาสองยาง อําเภอทาสองยาง จังหวัดตาก จํานวน 22 ตัวอยาง รวมตัวอยางทัง้หมดที่ทําการศึกษา 

30 ตัวอยาง 
  
เครื่องมือและสารเคมทีี่ใชในการวจิัย 

 
อุปกรณ 

 เครื่องปนความเร็วสูงที่ควบคุมอุณหภูมิและเวลาได (high speed refrigerated  

  microcentrifuge, Tomy) 

 เครื่องปนความเร็วสูงขนาดเล็ก       

 เครื่องชั่งน้าํหนักละเอยีดอานคาไดทศนยิม 4 ตําแหนง (Bosh) 

 ตูเย็น 4 องศาเซลเซียส (Hitachi) 

 ตูเย็น -20 องศาเซลเซียส (Puffer Hubbard) 

ตูเย็น -40 องศาเซลเซียส (Haier) 

 ตูเย็น -80 องศาเซลเซียส (Forma Scientific) 

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

 เครื่อง laminar flow  

 กลองจุลทรรศน (Olympus) 

 เครื่องควบคุมอุณหภูมิและเวลาอตัโนมัติ (PCR cycle, Automatic thermal   

  cycler,Takara) 

เครื่องแยกแถบดีเอ็นเอโดยกระแสไฟฟา (Mupid-II) 

เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (Cyberscan 500) 

เครื่องอานผลแถบดีเอ็นเอจากเจล (Bio Rad) 

 ตูปลอดเชื้อ (Nunre) 

 ตูเลี้ยงเชื้อพรอมเครื่องเขยา (Taitec) 

 ตูอบสําหรับเพาะเชื้อ (P-Selecta) 

 ตูอบแหง (Memmert) 

หมอนึง่ปลอดเชื้อภายใตความดันและอุณหภูมิสูง (Hirayama) 
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 หนากากกนัแสงอุลตราไวโอเลต 

แหลงกาํเนิดแสงอุลตราไวโอเลต 

 เครื่องยิงกระแสไฟฟา (E.coli pulser)      

 นาฬิกาจับเวลา         

 อางน้ําปรับอุณหภูมิ (Memmert)       

 เครื่องจายกระแสไฟฟา (Bio Rad)      

 เครื่องไมโครเวฟ                                                                                                                         

 เครื่องใหความรอน (Hot plate)                                                  

 เครื่อง incubate                                                                                                                                   

 Hematocytometer                                                                                                             

 Vortex mixer (Scientific Industries)  

 วัสดุ          
 เพลทเลีย้งเชื้อ        

 กระบอกตวง ขนาด 10, 50, 100 และ 1000 มิลลิลิตร   

 กลองโฟมใสน้าํแข็ง        

 กระดาษติดฉลาก       

 กลองพลาสตกิ         

 ขวดสําหรับใสสารเคมี        

 ถุงมือยาง (Latex gloves)       

 ถุงพลาสติก         

 ที่วางหลอดทดลอง สําหรับหลอดขนาด 0.5 และ 1.5 มลิลิลิตร   

 แทงแกวสาํหรับคนสาร        

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

 พาราฟลม (Parafilm)        

 ไมจิ้มฟน         

 หลอดทดลองขนาดเล็กชนิดมีฝาปด (microtube) ขนาด 0.1, 0.5, 1.5 มิลลิลิตร 

 cryo tube (nunc)                                                                                                                                 

 แผนพลาสตกิอยางบาง                                                                                                        

 สําลี                                                                                                                                                     

 หนงัยาง    
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สารเคม ี          
 1. สารเคมีทั่วไป        

 absolute ethanol (Merck)       

 agarose, low gelling temperature (CAMBREX)     

 agarose (1 st BASE)                                                                                                                    

 broric acid (Sigma)                                                                                                        

 cleaning solution (ICN Biomedicals)      

 disodium ethylenediamine tetracetic acid (EDTA, Promega)   

 double distilled water        

 ethidium bromide (Bio Rad)       

 glycerol                                                                                                                         

 TE Buffer (Promega)                                                                                                         

 Tris Base (Promega)                                                                                                                

 LB (Merck)                                                                           

            2. สารเคมีที่เปน Reagent Kit                                                                                        

QIAGEN Stool Extraction Kit                       

QIAGEN DNA Purification Kit                                                                                 

QIAGEN DNA Plasmid Mini Kit                                                                                                     

QIAGEN Gel Extraction Kit                                                                                          

Cloning Kit (Promega)                                                                                                                        

PCR reagent Kit                                                                                                           

ABI3100 Prism Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit                                                        

3. เอ็นไซม                                                                                                     

proteinase K                      

Ex Taq polymerase                   

rTaq polymerase                                                                                                                     

T4 DNA ligase                     
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4. Oligonucleotides                                               

GBGDF0 : 5’-ACCCGTACGCTCACCCAGAC-3’           

GBGDF1 : 5’-ACCCAGACGATGGACAAGC-3’                                                      

G376    : 5’- CATAACGACGCCATCGCGGCTCTCAGGAA-3’                                    

GBGDR0 : 5’-GATCTTCGAGACGACGTCCT-3’     

5.  ดีเอ็นเอมาตรฐาน                                                              

Ladder 50 bp marker  

 
การเก็บตัวอยางอุจจาระ 
 

ตัวอยางอุจจาระที่นาํมาใชในการศึกษาครัง้นี ้เปนตวัอยางที่ไดจากการเก็บอุจจาระผูปวย

จากโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ ซึ่งทําการตรวจวินจิฉัย ณ หองปฏิบัติการของภาควิชาปรสิตวิทยา  

ชั้น 4  ตึก ภปร. คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวทิยาลัย โดยเปนตัวอยางที่ตรวจพบปรสิต         

G. lamblia และตัวอยางบางสวนไดจากการเก็บตัวอยางในแหลงชุมชนบานทาสองยาง                 

จังหวัดตาก 

ขั้นตอนการเกบ็อุจจาระนกัเรียนเริ่มจากการเก็บอุจจาระสดลงในกระปุกสําหรับเก็บ

อุจจาระ พรอมทั้งบนัทึกประวัติ ซึง่ประกอบดวย เพศ อายุ ชัน้เรียน จากนั้นแบงอุจจาระสดสวน

หนึง่ผสมกับ 10% formaldehyde แลวคนใหเขากนัเพื่อรักษาสภาพของเชื้อปรสิตในอุจจาระ นํา

อุจจาระที่คนจนเขากนัดีแลวใสกระปุก ปดฝาใหแนนเก็บไวที่อุณหภูมหิอง โดยอุจจาระสวนนี้จะใช

สําหรับการตรวจหาเชื้อปรสิตขั้นตนดวยกลองจุลทรรศนและทําการศึกษาลักษณะทางสัณฐาน

วิทยาตาง ๆ สําหรับอุจจาระอีกสวนหนึ่งที่เหลือจะเกบ็โดยคงสภาพอุจจาระสดไวที่อุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซยีส ตลอดระยะเวลาระหวางนาํสูหองปฏิการ โดยเมื่อถึงหองปฏิบัติการแลวจะนาํไปเกบ็

รักษาไวที่อุณหภูมิ -40 องศาเซลเซียส เพือ่ใชในกระบวนการทางอณชูีววทิยาตอไป 
 
วิธีการนับจํานวนปรสิต Giardia lamblia                                     
 
 ทําการตรวจวนิิจฉัยหาปรสติ G. lamblia จากตัวอยางอุจจาระ โดยการใชเครื่องมือตรวจ

นับจํานวน cyst หรือ Hematocytometer และทําการตรวจโดยใชกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 

objective lens 10x ทีห่องปฏิบัติการของภาควิชาปรสติวิทยา ชัน้ 18 ตึก อปร. คณะแพทยศาสตร 

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย   
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การสกัดดีเอนเอ (DNA extraction) 
 
การทาํให cyst ของ G. lamblia แตกตัว (Freeze Thaw) 
1. นําอุจจาระ 500 ไมโครลิตร มาปนลางดวยบัฟเฟอร PBS 500 ไมโครลิตร ดวยเครื่องปน  

    ความเร็วสงู 13000 rpm เปนเวลา 1 นาท ีจํานวน 3 คร้ัง 

2. เติมบัฟเฟอร ASL 500 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั จากนั้นดูดสวนผสมทั้งหมดใส cryo tub 

    สําหรับทาํ Freeze thaw  

3. นําตัวอยางอุจจาระที่อยูในหลอด cryo tube แชในไนโตรเจนเหลว 1 นาที แลวนาํไปตมใน       

    น้าํเดือดทนัทีเปนเวลา 1 นาที ทําเชนนี้ 6 รอบ 
 
การสกัดดีเอนเอโดยใชชดุสกัดดีเอนเอของ QIAGEN DNA Stool Mini kit  
1. ดูดตัวอยางอุจจาระที่ผานการทาํ Freeze Thaw แลว ใสลงในหลอดทดลองขนาด 1.5  

    มิลลิลิตร จากนัน้เติมบัฟเฟอร ASL 300 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั แลวนําไปบมที่ อุณหภูมิ   

    70 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาท ี

2. นําไปปนดวยเครื่องปนความเรว็สูง 13000 rpm เปนเวลา 3 นาท ีแลวดูดสารละลายใส  

   ลงในหลอด 1.5 มิลลิลิตร ใหม แลวเติม Inhibit Ex tablet นําไปเขยาดวยเครื่อง vortex  

   เปนเวลา 1 นาที แลวตัง้ทิง้ไวที่อุณหภูมหิอง 1 นาท ี

3. นําไปปนดวยเครื่องปนความเรว็สูง 13000 rpm 3 นาท ีแลวดูดสารละลายทัง้หมดใสในหลอด  

1.5 มิลลิลิตร ใหม ปนที่ 13000 rpm 3 นาที อีกครั้ง                                                      

4. ดูดสารละลายที่ไดมา 200 ไมโครลิตร ใสลงในหลอด 1.5 มิลลิลิตร แลวเติม Proteinase K       

    15 ไมโครลิตร และบัฟเฟอร AL 200 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 70   

    องศาเซลเซยีส เปนเวลา 10 นาท ี

5. เติม ethanol (95%) 200 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั 

6. ดูดสารละลายในหลอด ใสลงใน QIAamp Spin Column แลวนาํไปปนดวยเครื่องปน     

    ความเร็วสงู 13000 rpm เปนเวลา 1 นาท ีจากนัน้จึงนํา QIAamp Spin Column มาใสใน  

    collection tube หลอดใหม  

7. เติม บัฟเฟอร AW1 500 ไมโครลิตร นําไปปนดวยเครือ่งปนความเรว็สูง 13000 rpm        

    เปนเวลา 1 นาที จากนั้นจงึนาํ QIAamp Spin Column มาใสใน collection tube หลอดใหม  

8. เติม บัฟเฟอร AW2 500 ไมโครลิตร นําไปปนดวยเครือ่งปนความเรว็สูง 13000 rpm        

    เปนเวลา 3 นาที จากนั้นจงึนาํ QIAamp Spin Column มาใสใน collection tube หลอดใหม 

    นาํไปปนดวยเครื่องปนความเรว็สูง 13000 rpm เปนเวลา 1 นาท ี
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9. นํา QIAamp Spin Column มาใสใน collection tube หลอดใหม  เติม บัฟเฟอร AE แลวทิง้ 

     ไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 5 นาที แลวจึงนาํไปปนดวยเครื่องปนความเร็วสงู 13000 rpm   

     เปนเวลา 1 นาท ี                                                                                                                   

10.ดูดดีเอ็นเอที่ไดเก็บไวในหลอดทดลองขนาดกลาง 0.5 มิลลิลิตร นาํดีเอ็นเอที่สกดัไดเก็บไวที่      

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

 ทําการออกแบบไพรเมอรจากดีเอนเอตนแบบของ G. lamblia สายพนัธุ Portland1  

จาก Genebank Database accesses number X85958 คัดเลือกบริเวณที่เหมาะสม ทาํการ

ออกแบบ primer โดยคํานวณจากสูตรอณุหภูมิหลอมตัว (Melting temperature, Tm)            

ของ primer  

 

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

 ขอควรระวังในการออกแบบ primer คือ                    

   1. ตองคํานึงถงึความยาวของ primer ซึ่งควรมีความยาว 20-30 นิวคลีโอไทด 

ประกอบดวยเบสชนิด guanine และ cytosine ประมาณรอยละ 50-60 ขึ้นไป และมีการกระจาย

ตัวของเบสตางๆ เหมือนกันกับลําดับเบสที่ตองการจะเพิ่มจํานวน           

 2. ควรหลีกเลีย่งการใช primer ที่ม ีpolypurines หรือ polypyrimidine  

 3. ในสวนบริเวณปลาย 3’ ของ primer ไมควรมีลําดับเบสที่เปน complementary กัน 

เพื่อปองกันการจับคูกันเองของ primer (primer-dimer)      

 4. การเรียงลําดับนิวคลีโอไทดของ primer แตละสวนไมควรมีลําดับเบสที่เหมือนกันเมื่อ

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

เดียวกนัเกิดเปนโครงสรางทุติยภูมิ (secondary structure)   

 5. คา Tm ของ primer ควรใกลเคียงกนัและอยูในชวง 50-80 องศาเซลเซียส  
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GBGDF0    5’- ACCCGTACGCTCACCCAGAC-3’ 

  (ตรงกับตําแหนงเบสที่ 791-810 ของสายพันธุ Portland1  

       accesses  number X85958) 

 

GBGDF1    5’- ACCCAGACGATGGACAAGC-3’ 

     (ตรงกับตําแหนงเบสที่ 803-821 ของ สายพันธุ Portland1  

       accesses  number X85958)              

         

            G376 5’- CATAACGACGCCATCGCGGCTCTCAGGAA-3’ 

  (ตรงกับตําแหนงเบสที่ 1187-1215 ของสายพนัธุ Portland1  

                                accesses  number X85958) 

 

            GBGDR0     5’- GATCTTCGAGACGACGTCCT-3’ 

   (ตรงกับตําแหนงเบสที่ 1539-1558 ของสายพนัธุ Portland1  

                                accesses  number X85958) 

             
การเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอในหลอดทดลองโดยปฏกิรยิาลกูโซโพลเีมอรเรส   
 

1.  การเพิม่ปริมาณดีเอนเอในหลอดทดลองจะทําสองรอบ (nested PCR) โดยรอบแรกนํา 

ดีเอ็นเอที่สกัดไวมาใชเปนแมแบบสําหรับทํา PCR โดยจะตองใชองคประกอบที่จาํเปนตอการทํา

ปฏิกิริยาตอ  1 ตัวอยาง ประกอบดวยดีเอ็นเอที่สกัดไว 5 ไมโครลิตร,  primer ทั้ง forward และ 

reverse ความเขมขน 30 พโิคโมล primer ละ 0.14  ไมโครลิตร, 10X PCR Buffer 2  ไมโครลิตร, 

dNTP 2.5 มิลลิโมลาร จาํนวน 1.6 ไมโครลิตร เพื่อเปนสารต้ังตนของการทําปฏิกิริยาสงัเคราะห

ลําดับนิวคลีโอไทด, Ex Taq DNA polymerase 0.1 ไมโครลิตร เพื่อใชเปนเอน็ไซมเรงปฏิกิริยา 

และน้ํากลัน่ 11.02 ไมโครลติร นําหลอดทีม่ีสวนผสมของการทํา PCR เขาเครื่องควบคุมอุณหภูมิ

และเวลาอัตโนมัติ ซึง่ประกอบดวยขั้นตอนการทําใหดีเอ็นเอแยกสายที่อุณหภูมิ  94 องศาเซลเซยีส 

2 นาที, ข้ันตอนการทําให primer จับกับสายดีเอ็นเอแมแบบที่อุณหภมูิ 60 องศาเซลเซียส 0.3 

นาที และขัน้ตอนการสงัเคราะหสายดีเอน็เอที่อุณหภูม ิ72 องศาเซลเซียส 2 นาที ซึง่ทาํปฏิกิริยา

ทั้งหมด 40 รอบ 
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 2.  พีซีอารรอบที่ 2 นําผลิตผล PCR ที่ไดจากรอบแรกมาใชเปนดีเอนเอแมแบบสําหรับทํา 

PCR ในรอบที ่2 โดยใชพีซีอารโปรดัครอบแรก 2 ไมโครลิตร, primer ทั้ง forward และ reverse 

อยางละ 0.14 ไมโครลิตร, 10X PCR Buffer 2  ไมโครลิตร, dNTP 2.5 มิลลิโมลาร จาํนวน 1.6 

ไมโครลิตร เพื่อเปนสารตั้งตนของการทําปฏิกริยาสังเคราะหลําดับนวิคลีโอไทด, Ex Taq DNA 

polymerase 0.1 ไมโครลิตร เพื่อใชเปนเอ็นไซมเรงปฏิกิริยา และน้ํากลั่น 14.02 ไมโครลิตร นํา

หลอดที่มีสวนผสมของการทาํ PCR เขาเครื่องควบคุมอุณหภูมิและเวลาอัตโนมัต ิซึง่ประกอบดวย

ขั้นตอนการทาํใหดีเอ็นเอแยกสายที่อุณหภูมิ  94 องศาเซลเซียส 2 นาที, ขั้นตอนการทําให primer 

จับกับสายดีเอ็นเอแมแบบที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซยีส 3 นาท ีและขั้นตอนการสังเคราะหสายดี

เอ็นเอที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 1 นาที ซึง่ทาํปฏิกิริยาทัง้หมด 30 รอบ 
 
การตรวจผลติผล PCR โดยวิธ ีgel electrophoresis 
 

1.  เตรียมอะกาโรสที่มีความเขมขนรอยละ 2 ใน 1 X TBE  100 มิลลิลิตร ภายหลงัจาก

การหลอม gel ดวยความรอนแลวปลอยใหแข็งตัวในถาดเตรียม gel แลว นํา gel มาใสใน 

electrophoresis chamber  

2.  นําผลิตผล PCR ที่เตรียมไว 5 ไมโครลิตร ผสมกับ loading dye 1 ไมโครลิตร หยอดลง

ในหลุมของ 2 % อะกาโรสเจล ซึ่งใช Ladder 50 bp เปนดีเอ็นเอบอกขนาด (DNA marker) เพื่อใช

เปรียบเทียบขนาดกับผลิตผล PCR  

3.  เดินกระแสไฟฟาภายใตกระแสขนาด  100 โวลต เปนเวลา  30 นาที หลังจากนั้นนาํอะ

กาโรสเจลไปยอมดีเอนเอดวย ethidium bromide 15 นาท ี 

4. นาํไปดูการเรืองแสงของดเีอ็นเอ ภายใตแสงอุลตราไวโอเลต และถายภาพไวเพื่อวดั

ขนาดของแถบดีเอ็นเอผลิตผล โดยเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอบอกขนาด 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



    

 

50 

วิธีการทาํโคลน (subclone)  
 

1. การคัดแยกดีเอ็นเอที่โดยใช QIAGEN Gel extraction kit 
          1.1  นาํผลิตผล PCR มาทาํ gel electrophoresis โดยใชเจลแบบ low melting 

จากนั้นตัดชิน้สวนของอะกาโรสเจลบริเวณที่ปรากฏแถบดีเอ็นเอใสหลอดทดลองขนาด 1.5 

มิลลิลิตร แลวบันทกึน้าํหนักของชิ้นเจลที่ได 

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

          1.3  บมที่อุณหภูม ิ50 องศาเซลเซยีส 10 นาท ีจนชิ้นเจลละลาย 

          1.4  ถายสารละลายใส spin column ที่ประกอบกับ collection tube นาํไปปน

เหวีย่งที่ 13000 rpm 1 นาท ี

          1.5  ทิง้สารละลายใน collection tube จากนัน้เตมิ QG-buffer 500 ไมโครลิตร             

ลงใน spin column แลวนาํไปปนเหวี่ยงที ่13000 rpm 1 นาท ี

          1.6  ทิง้สารละลายใน collection tube จากนัน้เตมิ PE-buffer 750 ไมโครลิตรลง

ใน spin column แลวนําไปปนเหวี่ยงที ่13000 rpm 1 นาท ี

          1.7  ทิง้สารละลายใน collection tube แลวนาํไปปนเหวี่ยงที ่13000 rpm 1 นาท ี

          1.8  เติม EB-buffer 30 ไมโครลิตรลงใน spin column ตั้งทิง้ไวที่อุณหภูมหิองเปน

เวลา 5 นาท ีแลวนาํไปปนเหวี่ยงที่ 13000 rpm 1 นาท ี

          1.9  ดูดดีเอ็นเอที่ไดใสในหลอดทดลองขนาด 0.5 มิลลิลิตร และเก็บรักษาภายใต

อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซยีส เพื่อนําไปเชือ่มเขาสูพลาสมิดในข้ันตอนตอไป 
 
2. การเชื่อมชิ้นสวนเอ็นเอเขากับพลาสมิด (Ligation) 
          2.1  เติม 2X Rapid Ligation Buffer, T4 DNA Ligase ลงในหลอดทดลอง ขนาด 

1.5 มิลลิลิตร 

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

          2.3  เติมดีเอ็นเอที่คัดแยกออกจากอะกาโรสเจลปริมาณ 3 ไมโครลิตร ผสมให                 

เขากัน 

          2.4  เติม T4 DNA Ligase ปริมาณ 1 ไมโครลิตร แลวผสมใหเขากัน 

          2.5  นาํไปบมที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ประมาณ 16 ชั่วโมง 
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3. การตกตะกอนดีเอ็นเอลูกผสม 
          3.1  เติม 100% ethanol + 3 M sodium acetate ปริมาณ 25 ไมโครลิตร ลงใน         

ดีเอ็นเอทีท่ําการเชื่อมตอกับพลาสมิด ผสมใหเขากนัแลวบมไวที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส              

เปนเวลาอยางนอย 2 ชั่วโมง 

          3.2  ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13000 rpm ภายใตอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 20 นาท ี

          3.3  ดูดของเหลวทิ้งอยางเบามือโดยระวังไมใหดีเอ็นเอที่ติดกนหลอดหลุดออก 

          3.4  เติม cold 70% ethanol ปริมาณ 500 ไมโครลิตร แลวนําไปปนเหวี่ยงดวย

ความเร็ว 13000 rpm ภายใตอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 5 นาท ี

          3.5  ดูดของเหลวทิ้งโดยเหลือไวประมาณ 50 ไมโครลิตร นําไปปนเหวี่ยงดวย

ความเร็ว 13000 rpm ภายใตอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส 2 นาท ี

          3.6  ดูดของเหลวทิ้งจนหมดโดยไมใหดีเอ็นเอทีต่ิดกนหลอดหลุดออก 

          3.7  ตากดีเอ็นเอบริเวณกนหลอดใหแหงที่อุณหภูมิหอง โดยไมตองปดฝาหลอด 

          3.8  เติมน้ํากลั่น 10 ไมโครลิตร เพื่อละลายตะกอนดีเอ็นเอ แลวเก็บไวที่อุณหภูมิ                 

-20 องศาเซลเซียส 
 
4. การจําลองดีเอ็นเอลูกผสมและการคัดเลือก 
          4.1  นาํดีเอ็นเอลูกผสมปริมาณ 5 ไมโครลิตร ผสมกับ Escherichia coli ที่ผาน

กระบวนการทาํใหเปน competent cell ปริมาณ 40 ไมโครลิตร ถายลงสู cuvette ที่แชในน้ําแข็ง

จนเยน็จัด 

          4.2  ผานกระแสไฟฟาความตางศักย 1.8 กิโลโวลต สู cuvette  

          4.3  ดูดเชื้อทั้งหมดใน cuvette ไปเล้ียงในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว (LB broth) 

ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เขยาเชือ้ภายใตอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง 

          4.4  นาํเชื้อที่ไดประมาณ 200-300 ไมโครลิตร ไปเลี้ยงบนเพลทที่มีอาหารเลีย้งเชื้อ

ชนิดแข็งที่ผสม ampicillin บมไวที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง 

          4.5  คัดเลือกโคโลนขีองเชื้อดวยวธิีการ PCR โดยใชไพรเมอร GBGDF1 และ 

GBGDR0 จากนัน้ตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอที่ตองการศึกษาดวยวิธ ีgel electrophoresis  
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การวิเคราะหลําดับเบสของดีเอ็นเอ       
           
 เปนการวิเคราะหลําดับเบสโดยใชเครื่องวิเคราะหอัตโนมตัิ (automated DNA 

sequencing) เปนวิธีการหาลําดับเบสของดีเอ็นเอ โดยอาศัยหลกัการของ dideoxy chain 

termination แตกตางกนัตรงที่การติดฉลากดีเอ็นเอ จะใชสารเรืองแสง เชน dRhodamine dye 

terminator แทนการใชสารกัมมันตภาพรงัสี โดยอาศัยการติดตามการเรืองแสงของสีตางๆ กนั              

4 ชนิด สําหรบัเบส 4 ตัว คือ A C G T สีที่ใชในการติดฉลากแตละตัว เมื่อถูกกระตุนดวยแสง

เลเซอร จะเรืองแสงในชวงความยาวคลื่นแตกตางกนั และแสงที่ปรากฏจะแตกตางกัน โดยจะเหน็

เปนสีเขียว สีดาํ สนี้ําเงิน และสีแดง ตามลาํดับ ดวยเครื่อง ABI3100 Genetic Analyzer เมื่อไดผล

ของลําดับเบสทั้งหมดของยนี beta-giradin gene นํามาศึกษาลําดับเบสโดยการทํา alignment 

ดวยโปรแกรมคอมพิวเตอร Bioedit และ Clustal X เพื่อวิเคราะหความหลากหลายของลําดับเบสที่

เกิดขึ้นใน beta-giradin gene สําหรับการสราง phylogenetic tree อาศัยหลกัการ neighbor-

joing และใช parameter ของ Juke และ Cantor ระดับความเชื่อมั่นของการแยกสายพันธุกรรม

ทดสอบโดยวธิี bootstrap โดยทําการจําลองลําดับเบสทีแ่ตกตางไปทัง้หมด 1,000 คร้ัง  
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การจาํแนกสายพันธุ Giardia lamblia โดยวิธ ีPCR-RFLP 
 
1.  การจําแนกสายพนัธุ G. lamblia ในแตละ Assemblage  

1.1  นาํผลิตผลพีซีอารโปรดคัที่ไดจากไพรเมอร GBGDF0 และ GBGDR0 มาทํา semi-

nested PCR โดยใชไพรเมอร GBGDF1 และ GBGDR0 โดยองคประกอบที่จาํเปนตอการทํา

ปฏิกิริยาตอ  1 ตัวอยาง ประกอบดวยดีเอ็นเอที่สกัดไว 2  ไมโครลิตร,  primer ทั้ง forward และ 

reverse ความเขมขน 30 พโิคโมล primer ละ 0.14  ไมโครลิตร, 10X PCR Buffer 2  ไมโครลิตร, 

dNTP 2.5 มิลลิโมลาร จาํนวน 1.6 ไมโครลิตร เพื่อเปนสารต้ังตนของการทําปฏิกิริยาสงัเคราะห

ลําดับนิวคลีโอไทด ,Ex Taq DNA polymerase 0.1 ไมโครลิตร เพื่อใชเปนเอน็ไซมเรงปฏิกิริยา 

และน้ํากลัน่ 14.02 ไมโครลติร นําหลอดทีม่ีสวนผสมของการทํา PCR เขาเครื่องควบคุมอุณหภูมิ

และเวลาอัตโนมัติ ซึง่ประกอบดวยขั้นตอนการทําใหดีเอ็นเอแยกสายที่อุณหภูมิ  94 องศาเซลเซยีส 

2 นาที, ขั้นตอนการทําให primer จับกับสายดีเอ็นเอแมแบบที่อุณหภมูิ 60 องศาเซลเซียส 0.3 

นาที และขัน้ตอนการสงัเคราะหสายดีเอ็นเอที่อุณหภูม ิ72 องศาเซลเซียส 2 นาที ซึง่ทาํปฏิกิริยา

ทั้งหมด 40 รอบ 

1.2  นําผลิตผลพีซีอารโปรดคัที่ไดมาตัดดวยเอนไซน HaeIII ที่อุณหภมูิ 37 องศาเซลเซียส

เปนเวลา 12 ชั่วโมง  

1.3  จากนัน้ทาํการตรวจผลติผล PCR โดยวิธ ีgel electrophoresis โดยใชอะกาโรสที่มี

ความเขมขนรอยละ 3 ใน 1 X TBE 100 มลิลิลิตร 

1.4  นําผลิตผล PCR ที่เตรียมไว 5 ไมโครลิตร ผสมกับ loading dye 1 ไมโครลิตร หยอด

ลงในหลุมของ 3 % อะกาโรสเจล ซึ่งใช marker Ladder 50 bp เปนดีเอ็นเอบอกขนาด (DNA 

marker) เพื่อใชเปรียบเทยีบขนาดกับผลิตผล PCR  

1.5  เดินกระแสไฟฟาภายใตกระแสขนาด  100 โวลต เปนเวลา 100 นาท ีหลงัจากนัน้

นําอะกาโรสเจลไปยอมดีเอนเอดวย ethidium bromide 15 นาที  

1.6  นําไปดูการเรืองแสงของดีเอ็นเอ ภายใตแสงอุลตราไวโอเลต และถายภาพไวเพือ่วัด

ขนาดของแถบดีเอ็นเอผลิตผล โดยเปรียบเทียบกับดีเอน็เอบอกขนาด 
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2.  การจําแนกสายพนัธุ Giardia lamblia ภายใน Assemblage A  
 
 2.1  นําตัวอยางที่ทาํการทดสอบดวยเอนไซน HaeIII แลวพบวาเปน Assemblage A มา

ทําการทดสอบ โดยนาํผลิตผลพีซีอาร (PCR product) ที่ไดจากรอบแรก (ไพรเมอร GBGDF1 และ 

GBGDR0) มาใชเปนดีเอนเอแมแบบสําหรับทํา PCR ในรอบที่ 2 โดยใชพีซีอารโปรดัครอบแรก 3 

ไมโครลิตร, primer (G376 และ GBGDR0) ทั้ง forward และ reverse อยางละ 0.14 ไมโครลิตร, 

10X PCR Buffer 2  ไมโครลิตร, dNTP 2.5 มิลลิโมลาร จาํนวน 1.6 ไมโครลิตร เพื่อเปนสารตั้งตน

ของการทาํปฏกิริยาสังเคราะหลําดับนิวคลโีอไทด ,Ex Taq DNA polymerase 0.1 ไมโครลิตร เพื่อ

ใชเปนเอน็ไซมเรงปฏิกิริยา และน้ํากลั่น 13.02 ไมโครลิตร นําหลอดทีม่สีวนผสมของการทาํ PCR 

เขาเครื่องควบคุมอุณหภูมิและเวลาอัตโนมัติ ซึ่งประกอบดวยขั้นตอนการทาํใหดีเอ็นเอแยกสายที่

อุณหภูมิ  94 องศาเซลเซยีส 2 นาที, ข้ันตอนการทําให primer จับกับสายดีเอ็นเอแมแบบที่

อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซยีส 3 นาที และขัน้ตอนการสังเคราะหสายดีเอ็นเอที่อุณหภูมิ 72 องศา

เซลเซียส 1 นาท ีซึ่งทําปฏิกริิยาทัง้หมด 30 รอบ 

2.2  นําผลิตผลพีซีอารโปรดคัที่ไดมาตัดดวยเอนไซน Hha I ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส

เปนเวลา 12 ชั่วโมง  

2.3  จากนัน้ทาํการตรวจผลติผล PCR โดยวิธ ีgel electrophoresis โดยใชอะกาโรสที่มี

ความเขมขนรอยละ 3 ใน 1 X TBE  100 มิลลิลิตร 

2.4  นําผลิตผล PCR ที่เตรียมไว 5 ไมโครลิตร ผสมกับ loading dye 1 ไมโครลิตร หยอด

ลงในหลุมของ 3 % อะกาโรสเจล ซึ่งใช marker Ladder 50 bp เปนดีเอ็นเอบอกขนาด (DNA 

marker) เพื่อใชเปรียบเทยีบขนาดกับผลิตผล PCR  

2.5  เดินกระแสไฟฟาภายใตกระแสขนาด  100 โวลต เปนเวลา 100 นาท ีหลงัจากนัน้

นําอะกาโรสเจลไปยอมดีเอนเอดวย ethidium bromide 15 นาที  

2.6  นําไปดูการเรืองแสงของดีเอ็นเอ ภายใตแสงอุลตราไวโอเลต และถายภาพไวเพือ่วัด

ขนาดของแถบดีเอ็นเอผลิตผล โดยเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอบอกขนาด 
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บทที่  4  
ผลการวิเคราะหขอมูล 

 

ตัวอยางอุจจจาระทีพ่บเชื้อ G. lamblia และนํามาศึกษาในครั้งนี้จํานวน 30 ตัวอยาง โดย

มีจํานวน 22 ตัวอยางทีท่ําการเก็บรวบรวมระหวางป ค.ศ. 2550 จากพื้นที่ อําเภอทาสองยาง 

จังหวัดตาก ไดแก ตัวอยาง GL5, GL25, GL34, GL44, GL88, GL107, GL110, GL121, GL144, 

GL158, GL253, GL279, GL308, GL309, GL402, GL448, GL518, GL719, GL724, GL751, 

GL773 และ GL784 นอกจากนี ้ยงัมีตัวอยางอุจจาระจากผูปวยทีพ่บเชื้อที่มารับการตรวจรักษาใน

โรงพยาบาลจฬุาลงกรณ ซึง่เก็บรวบรวมในป พ.ศ. 2549-2550 จํานวน 8 ตัวอยาง ไดแก ตัวอยาง 

GLA2, GLA9, GLA20, GLH13, GLH15, GLH20, GLT1 และ GLT2                                                       

  ในสวนของตวัอยางที่ไดจาก จ.ตาก เปนตัวอยางจากเด็กนักเรียน เพศชาย 10 คนและ

เพศหญงิ 12 คน อายุเฉลี่ย 9 ป สําหรับตัวอยางที่ไดจาก รพ.จุฬาลงกรณ ไดจากผูปวยทีเ่ปน

ผูใหญทัง้หมด อายุเฉลีย่ 36 ป เปนเพศชาย 4 คน และ เพศหญิง 4 คน โดยตัวอยางทั้งหมด 30 

ตัวอยางเปนสญัชาติไทย 17 คน และสัญชาติกะเหรี่ยง 13 คน พบวาผูปวยทัง้หมดมอีาการ

ทองเสยี 1 คร้ัง หรือมากกวานี ้แตไมมีอาการทองเสียเรือ้รัง                                                                                   
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ตารางที ่5 แสดงขอมลูทัว่ไปของกลุมตัวอยาง 

Sample ต.ย. จาก เพศ อายุ สัญชาติ สวนสูง น้ําหนัก 

GLA2 รพ.จุฬาฯ ช.   39 ไทย  165  62 

GLA9 รพ.จุฬาฯ ญ  44 ไทย 155  49  

GLA20 รพ.จุฬาฯ ญ  31 ไทย  163  52 

GLH13 รพ.จุฬาฯ ช.  28 ไทย  175 69  

GLH15 รพ.จุฬาฯ ช.  35 ไทย  168  64 

GLH21 รพ.จุฬาฯ ญ.  42 ไทย  156  53 

GLT1 รพ.จุฬาฯ ช.  22 ไทย  178 62   

GLT2 รพ.จุฬาฯ  ญ.  48 ไทย 164  54 

GL5 บานแมจวาง ญ. 7 กระเหรี่ยง 113 14 

GL25 บานทีซอแม ช. 7 กระเหรี่ยง 110 16 

GL34 บานทีซอแม ญ. 7 ไทย 113 16 

GL44 บานทีซอแม ญ. 7 กระเหรี่ยง 116 17 

GL88 บานทีซอแม ช 10 กระเหรี่ยง 131 28 

GL253 บานทีซอแม ญ 10 กระเหรี่ยง 125 24 

GL107 บานทีซอแม ญ 8 ไทย 121 22 

GL110 บานทีซอแม ญ 10 ไทย 124 27 

GL121 บานทีซอแม ช 8 กระเหรี่ยง 125 21 

GL144 บานทีซอแม ช. 10 กระเหรี่ยง 130.5 27 

GL158 บานทีซอแม ญ. 9 กระเหรี่ยง 116 21 

GL279 บานทีซอแม ญ 12 ไทย 146 41 

GL308 บานทีซอแม ช 13 กระเหรี่ยง 139 32 

GL309 บานทีซอแม ช 13 ไทย 140 35 

GL402 บานทีซอแม  ญ.  14  กระเหรี่ยง  152  50 

GL448 บานทีซอแม ญ 15 ไทย 148 52 

GL518 บานทีซอแม ญ 11 ไทย 144 35 

GL719 บานทีซอแม  ช.  8  กระเหรี่ยง 119  23  

GL724 บานแมจวาง ช. 7 กระเหรี่ยง 120 23 

GL751 บานทีซอแม ช 8 ไทย 125 20 

GL773 บานแมจวาง ญ 11 กระเหรี่ยง 132 28 

GL784 บานแมจวาง ช. 5 ไทย 100 14 
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ผลการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยีน beta-giardin gene โดยอาศัยปฏิกิรยิา                           
ลูกโซโพลีเมอรเรส 

 
การเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอของยีน beta-giardin โดยอาศัยปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส จาก

การทาํ nested PCR โดยใช primer GBGDF0, GBGDR0 และ primer GBGDF1, GBGDR0 ซึ่ง

ครอบคลุมยีน beta-giardin จากการวิเคราะหผลิตผล PCR จํานวน 30 ตัวอยาง ดวยวิธ ีagarose 

gel electrophoresis โดยใช agarose gel ความเขมขนรอยละ 2 และเปรียบเทยีบกับดีเอ็นเอ

มาตรฐานบอกขนาดคือ Ladder 50 bp พบวาผลิตผลที่นาํมาวิเคราะหมีขนาดประมาณ 756 bp 

ซึ่งเปนขนาดทีอ่ยูในชวงที่ตองการศึกษา 

 

                        M   1    2    3    4    5    6    M 
 
 
                                                                              
                                                                              

                                                                                           756 bp 

 

 

 

      ภาพที ่7 แสดงผลการวิเคราะหผลิตผล PCR ดวยวิธ ีagarose gel electrophoresis   

 เรียงตามหมายเลข 1, 2, 3, 4, 5 และ 6 คือ ตัวอยาง GL110, GL253, GL308, GLA9,   

 GLH13 และ GLH20 ตามลําดับ และตัวอักษร M คือดีเอ็นเอบอกขนาด (Ladder 50 bp)  
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ผลการวิเคราะหสายพันธุ Giardia lamblia โดยเทคนคิ PCR-RFLP 
 

            การจําแนกสายพันธุ G. lamblia ในแตละ Assemblage พบวาเมื่อนําผลผลิต PCR    

756 bp. จากทั้งหมด 30 ตัวอยาง มาทําการตัดดวย restriction enzyme HaeIII พบวา             

12 ตัวอยาง เปน Assemblage A โดยมีขนาดของดีเอ็นเอที่ถูกตัด 217, 201, 150, 126 และ      

62 bp. ไดแกตัวอยางจาก จ.ตาก 14 ตัวอยาง คือ GL5, GL25, GL34, GL44, GL88, GL107, 

GL121, GL144, GL253, GL279, GL518, GL719, GL773 และ GL751 และ 4 ตัวอยางไดจาก 

รพ.จุฬาฯ คือ GLA20, GLH15, GLH21 และ GLT1 โดยมีขนาดของดีเอ็นเอทีถู่กตัด 217, 164, 

150, 117, 84 และ 24 bp                                                                                                             

 การจําแนกสายพันธุ G. lamblia ในแตละ subassmblage พบวาเมื่อนําผลผลิต PCR 

372 bp. จาก Assemblage A ทัง้หมด 12 ตัวอยาง ไดแก GL110, GL158, GL308, GL309, 

GL402, GL448, GL724, GL784, GLA20, GLH15, GLH21 และ GLT1 มาตัดดวย restriction 

enzyme HhaI พบวาทุกตวัอยางสามารถจําแนกไดเปน subassemblage A2/A3 โดยมีขนาดของ

ชิ้นสวนดีเอ็นเอ 210, 70, 55 และ 37 bp. ขอมูลสรุปแลวใน ตารางที ่6                                        

 ตารางที่ 6 แสดงผลการวเิคราะหสายพันธุ G. lamblia โดยวิธ ีPCR-RFLP 

Method  Assemblage  No. isolate/clone           isolate/clone code 

 HaeIII digested  A 

 

 

 12  GL110, GL158, GL308, GL309, 

GL402, GL448, GL724 GL784, 

GLA20, GLH15, GLH21 and 

GLT1 

 

 

 

 B  18  GL5, GL25, GL34, GL44, GL88, 

GL107, GL121, GL144, GL253, 

GL279, GL518, GL719, GL751, 

GL773, GLA2, GLA9, GLH13          

and GLT2 

 HhaI digested  A2/A3  12  All isolates in Assemblage A 
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        M    1     2     3    4    5     6    7     8    9    10   M  

 

 

 
 

 

 

ภาพที ่8 แสดงผลการวิเคราะหผลิตผล PCR-RFLP จากการตัดดวยเอนไซม HaeIII โดยวธิี 

agarose gel electrophoresis เรียงตามหมายเลข 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9  และ 10 คือ ตัวอยาง 

GL121, GL253, GL110, GL88, GL144, GL44, GL751, GL25, GL5 และ GL309 ตามลาํดับ 

และตัวอักษร M คือดีเอ็นเอบอกขนาด (Ladder 50 bp)  

 
                                                          1    2    3    4    5   M 

 
 

 

 

 

 

 

ภาพที ่9 แสดงผลการวิเคราะหผลิตผล PCR-RFLP ดวยเอนไซม HhaI โดยวธิี agarose gel       

     electrophoresis หมายเลข 1, 2, 3, 4 และ 5 คือ ตัวอยาง GL448, GL158, GL724, GLH15    

     และ GLH21 ตามลําดับและตัวอักษร M คือดีเอ็นเอบอกขนาด (Ladder 50 bp) 
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การวิเคราะหลักษณะอัลลลีที่พบทั้งหมดของยีน beta-giardin gene   

  จากการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยนี beta-giardin จากทั้งหมด 30 ตัวอยาง      

โดยทําการศึกษาตัวอยางละ 10 โคลน พบวาใน Assemblage A จํานวนทั้งหมด 17 โคลน มีความ

แตกตางกนั 8 อัลลีล โดยอัลลีลที่ 1 และ 2 พบไดมากที่สดุคือ 7 โคลน ไดแก GL88 (clone a), 

GL110, GL158, GL308, GL309, GLH15 และ GLH21 และ 4 โคลน ไดแก GL402, GL448, 

GL724, GL784 (clone e) คิดเปนรอยละ 41.17 และ 23.53  ตามลําดับ ดังตารางที่ 7        

 สําหรับใน Assemblage B พบความแตกตางของอัลลีล 56 แบบ ในจาํนวน 62 โคลน 

ตามตารางที ่8 โดยอัลลีนที ่1 พบไดมากที่สุด 3 โคลน คือ GL121 (clone e), GL518 (clone b) 

และ GL773 (clone d) รองลงมามี 2 โคลน ไดแก อัลลีนที ่2 ไดแก GL107 (clone c) และ GL719 

(clone c) อัลลีลที่ 3 ไดแก GL25 (clone c) และ GL121 (clone d) และอัลลีลที่ 4 ไดแก GL144 

(clone e) และ GL518 (clone e) คิดเปนรอยละ 4.83 และ 3.22 ตามลําดับ 

 
 
ตารางที ่7 แสดงลกัษณะอัลลลีที่พบทัง้หมดของยนี beta-giardin ใน Assemblage A 
 

อัลลลี ตัวอยาง 

1 GLH15, GLH21, GL88 (clone a), GL110, GL158, GL308 และ GL309
 2 GL402, GL448,  GL724, GL784 (clone e) 

3 GLA20 
4 GLT1 
5 GL784 (clone a)                   
6 GL784 (clone b)                   
7 GL784 (clone c)                   
8 GL784 (clone d)                    
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ตารางที ่8 แสดงลกัษณะอัลลลีที่พบทัง้หมดของยนี beta-giardin ใน Assemblage B                                    

อัลลีล ตัวอยาง  อัลลีล ตัวอยาง 

1 GL773 (clone d), GL121 (clone e),     29 GL121 (clone c)                               

 GL518 (clone b)                                  30 GL518 (clone a) 

2 GL719 (clone c), GL107 (clone c)   31 GL518 (clone c)                               

3 GL121 (clone d), GL25 (clone c)        32 GL518 (clone d) 

4 GL144 (clone e), GL518 (clone e)       33 GL34 (clone a) 

5 GL5, GL44  34 GL34 (clone b) 

6 GLA20  35 GL34 (clone c)                                 

7 GLH13                                                 36 GL34 (clone d) 

8 GLT2         37 GL34 (clone e) 

9 GL279         38 GL719 (clone a) 

10 GL773 (clone a)  39 GL719 (clone b) 

11 GL773 (clone b)  40 GL719 (clone d) 

12 GL773 (clone c)                                   41 GL144 (clone a) 

13 GL773 (clone e)   42 GL144 (clone b) 

14 GL253 (clone a)  43 GL144 (clone c)                               

15 GL253 (clone b)  44 GL144 (clone d) 

16 GL253 (clone c)  45 GL88 (clone b) 

17 GL253 (clone d)                                  46 GL88 (clone c)                                 

18 GL253 (clone e)  47 GL88 (clone d) 

19 GL25 (clone a)                                     48 GL88 (clone e) 

20 GL25 (clone b)  49 GL751 (clone a) 

21 GL25 (clone d)  50 GL751 (clone b) 

22 GL25 (clone e)  51 GL751 (clone c)                               

23 GL107 (clone a)  52 GLA9 (clone a) 

24 GL107 (clone b)  53 GLA9 (clone b) 

25 GL107 (clone c)                                   54 GLA9 (clone c)                                

26 GL107 (clone d)  55 GLA9 (clone d) 

27 GL121 (clone a)  56 GLA9 (clone e) 

28 GL121 (clone b)                                    
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การจาํแนก Assemblage โดยอาศัยการวิเคราะหสายวิวัฒนาการของ G. lamblia                                  
(Phylogenetic analysis of G. lamblia ) 

 ในการวิเคราะหทางดานสายวิวฒันาการ (Phylogenetic tree) ของ G. lamblia โดยทํา

การเปรียบเทยีบกับลําดับนวิคลีโอไทดอ่ืนที่อยูใน Genbank  ซึง่เปนตวัแทนของสายพันธุ 

Assemblage A และ B สําหรับการสราง phylogenetic tree ของยีน beta-girdinโดยการ

วิเคราะหดวยวิธี neighbor-joining บนพืน้ฐาน parameter ของ Juke และ Cantor ระดับความ

เชื่อมั่นของการแยกสายพันธุกรรมทดสอบโดยวิธ ีbootstrap โดยทาํการจําลองลําดับเบสที่

แตกตางไปทัง้หมด 1,000 คร้ัง พบวาตวัอยางทีท่ําการศึกษามีความหลากหลายทางพันธกุรรมสูง                           

 จากรูปที ่10 แสดงใหเห็นถึงผลการวิเคราะหสายวิวฒันาการณของ G. lamblia ของ

ตัวอยางที่ใชในการศึกษาครัง้นีท้ั้งหมด จะเห็นไดวาแขนงของ phylogenetic tree ทางดานบนสุด 

เปนของ cluster subassemblage B6 (AY647265) ซึ่งประกอบไปดวย 14 ตัวอยาง ดังนี ้GL34 

(clone c), GL518 (clone c), GL25 (clone a), GL34 (clone e), GL25 (clone d), GL144 

(clone d), GL34 (clone a), GL144 (clone a), GLA2, GL34 (clone b), GL25 (clone c), 

GL121 (clone d), GL144 (clone e) และ GL518 (clone e) อยางไรก็ตามพบวามกีลุมตัวอยางที่

อยูใกลชิดกับ subassemblage B6 แตวามีแขนงแตกยอยออกมา ประกอบไปดวย 6 ตัวอยาง 

ดังนี้ GL88 (clone b), GL88 (clone e), GL88 (clone c), GL88 (clone d), GL144 (clone c) 

และ GL144 (clone b)                                                                                                                                      

 แขนงถัดมาจดัอยูใน cluster assemblage B1(AY072725) จํานวน 6 ตัวอยาง ไดแก 

ตัวอยาง GL253 (clone b), GL34 (clone d), GLT2, GL279, GL5 และ GL44 นอกจากนี้ยงั

พบวามีกลุมทีแ่ตกแขนงออกมาจาก subassemblage B1 อีก 8 ตัวอยาง ไดแก GL25 (clone e), 

GL253 (clone d), GL253 (clone a), GL253 (clone e), GL518 (clone d), GL773 (clone e), 

GL773 (clone c) และ GL773 (clone b) สําหรับใน cluster subassemblage B2 (AY072726) 

พบตัวอยางทีจ่ัดอยูในกลุมนี้ 3 ตัวอยาง คือ GL751 (clone a), GL751 (clone c) และ GL751 

(clone b)                                                                                                                                        

 สวน cluster subassemblage B3 (AY072727) ถือวามีความใกลชดิ subassemblage 

B2 มากที่สุด รวมถึงยังพบวาเปนกลุมที่มคีวามหลากหลายทางพนัธกุรรมสูงและพบจํานวน

ตัวอยางมากทีสุ่ดในการศึกษาครั้งนี้ โดยประกอบไปดวยทั้งหมด 22 ตัวอยาง ไดแก GL121 

(clone c), GL719 (clone d), GL107 (clone a), GL107 (clone b), GL25 (clone b), GL107 

(clone d), GL518 (clone a), GL773 (clone a), GL107 (clone c), GL107   (clone e), GL719 

(clone c), GL121 (clone a), GL121 (clone e), GL518 (clone b), GL773 (clone d), GL121 

(clone b), GLA9 (clone d), GLA9 (clone c), GLH13, GLA9 (clone e), GLA9 (clone b) และ  
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GLA9 (clone a) นอกจากนีย้ังพบแขนงกลุมยอย 3 ตัวอยาง คือ GL253 (clone c), GL719 

(clone a) และ GL719 (clone b) ที่แตกแขนงออกมาและอยูใกลชิดกับ subassemblage B4 

(AY072728)                                                                                                                       

 สําหรับในกลุมตัวอยางทีพ่บวามีความแตกตางกับ subassemblage ตางๆ ที่ไดกลาว

มาแลว เนื่องจาก phylogenetic tree มีแขนงแยกออกมาอยางชัดเจน ไดแก assemblage A โดย

การศึกษาในครั้งนี้ ไมพบตัวอยางที่จัดวาอยูในกลุม subassemblage A5 (AY545643) และ 

subassemblage A8 (AY545649) สวนใน subassemblage A9 (DQ984129) นัน้ พบตัวอยางที่

จัดไดวาอยูในกลุมนี ้7 ตัวอยาง ไดแก GL88 (clone a), GL110, GL158, GL308, GL309, 

GLH15 และ GLH21 สวนตัวอยาง GLT1 และ GLA20 พบวามีความใกลชิดกับ subassemblage 

A3 (AY072724) แขนงถัดมาประกอบดวย subassemblage A1, A2, A4, A6 และ A7 พบวาใน

กลุมเหลานีม้คีวามใกลชิดกนัทางดานสายวิวฒันาการสูงมาก สามารถจําแนกออกจากกนัไดยาก 

โดยพบวาตัวอยางที่สามารถจัดใหอยูในกลุมเหลานี้ดังที่ไดกลาวมาแลวนั้น ประกอบดวย GL402, 

GL448, GL724, GL784 (clone e), GL784 (clone d), GL784 (clone c), GL784 (clone a) 

และ GL784 (clone b)                                                                                                                               

 สําหรับ subassemblage D1 (AY545647) จากการศกึษาในตัวอยางทัง้หมด ไมพบวามี

ตัวอยางที่สามารถจัดอยูในกลุมนี้ไดเลย โดยกลุมดังกลาวจะถกูแยกไวที่แขนงดานลางสุด                     

ดังแสดงในรูปที่ 10                                                                                                                                            

 จะเหน็ไดวาจากการศึกษาโดยการวิเคราะหทางดานสายวิวฒันาการจากตัวอยางทีไ่ดจาก

ประเทศไทยจาํนวนทั้งหมด 30 ตัวอยาง หรือจํานวน 79 clones/isolates แลวนั้น พบวาสามารถ

จําแนกสายพนัธุของ G. lamblia ไดเปน 2 กลุม ไดแก assemblage A และ assemblage B ซึ่ง

ตัวอยางสวนใหญพบวาเปน assemblage B โดยมีจาํนวนทัง้หมด 62 clones/isolates และพบวา

มีจํานวน 17 isolates/clones เปน assemblage A คิดเปนรอยละ 78.5 และ 21.5 ตามลําดับ 
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 GL34 clone c
 GL518 clone c

 GL25 clone a
 GL34 clone e

 GL25 clone d
 GL144 clone d

 GL34 clone a
 GL144 clone a

 GLA2
 GL34 clone b
 GL25 clone c, GL121 clone d
 GL144 clone e, GL518 clone e

 subassemblage B6 (AY647265)
 GL88 clone b

 GL88 clone e
 GL88 clone c

 GL88 clone d
 GL144 clone c
 GL144 clone b

 GL253 clone b
 GL34 clone d

 subassemblage B1 (AY072725)
 GLT2
 GL279
 GL5, GL44
 GL25 clone e
 GL253 clone d
 GL253 clone a
 GL253 clone e
 GL518 clone d
 GL773 clone e

 GL773 clone c
 GL773 clone b
 GL751 clone a

 GL751 clone c
 GL751 clone b
 subassemblage B2 (AY072726)

 GL121 clone c
 GL719 clone d
 subassemblage B3 (AY072727)

 GL107 clone a
 GL107 clone b
 GL25 clone b
 GL107 clone d
 GL518 clone a

 GL773 clone a
 GL107 clone c

 GL107 clone e, GL719 clone c
 GL121 clone a

 GL121 clone e,  GL518 clone b, GL773 clone d
 GL121 clone b

 GLA9 clone d
 GLA9 clone c
 GLH13
 GLA9 clone e

 GLA9 clone b
 GLA9 clone a

 GL253 clone c
 GL719 clone a

 GL719 clone b
 subassemblage B4 (AY072728)

 subassemblage A5 (AY545643)
 subassemblage A8 (AY545649)

 GL88 clone a, GL110, GL158, GL308, GL309, GLH15, GLH21
 subassemblage A9 (DQ984129)

 GLT1
 subassemblage A3 (AY072724)
 GLA20
 GL402, GL448, GL724, GL784 clone e
 subassemblage A1 (Portland-1)
 subassemblage A2 (AY072723)

 GL784 clone d
 subassemblage A6 (AY545644)
 GL784 clone c
 subassemblage A4 (AY545642)
 subassemblage A7 (AY545645)

 GL784 clone a
 GL784 clone b

 subassemblage D1 (AY545647)

64

76

99

68

99
63

54

51

52

0.01

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

                        

 

 

                               

 

 

  ภาพที ่10 แสดงผลการวเิคราะหสายววิฒันาการของ G. lamblia 
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การวิเคราะหลําดับนวิคลีโอไทดของยีน beta-giardin  

 จากการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยนี beta-giardin จากทั้งหมด 30 ตัวอยาง 

จํานวน 79 โคลน เปรียบเทยีบกับยนี beta-giardin จาก X85958 และ AY072725 ซึ่งเปนตนแบบ

ลําดับนิวคลีโอไทดของ G. lamblia Assemblage A และ B ตามลําดบั ที่เคยมีการศึกษา พบวา

ลําดับนิวคลีโอไทดในทุกตวัอยางมีความยาว 756 bp เทยีบเทากับกรดอะมิโน 252 ตัว จาก

การศึกษาพบวาในตวัอยางทั้งหมด 79 โคลน เปน G. lamblia Assemblage A 17 โคลน ไดแก 

isolates/clones GL88 (clone a), GL110, GL158, GL308, GL309, GL402, GL448, GL724, 

GL784 (clone a, b, c, d and e), GLA20, GLH15, GLH21 และ GLT1 สําหรับ Assemblage B 

พบทัง้หมด 62 โคลน ไดแก isolates/clones GL5, GL44, GL25 (clone a, b, c, d and e), GL34 

(clone a, b, c, d and e), GL88 (clone b, c, d and e), GL107 (clone a, b, c, d and e), 

GL121 (clone a, b, c, d and e), GL144 (clone a, b, c, d and e), GL253 (clone a, b, c, d 

and e), GL279, GL518 (clone a, b, c, d and e), GL719 (clone a, b, c, and d), GL751 

(clone a, b and c), GL773 (clone a, b, c, d and e), GLA2, GLA9 (clone a, b, c, d and e), 

GLH13 และ GLT2 ดังตารางที่ 9                                                                                     

 จากตารางที่ 10 แสดงตําแหนงที่มีการแทนที่ของนวิคลีโอไทดในสวนของยีน beta-

giardin พบการแทนที่ของนวิคลีโอไทดใน Assemblage A ทั้งหมด 17 ตําแหนง จํานวน 16 

codon การแทนที่ของนิวคลีโอไทด อาจเปลี่ยนจากเบสชนิดพวิรีน (purine) คือ A และ G เปน                 

พิวรีนหรือชนดิไพริมิดิน (pyrimidin) คือ C และ T เปนไพริมิดิน เรียกการแทนที่แบบนี้วา 

transition สําหรับการแทนที่โดยเปลีย่นจากนวิคลีโอไทดชนิดพิวรีนไปเปนไพริมิดนิหรือในทางตรง

ขาม เรียกวา transversion จากการวิเคราะหการแทนทีข่องนิวคลีโอไทดดังกลาว พบ transition 

16 ตําแหนง คดิเปนรอยละ 94.12 และ transversion 1 ตําแหนง คิดเปนรอยละ 5.88 พบวาใน

ตําแหนงที ่576 และ 699 มีจํานวนตวัอยางที่มีการเปลีย่นแปลงกรดอะมิโนที่ตําแหนงดังกลาวถงึ 

17 ตัวอยาง โดยที่ตําแหนง 576 มีการแทนที่ของนวิคลีไทดจาก T เปน C สงผลให codon เปลี่ยน

จาก AGT เปน AGC โดย codon ทั้งสองชนิดนี้เปนรหสัที่ใชในการสรางกรดอะมิโน serine 

เหมือนกนั ดังนั้นเมื่อมีการแทนที่ของนิวคลีโอไทดตามลาํดับดังกลาว จึงไมทาํใหชนดิของกรด                 

อะมิโนเปลี่ยนไป ที่ตําแหนง 699 เกิดการเปลี่ยนแปลงของ codon จาก GAA เปน GAG โดยเกิด

การแทนที่ของนิวคลีโอไทดจาก A เปน G แตไมพบการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโน เนื่องจากทัง้

สอง codon เปนรหัสที่ใชในการสรางกรดอะมิโน glutamic acid เหมอืนกัน การเปลี่ยนแปลงของ

ทั้งสองตําแหนงนี้ พบในตวัอยาง GLA20, GLH15, GLH21, GLT1, GL88 (clone a), GL110, GL158, 

GL308, GL309, GL402, GL448, GL724, GL784 (clone a), GL784  (clone b), GL784 (clone c), GL784 

(clone d) และ GL784 (clone e) 
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การแทนที่ของนิวคลีโอไทดทีท่ําใหกรดอะมโินเปลี่ยนไป (nonsynonymous) มีทั้งหมด 10 

ตําแหนง คิดเปนรอยละ 58.82 และการแทนที่ของนิวคลีโอไทดที่ทาํใหกรดอะมิโนไมเปลี่ยนแปลง

(synonymous) มีทั้งหมด 7 ตําแหนง คิดเปนรอยละ 41.18 การแทนที่ของนวิคลีโอไทดชนิด 

transistion ในตําแหนงที่ 1 และ 3 มากกวาตําแหนงที ่2 ของ codon สวนชนิด transversion พบที่

ตําแหนงที ่2 เพียง codon เดียว (ตามภาพที ่11)                                                                                                 

 สําหรับใน Assemblage B พบการแทนทีข่องนิวคลีโอไทดในทั้งหมด 72 ตําแหนง จาํนวน       

30 codon การแทนที่ของนวิคลีโอไทดดังกลาวพบ transition 68 ตําแหนง และ transversion 4

ตําแหนง คิดเปนรอยละ 94.44 และรอยละ 5.55 ตามลําดับ จากการวิเคราะหลําดบันิวคลีโอไทด

พบวา ที่ตําแหนง 15, 30, 297 และ 408 เกิดการเปลี่ยนแปลงของลําดบันิวคลีโอไทดในทุก

ตัวอยางหรือในจํานวนทั้งหมด 62 isolates/clones ซึ่งในตําแหนงที่ 15 พบการแทนที่ของ                          

นิวคลีโอไทด C เปน T สวนอีกสามตําแหนงที่เหลือเปนการแทนที่ของนิวคลีไทด T เปน C โดยทัง้  

4 ตําแหนงดังกลาวไมพบวาเกิดการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโน (ตามภาพที่ 12)                                                  

 การแทนที่ของนิวคลีโอไทดทีท่ําใหกรดอะมโินเปลี่ยนไปมทีั้งหมด 40 ตําแหนง คิดเปน 

รอยละ 55.6 และการแทนที่ของนวิคลีโอไทดที่ทาํใหกรดอะมิโนไมเปลี่ยนแปลง มทีัง้หมด 32 

ตําแหนง คิดเปนรอยละ 44.4 การแทนที่ของนวิคลีโอไทดชนิด transistion ในตําแหนงที่ 1 และ 3 

มากกวาตาํแหนงที ่2 ของ codon เชนเดียวกนักับ Assemblage A สวนชนิด transversion พบ

ทั้งหมด 4 codon และเปนตําแหนงที ่2 ดังตารางที่ 11                                                                                         

 ในการแทนที่ของนวิคลีโอไทด พบวาการเกิด transversion ณ ที่ตําแหนงใดก็ตามของ 

codon จะพบการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนรวมดวยเสมอ สําหรับ transistion นัน้เมื่อเกิดขึน้ใน

ตําแหนงที ่2 ของ codon จะมีการเปลีย่นแปลงของกรดอะมิโนเสมอ แตถาเกิดในตําแหนงที่ 1 

และ 3 จะไมทาํใหกรดอะมโินเปลี่ยนแปลงเสมอไป  
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ตารางที ่9 แสดงผลการการวิเคราะหลาํดับนิวคลีโอไทดของ G. lamblia 

Assemblage 
No. 

isolate/clone 
isolate/clone code 

A 

 

 

B 

 

17 

 

 

62 

 

 

GL88 (clone a), GL110, GL158, GL308, GL309, 

GL402, GL448, GL724, GL784 (clone a, b, c, d and e), 

GLA20, GLH15, GLH21 and GLT1     

                                                                                     

GL5, GL44, GL25 (clone a, b, c, d and e), GL34 (clone 

a, b, c, d and e), GL88 (clone b, c, d and e), GL107 

(clone a, b, c, d and e), GL121 (clone a, b, c, d and e), 

GL144 (clone a, b, c, d and e), GL253 (clone a, b, c, d 

and e), GL279, GL518 (clone a, b, c, d and e), GL719 

(clone a, b, c and d), GL751 (clone a, b and c), GL773 

(clone a, b, c, d and e), GLA2, GLA9 (clone a, b, c, d 

and e), GLH13 and GLT2 
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ตารางที ่10 แสดงรูปแบบการเปลี่ยนแปลงนวิคลีโอไทดของยีน beta-giardin ใน                           
Assemblage A 

nucleotide 
Isolates 

 position 
codon 

amino 
acid 

type of  
nucleotide substitution 

AGT Ser 
GLT1 69 

AGC Ser 
synonymous transition 

CTC Leu 
GL784 (clone c) 91 

TTC Phe 
nonsynonymous       transition 

AAC Asn 
GL784 (clone b)  103 

GAC Asp 
nonsynonymous transition 

GTC Val 
GLA20 113 

GAC Asp 
nonsynonymous transversion 

GAC Asp 
GL784 (clone a) 165 

GAT Asp 
synonymous transition 

GAC Asp 
GL784 (clone b) 194 

GGC Gly 
nonsynonymous transition 

ACG Thr 
GL784 (clone c) 304 

GCG Ala 
nonsynonymous transition 

TCC Ser 
GL784 (clone d) 349 

CCC Pro 
nonsynonymous transition 

GAG Glu 
GL784 (clone a) 386 

GGG Gly 
nonsynonymous transition 

ACA Thr 
GL784 (clone a) 388 

GCA Ala 
nonsynonymous        transition 

CTG Leu 

TTG Leu 

GL308, GL158, GLH15, 

GLH21, GL309, GLT1, 

GL110, GLA20,       

GL88 (clone a) 

460 

  

synonymous transition 

GAT Asp 

GAC Asp 

GL308, GL158, GLH15, 

GLH21, GL309, GL110, 

GLT1, GLA20,         

GL88 (clone a) 

468 

  

synonymous transition 
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ตารางที ่10 แสดงรูปแบบการเปลี่ยนแปลงนวิคลีโอไทดของยีน beta-giardin ใน  
Assemblage A (ตอ) 

nucleotide 
Isolates 

 position 
codon 

amino 
acid 

type of  
nucleotide substitution 

AGG Arg 
GL784 (clone b) 502 

GGG Gly 
nonsynonymous transition 

GTC Val 
GL784 (clone d) 536 

GCC Ala 
nonsynonymous transition 

GL308, GL158, GLH15, 

GLH21, GL309, GL110, 

GLA20, GLT1, GL448, 

GL724, GL402, GL784  

(clone b), GL784 (clone a), 

GL784 (clone c), GL784 

(clone d), GL784  (clone e), 

GL88 (clone a) 

606 
AGT 

AGC 

Ser 

Ser 
synonymous transition 

AAG Lys 
GL784 (clone a) 639 

AAA Lys 
synonymous transition 

GL308, GL158, GLH15, 

GLH21, GL309, GL110, 

GL88 (clone a), GLA20, 

GLT1, GL448, GL724, 

GL402, GL784 (clone b),  

GL784 (clone a), GL784 

(clone c), GL784 (clone d), 

GL784 (clone e) 

729 
GAA 

GAG 

Glu 

Glu 
synonymous transition 

*  ตําแหนงนวิคลีโอไทดนับจาก start codon ของ coding region gene ใน reference strain  

X85958 
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ตารางที ่11 แสดงรูปแบบการเปลี่ยนแปลงนวิคลีโอไทดของยีน beta-giardin ใน      
Assemblage B                                                                                                                                      

nucleotide 
Isolate 

position 
codon 

amino 
acid 

type of  
nucleotide substitution 

CCC Pro 
GL518 (clone a) 50 

CTC Leu 
nonsynonymous transition 

GAC Asp 
All isolates in Assemblage B 54 

GAT Asp 
synonymous transition 

GL5, GL44, GLT2, GLH13,  

GLA2, GL279,  

GL88 (clone b and e) 

GL773 (clones a, b, c, d and e) 

GL253 (clones a, b, c, d and e) 

GL25 (clones a, b, c, d and e) 

GLA9 (clones a, b, c, d and e) 

GL751 (clones a, b and c) 

GL121 (clones b, c, d and e) 

GL719 (clones a, b and d) 

GL34 (clones a, d and e) 

63 
ACC 

ACT 

Thr 

Thr 
synonymous transition 

AGT Ser 
All isolates in Assemblage B 69 

AGC Ser 
synonymous transition 

ACT Thr 
GL107 (clone d) 73 

GCT Ala 
nonsynonymous transition 

ACT Thr 
GL773 (clone b) 75 

ACC Thr 
synonymous transition 

ACG Thr 
GLA9 (clone e) 81 

ACA Thr 
synonymous transition 

AGC Ser 
GLA9 (clone c) 95 

AAC Asn 
nonsynonymous transition 

ATG Met 
GL751 (clone a) 100 

GTG Val 
nonsynonymous transition 

CAG Gln 
GL773 (clone a) 107 

CGG Arg 
nonsynonymous transition 
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ตารางที ่11 แสดงรูปแบบการเปลี่ยนแปลงนวิคลีโอไทดของยีน beta-giardin ใน  
Assemblage B (ตอ) 

nucleotide 
Isolate 

position 
codon 

amino 
acid 

type of 
nucleotide substitution 

AGG Arg GL107 (clone b),  

GL719 (clone d) 
118 

GGG Gly 
nonsynonymous transition 

GL773 (clones a, b, c and e) 

GL253 (clones a, b and d) 

GLA9 (clones a, b, c, d and e) 

GLH13 

129 
GAC 

GAT 

Asp 

Asp 
synonymous transition 

ATG Met 
GL518 (clone d) 135 

ATA Ile 
nonsynonymous transition 

GAG Glu 
GL121 (clone b) 137 

GGG Gly 
nonsynonymous transition 

ATC Ile 
GLA9 (clone d) 145 

GTC Val 
nonsynonymous transition 

GAG Glu 
GL88 (clone e) 149 

GGG Gly 
nonsynonymous transition 

GTC Val 
GL715 (clones a and c) 162 

GTT Val 
synonymous transition 

GAC Asp 
GL34 (clone c) 164 

GTC Val 
nonsynonymous transversion 

CGT Arg 
GL121 (clone c) 177 

CGC Arg 
synonymous transition 

GTG Val 
GLA2 180 

GTA Val 
synonymous transition 

GAC Asp 
GL107 (clone c) 194 

GGC Gly 
nonsynonymous transition 

GCC Ala 
GL719 (clone a) 198 

GCT Ala 
synonymous transition 

ATC Ile 
GL88 (clone b, c, d and e) 201 

ATT Ile 
synonymous transition 
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ตารางที ่11 แสดงรูปแบบการเปลี่ยนแปลงนวิคลีโอไทดของยีน beta-giardin ใน  
Assemblage B (ตอ) 

nucleotide 
Isolate 

position 
codon 

amino 
acid 

type of  
nucleotide substitution 

CAC His 
GL751 (clone b) 207 

CAT His 
synonymous transition 

GLH13, GLA2,  

GL253 (clone c),  

GL773 (clone a and d) 

GL751 (clone a, b and c) 

GL88 (clone b, c, d and e) 

GL25 (clone a, b, c and d) 

GL121 (clone a, b, c and d) 

GL518 (clone a, b, c and e) 

GL719 (clone a, b, c and d) 

GLA9 (clone a, b, c, d and e) 

GL107 (clone a, b, c, d and e) 

 

 

 

 

 

210 

 

 

 

 

 

CTT 

CTC 

Leu 

Leu 
synonymous transition 

CAG Gln 
GL773 (clone a) 224 

CCG Pro 
nonsynonymous transversion 

ACA Thr GL253 (clone c) 

GL719 (clone a and b) 
228 

ACG Thr 
synonymous transition 

GAA Glu 
GL715 (clones a, b and c) 273 

GAG Glu 
synonymous transition 

GTC Val 
GLA9 (clone a) 275 

GCC Ala 
nonsynonymous transition 

GAC Asp 
GL34 (clone a) 290 

GGC Gly 
nonsynonymous transition 

ATG Met 
GL121 (clone a) 296 

ACG Thr 
nonsynonymous transition 

GAG Glu 
GL34 (clone a) 318 

GAA Glu 
synonymous transition 
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ตารางที ่11 แสดงรูปแบบการเปลี่ยนแปลงนวิคลีโอไทดของยีน beta-giardin ใน     
Assemblage B (ตอ) 

nucleotide 
Isolate 

position 
codon 

amino 
acid 

type of 
nucleotide substitution 

ACT Thr 
All isolates in Assemblage B 327 

ACC Thr 
synonymous transition 

ATG Met 
GL144 (clone b and c) 328 

GTG Val 
nonsynonymous transition 

GLH13, GL144 (clone c) 

GL25 (clone b and e) 

GL88 (clone c, d and e) 

GL518 (clone a, b and d) 

GL719 (clone a, c and d) 

GL121 (clone a, b, c and e) 

GL773 (clone a, b, c and e) 

GL751 (clone a, b, c and d) 

GL523 (clone a, c, d and e) 

GLA9 (clone a, b, c, d and e) 

GL107 (clone a, b, c, d and e) 

 

 

 

 

 

354 

 

 

 

 

 

CTT 

CTC 

Leu 

Leu 
synonymous 

 

 

 

 

transition 

 

 

 

 

GCT Ala 
GL25 (clone a) 355 

ACT Thr 
nonsynonymous transition 

GGC Gly 
GL751 (clone c) 365 

GAC Asy 
nonsynonymous transition 

GGC Gly 
GL753 (clone b) 366 

GGT Gly 
synonymous transition 

CTC Leu 
GL88 (clone b) 373 

TTC Phe 
nonsynonymous transition 

GAG Glu 
GLA9 (clone b) 385 

AAG Lys 
nonsynonymous transition 

CTC Leu 
GL34 (clone e) 394 

TTC Phe 
nonsynonymous transition 
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ตารางที ่11 แสดงรูปแบบการเปลี่ยนแปลงนวิคลีโอไทดของยีน beta-giardin ใน  
Assemblage B (ตอ) 

nucleotide 
Isolate 

position 
codon 

amino 
acid 

type of 
nucleotide substitution 

CTT Leu 
All isolates in Assemblage B 438 

CTC Leu 
synonymous transition 

CTC Leu 
GL719 (clone a) 453 

CTT Leu 
synonymous transition 

AAC Asn 
GL107 clone a) 464 

AGC Ser 
nonsynonymous transition 

ATC Ile 
GL88 (clone d) 481 

GTC Val 
nonsynonymous transition 

ATC Ile 
GL34 (clone a) 483 

ATT Ile 
synonymous transition 

GAG Glu 
GLA9 (clone a) 491 

GGG Gly 
nonsynonymous transition 

AAC Asn GLH13, GLA9  (clone a, b, 

c, d and e) 
495 

AAT Asn 
synonymous transition 

GCC Ala 
GL34 (clone d) 496 

ACC Thr 
nonsynonymous transition 

AAA Lys 
GL107 (clone a) 532 

GAA Glu 
nonsynonymous transition 

GCA Ala 
GL773 (clone c) 538 

ACA Thr 
nonsynonymous transition 

AAG Lys 
GL34 (clone c) 574 

GAG Glu 
nonsynonymous transition 

GCC Ala 
GL253 (clone b) 588 

GCT Ala 
synonymous transition 

ACA Ala 
GL773 (clone e) 610 

GCA Thr 
nonsynonymous transition 

ACA Alc GL144 (clone c and d),  

GLA9 (clone d) 
628 

GCA Thr 
nonsynonymous transition 
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ตารางที ่11 แสดงรูปแบบการเปลี่ยนแปลงนวิคลีโอไทดของยีน beta-giardin ใน  
Assemblage B (ตอ) 

nucleotide 
Isolate 

position 
codon 

amino 
acid 

type of 
nucleotide substitution 

 Val 
GL518 (clone c) 644 

GTC 

GAC  Asp 
nonsynonymous transversion 

GTC Val 
GL253 (clone c, d and e) 645 

GTT Val 
synonymous transition 

GL5, GL44, GLA2, GLH13, 

GL279, GLT2, 

GL719 (clones a, b, c and d), 

GL107 (clones a, b, c, d and e), 

GL121 (clones a, b, c, d and e), 

GL25 (clones a, b, c, d and e), 

GL144 (clones b, c and d), 

GL518 (clones a, b, c, d and e), 

GL773 (clones a, b, c, d and e), 

GL253 (clones a, b, c, d and e), 

GL34 (clones a, b, c, d and e), 

GL88 (clones b, c, d and e), 

GL751 (clones b and c), 

GLA9 (clones a, b, c, d and e) 

648 
GAA 

GAG 

 

 

 

 

 

 

Glu 

Glu 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

synonymous 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

transition 

 

 

 

 

 

 

TGC  Cys 
GL253 (clone c and d) 654 

TGT  Cys 
synonymous transition 

AAC  Asn 
GL107 (clone c) 658 

GAC  Asp 
nonsynonymous transition 

AAC  Asn 
GL773 (clone e) 659 

AGC  Ser 
nonsynonymous transition 

CTC  Leu 
GL107 (clone d) 668 

CAC  His 
nonsynonymous transversion 

TCG  Ser 
GLT2 684 

TCA  Ser 
synonymous transition 
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ตารางที ่11 แสดงรูปแบบการเปลี่ยนแปลงนวิคลีโอไทดของยีน beta-giardin ใน  
Assemblage B (ตอ) 

nucleotide 
Isolate 

position 
codon 

amino 
acid 

type of 
nucleotide substitution 

CGC Arg 
GL25 (clone d) 693 

CGT Arg 
synonymous transition 

CGC Arg GL279, GL25 (clone b and 

d), GL34 (clone b, d and e) 
705 

CGT Arg 
synonymous transition 

GAG Glu 
GL719 (clone a) 707 

GGG Gly 
nonsynonymous transition 

AAG Lys 
GL751(clone a) 723 

AAA Lys 
synonymous transition 

CGC Arg 
GL34 (clone c) 731 

CAC Gln 
nonsynonymous transition 

AAG Lys 
GL144 (clone d) 734 

AGG Arg 
nonsynonymous transition 

GAG Glu 
GL88 (clone c) 737 

GGG Gly 
nonsynonymous transition 

AAC Asn GLA9 (clone a),  

GL34 (clone a) 
757 

GAC Asp 
nonsynonymous transition 

ACA Thr 
GLA9 (clone a and e) 762 

ACG Thr 
synonymous transition 

*  ตําแหนงนวิคลีโอไทดนับจาก start codon ของ coding region gene ใน reference strain  

X85958 
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ภาพที่ 11 แสดงลาํดับนิวคลีโอไทดและการแทนทีข่องลําดับกรดอะมิโน                              
             ใน Assemblage A  
 
 
                        111133334455667 
Isolate/clone         69016904886603032 
                      91335449680826699 
 
X85958                TCATCAATAACTATCGA 
GL88 clone a          ..........TC..T.G 
GL110                 ..........TC..T.G 
GL158                 ..........TC..T.G 
GL308                 ..........TC..T.G 
GL309                 ..........TC..T.G  
GLH15                 ..........TC..T.G 
GLH21                 ..........TC..T.G 
GL402                 ..............T.G 
GL448                 ..............T.G 
GL724                 ..............T.G 
GL784 clone e         ..............T.G 
GLT1                  C.........TC..T.G 
GLA20                 ...A......TC..T.G 
GL784 clone a         ....T...GG....TAG 
GL784 clone b         ..G..G......G.T.G 
GL784 clone c         .T....G.......T.G 
GL784 clone d         .......C.....CT.G 
 
Amino acid            SLNVDDTSETLDRVSKE 
                      .FDD.GAPGA..GA... 
Position in codon     31123211211312333 
Transition            +++ +++++++++++++ 
Transversion             + 
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  ภาพที ่12 แสดงลําดับนิวคลโีอไทดและการแทนที่ของลําดับกรดอะมิโน ใน Assemblage B   
 
                          1111111111111122222222233333333334444444455556666666666677777777 
                      556677890012334466789900122779912255667893568899933781244455568900233356 
                      043935150789575924704817048350687845563548341315628480845848984357314772 
 
   AY072725           CCCTATGGAAACGAAACATGACCCTAAATATGTATGGCCGCTCAACACGAGACGATCACAATGCGAGGAAAA 
   GL121 clone e      .TTC....................C.......C.C......C...............G.............. 
   GL518 clone b      .TTC....................C.......C.C......C...............G.............. 
   GL773 clone d      .TTC....................C.......C.C......C...............G.............. 
   GL107 clone e      .T.C....................C.......C.C......C...............G.............. 
   GL144 clone e      .T.C....................C.......C........C...............G.............. 
   GL518 clone e      .T.C....................C.......C........C...............G.............. 
   GL25 clone c       .TTC....................C.......C........C...............G.............. 
   GL121 clone d      .TTC....................C.......C........C...............G.............. 
   GL5                .TTC............................C........C...............G.............. 
   GL44               .TTC............................C........C...............G.............. 
   GL25 clone a       .TTC....................C.......C..A.....C...............G.............. 
   GL25 clone b       .TTC....................C.......C.C......C...............G......A....... 
   GL25 clone d       .TTC....................C.......C........C...............G.....TA....... 
   GL25 clone e       .TTC............................C.C......C...............G.....T........ 
   GL34 clone d       .TTC............................C........C......A........G......A....... 
   GL34 clone e       .TTC....................C.......C.......TC...............G......A....... 
   GL34 clone a       .TTC....................C....G.AC........C...T...........G............G. 
   GL34 clone b       .T.C....................C.......C........C...............G......A....... 
   GL34 clone c       .T.C.............T......C.......C........C.........G.....G.........A.... 
   GL88 clone b       .TTC..................T.C.......C.....T..C...............G.............. 
   GL88 clone e       .TTC...........G......T.C.......C.C......C...............G.............. 
   GL88 clone c       .T.C..................T.C.......C.C......C...............G...........G.. 
   GL88 clone d       .T.C..................T.C.......C.C......C..G............G.............. 
   GL107_clone a      .T.C....................C.......C.C......C.G.....G.......G.............. 
   GL107 clone b      .T.C......G.............C.......C.C......C...............G.............. 
   GL107 clone c      .T.C................G...C.......C.C......C...............G.G............ 
   GL107 clone d      .T.CG...................C.......C.C......C...............G...A.......... 
   GL121 clone b      .TTC.........G..........C.......C.C......C...............G.............. 
   GL121 clone c      .TTC..............C.....C.......C.C......C...............G.............. 
   GL144 clone c      .T.C....................C.......CGC......C............G................. 
   GL144 clone d      .T.C....................C.......C........C............G.............G... 
   GL144 clone a      .T.C....................C.......C........C.............................. 
   GL144 clone b      .T.C....................C.......CG.......C...............G.............. 
   GL121 clone a      .T.C....................C.....C.C.C......C...............G.............. 
   GL253 clone a      .TTC.......T....................C.C......C...............G.............. 
   GL253 clone b      .TTC.......T....................C........C..........T....G.............. 
   GL253 clone d      .TTC.......T....................C.C......C..............TGT............. 
   GL253 clone e      .TTC............................C.C......C..............TGT............. 
   GL253 clone c      .T.C....................C.G.....C.C......C..............TGT............. 
   GL279              .TTC............................C........C...............G......A....... 
   GL518 clone a      TT.C....................C.......C.C......C...............G.............. 
   GL518 clone c      .T.C....................C.......C........C.............A.G.............. 
   GL518 clone d      .TTC........A...................C.C......C...............G.............. 
   GL719 clone a      .TTC.................T..C.G.....C.C......CT..............G.......G...... 
   GL719 clone b      .TTC....................C.G.....C........C...............G.............. 
   GL719 clone d      .TTC......G.............C.......C.C......C...............G.............. 
   GL751 clone a      .TTC....G.......T.......C..G....C.C......C........................A..... 
   GL751 clone c      .TTC............T.......C..G....C.C.A....C...............G.............. 
   GL751 clone b      .TTC...................TC..G....C.C......C...............G.............. 
   GL773 clone e      .TTC.......T....................C.C......C...........A...G..G........... 
   GL773 clone c      .TTC.......T....................C.C......C........A......G.............. 
   GL773 clone b      .TTC.C.....T....................C.C..T...C...............G.............. 
   GL773 clone a      .TTC.....G.T............CC......C.C......C...............G.............. 
   GLA2               .TTC...............A....C.......C........C...............G.............. 
   GLA9 clone b       .TTC.......T............C.......C.C....A.C.....T.........G.............. 
   GLA9 clone c       .TTC...A...T............C.......C.C......C.....T.........G........A..... 
   GLA9 clone a       .TTC.......T............C...C...C.C......C....GT.........G............GG 
   GLA9 clone e       .TTC..A....T............C.......C.C......C.....T.........G.............G 
   GLA9 clone d       .TTC.......T..G.........C.......C.C......C.....T......G..G.............. 
   GLH13              .TTC.......T............C.......C.C......C.....T.........G.............. 
   GLT2               .TTC............................C........C...............G....A......... 
 
   Amino acid         PDTSTTTSMQRDMEIEVDRVDAIHLQTEVDMETMLAGGLELLLNIIENAKAKAATVVECNNLSREEKRKENT 
                                                        L...A..NVRG.IGVG.V..G....P..AGT..V.TD.FKF..SV.G.TETE.TAD...DSH...G.HRGD. 
  Position in codon            233313321213321232332333323322233131231113321323111131123331223332322213 
  Transition                   +++++++++++++++++ +++++++ +++++++++++++++++++++++++++++ +++++ ++++++++++ 
  Transversion         +       +                         +       + 
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บทที่  5 
สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 

 
 Giardia lamblia เปนปรสิตภายในลําไสทีก่อใหเกิดโรคทองเสยีในคนและสัตวเลี้ยงลูก

ดวยนมหลายชนิด พบการแพรกระจายไดมากในเขตที่มอีากาศอบอุน โรคที่เกิดจากเชื้อ G. 

lamblia นับไดวาเปนปญหาสําคัญทางดานสาธารณสขุในหลายประเทศทัว่โลกมีอัตราความชกุ

ของโรคสูงในทองถิน่ที่มีการสุขาภิบาลไมดี การติดเชื้อสวนใหญพบในเด็กเล็กและเด็กนักเรียน 

บางครั้งอาจพบการแพรระบาดสูกลุมนักทองเทีย่วธรรมชาติที่ดื่มน้ําในแมน้าํ    ลําธาร ปจจุบนัโรค 

giardiasis พบการระบาดมากขึ้นในกลุมชายรักรวมเพศ และผูปวยทีม่ี  ภูมิคุมกันต่าํ โดยความ

รุนแรงของอาการทางคลนิิคขึ้นอยูกับหลายปจจัย เชน ความสามารถในการกอโรคของเชื้อ ภาวะ

ทางดานโภชนาการรวมถึงภมูิคุมกันโรคของโฮสตและปริมาณของเชื้อที่ไดรับ เปนตน ในเด็กเล็กที่

ติดเชื้อมักพบวามพีัฒนาการในการเจริญเติบโตต่ํากวาเด็กปกติ ในผูตดิเชื้อบางรายอาจมีอาการ

ทองเสยีเรื้อรังหรือมีอาการทองเสียอยางเฉยีบพลนั อยางไรก็ตามยังไมมีรายงานผูเสยีชีวิตจากการ

ปวยดวยโรค giardiasis การแพรกระจายของเชื้อพบไดบอยในกลุมประเทศทีก่ําลงัพัฒนาสูงกวา

ประเทศทีพ่ัฒนาแลว จากการศึกษาพบวาปจจัยที่สงผลใหมีการติดเชื้อสูงในกลุมประเทศทีก่ําลงั

พัฒนาคือการมีระบบสุขภิบาลที่ไมดี การอยูในชุมชนแออัด การปนเปอนของเชื้อในระบบการสง

น้ําดื่มน้ําใช และในแหลงน้าํตาง ๆ รวมถงึมีการแพรกระจายของเชื้อจากสัตวมาสูคน เปนตน 

เนื่องจากความหลากหลายในระดับความรุนแรงในการกอโรคตลอดจนการตรวจพบวา G. lamblia 

สามารถตรวจพบไดในโฮสตหลายชนิด ดงันั้นจงึมีผูทําการศึกษาความหลากหลายของสายพันธุ

ของโปรโตซัวดังกลาว โดยจําแนกเปน 7 Assemblage จากการวเิคราะหยีนชนิดตางๆ อาท ิtpi 

gene, gdh gene และ beta-giardin gene เปนตน  

 beta-giardin gene ของ Giardia sp. จัดอยูในกลุมของยีนโครงสราง มีขนาดประมาณ 

29-38 kDa ลักษณะเปน alpha-coiled-helix protein พบไดที่บริเวณขอบของไมโครริบบอนซ่ึง

เปนองคประกอบหนึง่ของ ventral disk ในระยะ trophozoite จึงมีประโยชนสําหรับใชเปนดีเอ็นเอ

เปาหมายในการศึกษาทางอณูชีววทิยา เนือ่งจากมีลักษณะที่จําเพาะตอปรสิตชนิดนี้ รวมถึงเปน

ยีนที่มีทัง้สวนที่เหมือนกันและแตกตางกนั จงึเหมาะสําหรับใชในการ ศึกษาเพื่อทาํการวิเคราะห

ลําดับนิวคลีโอไทดและจําแนกสายพนัธุของ G. lamblia โดยพบวาประสิทธิภาพในการจําแนก

สายพนัธุจากการวิเคราะหในยนีแตละชนดิมีความแตกตางกนั นอกจากนี้แลวยงัขึ้นอยูกับวิธกีารที่

ใชทําการศึกษา จากการทดสอบโดยอาศยัเทคนิค PCR-RFLP พบวาในจํานวนตัวอยางที่ติดเชื้อ

ทั้งหมด 30 ตัวอยาง มีอัตราความชุกของ Assemblage A และ B รอยละ 40 และ 60 ตามลําดับ  
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ไมพบการติดเชื้อรวมกนัของทั้งสอง Assemblage ขณะที่การศึกษาโดยวิธ ีsubcloning และการ

วิเคราะหลําดบันิวคลีโอไทดพบวามีจํานวน 13 ตัวอยางที่มีความหลากหลายของลกัษณะทาง

พันธกุรรม นอกจากนี้ยงัพบวามกีารติดเชือ้รวมกัน 1 ตัวอยาง คือ GL88 ซึ่งเปนตวัอยางที่ไดจาก

เด็กนักเรียนในจังหวัดตาก โดยจากการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดทัง้หมด 10 clone พบวาเปน 

G. lamblia Assemblage A 1 clone สวนที่เหลือเปน Assemblage B ทัง้นี้อาจเนือ่งมาจากใน

สภาวะที่มีการปะปนของ Assemblage ตางๆ ในปริมาณที่ไมเทากนั รวมกับความจําเพาะของ

ความไวของ PCR primer ในการเพิ่มปริมาณของ beta-giardin gene  อาจไมเทากนั ทําให

ผลิตผลที่ไดมีความแตกตางกันในปรมิาณอยางมาก และปริมาณผลิตผลของ beta-giardin gene 

ของ Assemblage ที่นอยกวา อาจไมสามารถตรวจพบไดจากการวิเคราะหโดย agarose gel 

electrophoresis อยางไรก็ตามวิธกีาร subclone โดยทัว่ไป ไมใชวิธทีี่นาจะใหผลการตรวจการ

ปะปนของ DNA template ไดไวในสภาวะเดียวกัน การตรวจพบการปะปนกนัของ Assemblage 

A และ B ในแตละตัวอยาง จึงมีความเปนไปไดนอยมากเมื่อทําการคัดเลือก recombinant 

subclone จากตัวอยางดังกลาว                                                         

 จากการศึกษาพบการติดเชื้อ G. lamblia Assemblage B มีความชกุสงูกวา 

Assemblage A ซึ่งสอดคลองกับหลายๆ การศึกษากอนหนานี้ จากรายงานของ Haque และคณะ 

(2005) ซึ่งไดทําการวิเคราะหสายพนัธุของ G. lamblia ในผูปวยชาวบงักลาเทศจาํนวนทั้งหมด 

322 ตัวอยาง พบวาสามารถจําแนกสายพนัธุไดเปน Assemblage A และ B โดยพบอัตราการ             

ติดเชื้อของ Assemblage B และ Assemblage A คิดเปนรอยละ 86.5 และ 7.5 ตามลาํดับ และ

พบการติดเชื้อรวมกันในทั้งสองสายพันธุรอยละ 6 ในป ค.ศ. 2006 มีรายงานการศึกษาสายพันธุ

ของ G. lamblia ที่พบในผูปวยประเทศเนเธอแลนด โดยทําการศึกษาลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ 

SSU rRNA gene และ gdh gene จากตัวอยางทั้งหมด 98 ตัวอยาง พบการติดเชื้อ Assemblage 

A รอยละ 35 และ Assemblage B รอยละ 65 (Van der Giessen et al., 2006) เชนเดียวกบั

รายงานของ Bertrand และคณะ (2005) ทีท่ําการเปรียบเทียบลาํดับนิวคลีโอไทดของ G. lamblia 

โดยวิธ ีPCR และ PCR-RFLP พบการติดเชื้อ Assemblage A รอยละ 36 และ Assemblage B 

รอยละ 64 ในทางตรงขาม การศึกษาโดยใชตัวอยางจากประเทศอิตาลีและบราซิล 

(Giangaspero, Berrilli และ Brandonisio, 2007; Souza et al., 2007) พบอัตราความชกุของ 

Assemblage A มากกวา Assemblage B ดังนัน้การแพรกระจายของเชื้อในแตละ Assemblage 

จึงมีความผนัแปรไปตามแตละภูมิภาคและไมมีความสมัพันธกับสภาวะของการเปนประเทศที่

พัฒนาแลวหรือประเทศทีก่ําลังพัฒนา 

 หากกลาวถงึความหลากหลายของลักษณะทางพนัธกุรรมในตัวอยางทีท่ําการศึกษาจาก

จํานวนทั้งหมด 79 clones พบการแทนทีข่องนิวคลีโอไทดในบางตําแหนงและทาํใหเกิดความ 
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แตกตางของอลัลีลถึง 64 แบบ โดยพบวา Assemblage A มีความแตกตางกนั 8 อัลลีล          

สวน Assemblage B มีความหลากหลายถึง 56 อัลลีล ซึ่งเมื่อทําการเปรียบเทียบกบัการศึกษา

กอนหนานีท้ี่จาํแนกสายพันธุ G. lamblia เปน subassemblage A1-A11 และ subassemblage 

B1-B6 จะเห็นไดวา G. lamblia มีความหลากหลายทางพันธกุรรมสูงกวาที่เคยมีรายงาน                   

อาจเนื่องมาจากการศึกษาดวยจํานวนตวัอยางทีม่ากกวา และการใชวิธีการ subcloning ทําให

สามารถศึกษาไดมากถงึ 79 clones ซึ่งจาํนวนตัวอยางที่เพิม่ข้ึนอาจเปนสาเหตุทีท่าํใหพบความ

หลากหลายมากขึ้น ดังนั้นการจําแนกสายพันธุ G. lamblia โดยการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด

ของ beta-giardin gene ในระดับ subassemblage จึงควรมีการพจิารณาใหมอีกครั้งถึง

หลักเกณฑที่ใชในการกําหนดความหลากหลายของสายพันธุทีพ่บ 

 จากการศึกษาในครั้งนีพ้บการติดเชื้อ G. lamblia Assemblage A และ B เทานั้น ซึง่            

สายพนัธุดงักลาวนอกจากจะพบการติดเชื้อในคนแลว ยงัสามารถพบไดในสัตวเลี้ยงลูกดวยนมอีก

หลายชนิด ดงันั้นจงึมีความเปนไปไดวาผูปวยอาจไดรับเชื้อมาจากสัตวเลี้ยง ดังที่ไดกลาวมาแลว

ในเรื่องของการศึกษาสายพนัธุ G. lamblia จากการวิเคราะหลาํดับนวิคลีโอไทดบริเวณ                     

SSU rRNA gene จากตวัอยางในประเทศไทย ซึง่พบการติดเชื้อ Assemblage A และ 

subassemblage B1 รวมกนัในคนและสนุัขที่อาศยัอยูในบริเวณวัดหรือในบริเวณใกลเคียง ทาํให

ทราบวาสุนัขที่อาศัยอยูตามวัดในเขตกรงุเทพมหานครสามารถที่จะเปนตัวแพรกระจายเชื้อมาสูคน

ได (Inpankaew et al., 2007) เชนเดียวกบัพื้นที่ในเขตชนบททีห่างไกล ประชาชนสวนใหญเปน

ชาวไทยภูเขาและมีสภาพความเปนอยูที่ไมดี รวมถงึไมมีระบบการจัดการดานสุขาภิบาล เชน 

หองน้ํา หองสวม หรือแหลงน้ําดื่มน้ําใชทีส่ะอาด เปนตน ประกอบกับประชาชนสวนใหญมีอาชพี

ทําการเกษตร จึงมีโอกาสเสีย่งทีจ่ะไดรับเชื้อที่ปนเปอนอยูในสิ่งแวดลอมหรืออาจไดรับเชื้อโดยตรง

จากการสัมผัสผูติดเชื้อโดยเฉพาะในกลุมของเด็กเล็ก  

 ดังทีท่ราบแลววา beta-giardin gene พบไดที่บริเวณขอบของ microribbons ซึ่งเปน

องคประกอบของ ventral disk ในระยะ trophozoite การที่ ventral disk เปนโครงสรางที่สาํคัญใน

การดํารงชวีิตอยูภายในโฮสตของโปรโตซัวชนิดนี้ โดยทาํหนาที่ในการยึดเกาะสวนของเยื่อบุผนัง

ลําไสสวน duodenum และ jejunum ดังนัน้เมื่อหนาที่ของโปรตีน beta-giardin gene ข้ึนอยูกับ

โครงสรางของกรดอะมิโนในลําดับนิวคลีโอไทด จึงคาดการณไดวาการเปลี่ยนแปลงของลําดับเบส

ดังกลาวอยูภายใตเงื่อนไขของ purifying selection คือ การพยายามที่จะคงรูปแบบเดิมของลําดบั

กรดอะมิโนเพือ่ใหสามารถสงัเคราะหกรดอะมิโนที่มีคุณสมบัติเปลี่ยนแปลงจากเดมิไมมาก ซึ่งอาจ

มีความสาํคัญตอการคงหนาที่ตางๆ ไว การศึกษานีน้ับเปนการศึกษาแรกในประเทศไทยเกี่ยวกับ

ความหลากหลายในระดับนวิคลีโอไทดของ beta-giardin gene โดยพบอัตราการติดเชื้อ                   

G. lamblia Assemblage B สูง ในชุมชนอําเภอทาสองยาง จังหวัดตาก นอกจากนี้ยังพบการ    
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ติดเชื้อปะปนกันระหวาง Assemblage และระหวางสายพันธุภายใน Assemblage เดียวกัน ซึ่ง

ควรมีการศึกษาโดยใชประชากรตัวอยางที่มากขึ้นและในชุมชนอ่ืนๆ ตอไป เพื่อใหเห็นภาพรวมของ

การกระจายตวัของ Assemblage ตางๆ ไดชัดเจนขึ้น อันนาจะเปนประโยชนในการเฝาติดตาม

รวมทัง้การควบคุมโรคตอไป  
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ขอเสนอแนะ 
 

1. การศึกษาโดยใชจํานวนตวัอยางเชื้อมากขึ้นและการใชตวัอยางในหลายๆ พืน้ทีท่ั่ว               

ประเทศไทย อาจทาํใหพบความหลากหลายของลักษณะทางพนัธกุรรมของ G. lamblia 

ไดมากยิ่งขึน้ หรือทําใหทราบขอบเขตของความหลากหลายและความสัมพันธระหวาง

ลําดับนิวคลีโอไทดในแตละ Assemblage ไดดียิ่งขึ้น อันจะเปนประโยชนในการเขาใจ

กลไกทางพันธกุรรมที่จะกอใหเกิดความหลากหลายดงักลาวตอไป 

2. การศึกษาตัวอยางที่ไดจากคนและสัตวเลีย้ง อาจทําใหทราบถงึความสัมพันธทาง              
สายววิัฒนาการของ G. lamblia ตลอดจนทราบถึงกลไกในการแพรกระจายเชื้อจากสัตว

มาสูคน อันจะเปนประโยชนในการควบคุมและปองกนัโรคตอไป 

3. การศึกษาถึงความสมัพนัธของอาการ ความรุนแรงของโรค กับสายพนัธุของเชื้อทีพ่บจะ

เปนประโยชนในการรักษาและควบคุมโรคตอไป 
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ภาคผนวก ก 
 

แสดงรหัสพนัธุกรรม (genetics code) 

 

Second Position  

 U C A G  

 

U 

UUU 

UUC         Phe 

UUA       Leu  

UUG 

UCU                

UCC          Ser  

UCA                 

UCG 

UAU        Tyr  

UAC                   

UAA*       Stop  

UAG*        Stop  

UGU      Cys  

UGC             

UGA*    Stop  

UGG           Trp 

U    

C     

A    

G 

 

C 

CUU         

CUC       Leu 

CUA         

CUG 

CCU             

CCC        Pro  

CCA          

CCG 

CAU            

CAC          His  

CAA          Gln 

CAG          

CGU 

CGC           Arg 

CGA 

CGG 

U    

C     

A    

G 

 

A 

AUU         

AUC        Ile 

AUA               

AUG+ 

ACU           

ACC         Thr  

ACA                

ACG 

AAU                 

AAC          Asn  

AAA          Lys  

AAG 

AGU 

AGC            Ser 

AGA            Arg 

AGG 

U    

C     

A    

G 

 

G 

GUU               

GUC       Val  

GUA             

GUG 

GCU               

GCC          Ala  

GCA               

GCG 

GAU               

GAC           Asp  

GAA         Glu 

GAG 

GGU 

GGC           Gly 

GGA 

GGG 

U    

C     

A    

G 

 

* chain termination, or “nonsense,” codon                                             
+ the initiator codon   
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ภาคผนวก ข 
แสดงรหัสและตัวยอสําหรับกรดอะมิโน 

 

Amino acid Three-letter abbreviation One-letter symbol 

Alanine 

Arginine 

Asparagine 

Aspartic acid 

Cysteine 

Glutamine 

Glutamic acid 

Glycine 

Histidine 

Isoleucine 

Leucine 

Lysine 

Methionine 

Phenylalanine 

Proline 

Serine 

Threonine 

Tryptophan 

Tyrosine 

Valine 

 

Ala 

Arg 

Asn 

Asp 

Cys 

Gln 

Glu 

Gly 

His 

Ile 

Leu 

Lys 

Met 

Phe 

Pro 

Ser 

Thr 

Trp 

Tyr 

val 

A 

R 

N 

D 

C 

Q 

E 

G 

H 

I 

L 

K 

M 

F 

P 

S 

T 

W 

Y 

V 
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ภาคผนวก ค 
 

                                             การเตรียมสารเคมี 
 

การเตรยีม 0.5 EDTA (pH 8.0) 
  EDTA    186.1 g .    

  double distilled water  800   ml. 

นําสวนผสมทัง้ 2 อยางนี้มากวนดวย magnetic stirrer จนสารละลายเปนเนื้อ

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

จากนั้นนําไปนึ่งฆาเชื้อดวยหมอนึง่ปลอดเชื้อ*  

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

  Boric acid      55 g. 

  EDTA       7.4 g. 

 ปรับคา pH และปริมาตรใหเทากับ 8.3 และ 1 ลิตร จากนัน้จึงนําไปนึ่งดวยหมอ

นึ่งปลอดเชื้อเชนเดียวกัน*  

 
การเตรยีม marker 
  DNA marker       20 μl. 

  Dye       80 μl. 

  TE buffer               360 μl. 

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

  0.5 M EDTA    200 ml. 

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

  น้ํากลัน่               800 ml. 

 นําสวนผสมทัง้ 2 มาละลายใหเปนเนื้อเดียวดวย magnetic stirrer จากนัน้ปรับ 

pH ดวย HCl ใหมีคา pH เทากับ 7.4 และปรับปริมาตรใหเทากับ 1 ลิตร โดยใชน้าํกลัน่ 

และนําไปนึง่ดวยหมอปลอดเชื้อกอนที่จะนาํไปใช *  

 
* ภายใตความดัน 15 ปอนดตอตารางนิว้ ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 20 นาท ี  

 
การเตรยีม gel-loading buffers 
  bromophenol blue  0.25 g. 

  xylene cyanol FF   0.25 g. 

  glycerol in water      30 g. 

  ละลายในน้าํกลั่น โดยปรับปริมาตรใหเทากับ 1 ลิตร   
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Assemblage A  Nucleotide alignment 
 
 
#X85958  ACC CAG ACG ATG GAC AAG CCC GAC GAC CTC ACC CGC AGT GCG ACC GAG ACG GCG GTC AAG CTC AGC AAC ATG AAC CAG CGC GTC AGC AGG  [ 90] 
#GL308   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 90] 
#GL158   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 90] 
#GLA20   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .A. ... ...  [ 90] 
#GLH15   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 90] 
#GLH21   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 90] 
#GL309   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 90] 
#GL110   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 90] 
#GL448   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 90] 
#GL724   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 90] 
#GL402   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 90] 
#GL784_A ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 90] 
#GL784_B ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... G.. ... ... ... ... ...  [ 90] 
#GL784_C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... T.. ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 90] 
#GL784_D ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 90] 
#GL784_E ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 90] 
#GL88_A  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 90] 
#GLT1    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 90] 
 
#X85958  TTC CAC GAC AAG ATG GAG AAC GAG ATC GAG GTC CGC CGC GTC GAC GAC GAC ACG CGC GTG AAG ATG ATC AAG GAC GCC ATC GCA CAC CTC  [180] 
#GL308   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [180] 
#GL158   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [180] 
#GLA20   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [180] 
#GLH15   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [180] 
#GLH21   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [180] 
#GL309   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [180] 
#GL110   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [180] 
#GL448   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [180] 
#GL724   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [180] 
#GL402   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [180] 
#GL784_A ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [180] 
#GL784_B ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ... ... ... ...  [180] 
#GL784_C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [180] 
#GL784_D ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [180] 
#GL784_E ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [180] 
#GL88_A  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [180] 
#GLT1    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [180] 
 
#X85958  GAC AGG CTC ATC CAG ACG GAG TCG AGG AAG CGC CAG GCC TCG TTC GAG GAC ATC CGC GAG GAG GTC AAG AAG TCC GCC GAC AAC ATG TAC  [270] 
#GL308   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [270] 
#GL158   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [270] 
#GLA20   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [270] 
#GLH15   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [270] 
#GLH21   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [270] 
#GL309   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [270] 
#GL110   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [270] 
#GL448   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [270] 
#GL724   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [270] 
#GL402   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [270] 
#GL784_A ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [270] 
#GL784_B ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [270] 
#GL784_C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [270] 
#GL784_D ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [270] 
#GL784_E ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [270] 
#GL88_A  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [270] 
#GLT1    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [270] 
 
#X85958  CTA ACG ATC AAG GAG GAG ATC GAC ACC ATG GCT GCA AAC TTC CGC AAG TCC CTT GCG GAG ATG GGC GAC ACA CTC AAC AAC GTT GAG ACA  [360] 
#GL308   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [360] 
#GL158   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [360] 
#GLA20   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [360] 
#GLH15   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [360] 
#GLH21   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [360] 
#GL309   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [360] 
#GL110   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [360] 
#GL448   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [360] 
#GL724   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [360] 
#GL402   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [360] 
#GL784_A ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. G..  [360] 
#GL784_B ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [360] 
#GL784_C ... G.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [360] 
#GL784_D ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... C.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [360] 
#GL784_E ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [360] 
#GL88_A  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [360] 
#GLT1    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [360] 
 
#X85958  AAT CTC CAG AAC CAG ATC GCC ATC CAT AAC GAC GCC ATC GCG GCT CTC AGG AAG GAG GCC CTC AAG AGC CTG AAC GAT CTC GAG ACG GGC  [450] 
#GL308   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... T.. ... ..C ... ... ... ...  [450] 
#GL158   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... T.. ... ..C ... ... ... ...  [450] 
#GLA20   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... T.. ... ..C ... ... ... ...  [450] 
#GLH15   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... T.. ... ..C ... ... ... ...  [450] 
#GLH21   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... T.. ... ..C ... ... ... ...  [450] 
#GL309   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... T.. ... ..C ... ... ... ...  [450] 
#GL110   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... T.. ... ..C ... ... ... ...  [450] 
#GL448   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [450] 
#GL724   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [450] 
#GL402   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [450] 
#GL784_A ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [450] 
#GL784_B ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [450] 
#GL784_C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [450] 
#GL784_D ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [450] 
#GL784_E ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [450] 
#GL88_A  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... T.. ... ..C ... ... ... ...  [450] 
#GLT1    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... T.. ... ..C ... ... ... ...  [450] 
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#X85958  ATT GCC ACG GAG AAC GCA GAA AGG AAG AAG ATG TAC GAC CAG CTC AAC GAG AAG GTC GCA GAG GGC TTC GCC CGC ATC TCC GCC GCG ATC  [540] 
#GL308   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [540] 
#GL158   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [540] 
#GLA20   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [540] 
#GLH15   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [540] 
#GLH21   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [540] 
#GL309   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [540] 
#GL110   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [540] 
#GL448   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [540] 
#GL724   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [540] 
#GL402   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [540] 
#GL784_A ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [540] 
#GL784_B ... ... ... ... ... ... ... G.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [540] 
#GL784_C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [540] 
#GL784_D ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .C. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [540] 
#GL784_E ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [540] 
#GL88_A  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [540] 
#GLT1    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [540] 
 
#X85958  GAG AAG GAG ACG ATC GCC CGC GAG AGG GCC GTT AGC GCT GCC ACG ACA GAA GCG CTC ACA AAC ACG AAG CTC GTC GAG AAG TGC GTC AAC  [630] 
#GL308   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [630] 
#GL158   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [630] 
#GLA20   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [630] 
#GLH15   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [630] 
#GLH21   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [630] 
#GL309   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [630] 
#GL110   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [630] 
#GL448   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [630] 
#GL724   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [630] 
#GL402   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [630] 
#GL784_A ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..A ... ... ... ... ... ... ...  [630] 
#GL784_B ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [630] 
#GL784_C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [630] 
#GL784_D ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [630] 
#GL784_E ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [630] 
#GL88_A  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [630] 
#GLT1    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [630] 
 
#X85958  GAG CAG CTC GAG AAC GTC GCC TCG GAG ATC CGC GCT ATC CAG GAG GAG ATC GAC CGC GAG AAG GCC GAA CGC AAG GAG GCA GAG GAC AAG  [720] 
#GL308   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ... ... ... ...  [720] 
#GL158   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ... ... ... ...  [720] 
#GLA20   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ... ... ... ...  [720] 
#GLH15   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ... ... ... ...  [720] 
#GLH21   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ... ... ... ...  [720] 
#GL309   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ... ... ... ...  [720] 
#GL110   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ... ... ... ...  [720] 
#GL448   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ... ... ... ...  [720] 
#GL724   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ... ... ... ...  [720] 
#GL402   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ... ... ... ...  [720] 
#GL784_A ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ... ... ... ...  [720] 
#GL784_B ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ... ... ... ...  [720] 
#GL784_C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ... ... ... ...  [720] 
#GL784_D ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ... ... ... ...  [720] 
#GL784_E ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ... ... ... ...  [720] 
#GL88_A  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ... ... ... ...  [720] 
#GLT1    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ... ... ... ...  [720] 
 
#X85958  ATC GTC AAC ACT CTC GAG GAC GTC GTC TCG AAG ATC  [756] 
#GL308   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [756] 
#GL158   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [756] 
#GLA20   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [756] 
#GLH15   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [756] 
#GLH21   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [756] 
#GL309   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [756] 
#GL110   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [756] 
#GL448   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [756] 
#GL724   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [756] 
#GL402   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [756] 
#GL784_A ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [756] 
#GL784_B ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [756] 
#GL784_C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [756] 
#GL784_D ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [756] 
#GL784_E ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [756] 
#GL88_A  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [756] 
#GLT1    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [756] 
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Assemblage A  Amino acid alignment 
 
#X85958  TQTMDKPDDL TRSATETAVK LSNMNQRVSR FHDKMENEIE VRRVDDDTRV KMIKDAIAHL DRLIQTESRK RQASFEDIRE EVKKSADNMY  [ 90] 
#GL308   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 90] 
#GL158   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 90] 
#GLA20   .......... .......... .......D.. .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 90] 
#GLH15   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 90] 
#GLH21   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 90] 
#GL309   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 90] 
#GL110   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 90] 
#GL448   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 90] 
#GL724   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 90] 
#GL402   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 90] 
#GL784_A .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 90] 
#GL784_B .......... .......... ....D..... .......... .......... ....G..... .......... .......... ..........  [ 90] 
#GL784_C .......... .......... F......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 90] 
#GL784_D .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 90] 
#GL784_E .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 90] 
#GL88_A  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 90] 
#GLT1    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 90] 
 
#X85958  LTIKEEIDTM AANFRKSLAE MGDTLNNVET NLQNQIAIHN DAIAALRKEA LKSLNDLETG IATENAERKK MYDQLNEKVA EGFARISAAI  [180] 
#GL308   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [180] 
#GL158   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [180] 
#GLA20   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [180] 
#GLH15   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [180] 
#GLH21   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [180] 
#GL309   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [180] 
#GL110   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [180] 
#GL448   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [180] 
#GL724   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [180] 
#GL402   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [180] 
#GL784_A .......... .......... ........GA .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [180] 
#GL784_B .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......G.. .......... ..........  [180] 
#GL784_C .A........ .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [180] 
#GL784_D .......... ......P... .......... .......... .......... .......... .......... ........A. ..........  [180] 
#GL784_E .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [180] 
#GL88_A  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [180] 
#GLT1    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [180] 
 
#X85958  EKETIARERA VSAATTEALT NTKLVEKCVN EQLENVASEI RAIQEEIDRE KAERKEAEDK IVNTLEDVVS KI [252] 
#GL308   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .. [252] 
#GL158   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .. [252] 
#GLA20   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .. [252] 
#GLH15   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .. [252] 
#GLH21   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .. [252] 
#GL309   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .. [252] 
#GL110   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .. [252] 
#GL448   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .. [252] 
#GL724   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .. [252] 
#GL402   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .. [252] 
#GL784_A .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .. [252] 
#GL784_B .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .. [252] 
#GL784_C .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .. [252] 
#GL784_D .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .. [252] 
#GL784_E .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .. [252] 
#GL88_A  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .. [252] 
#GLT1    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .. [252] 

*  ตําแหนงนิวคลีโอไทดนับจาก start codon ของ coding region gene ใน reference strain X85958 
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Assemblage B Nucleotide alignment 
#AY072725 ACC CAG ACG ATG GAC AAG CCC GAC GAC CTC ACC CGC AGT GCG ACT GAG ACG GCA GTC AAG CTC AGC AAC ATG AAC CAG CGC GTC AGC AGG  [ 90] 
#GL5      ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ..T ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 90] 
#GL44     ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ..T ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 90] 
#GL253_A  ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ..T ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 90] 
#GL253_B  ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ..T ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 90] 
#GL253_C  ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 90] 
#GL253_D  ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ..T ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 90] 
#GL253_E  ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ..T ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 90] 
#GL751_A  ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ..T ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... G.. ... ... ... ... ... ...  [ 90] 
#GL751_B  ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ..T ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 90] 
#GL751_C  ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ..T ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 90] 
#GL773_A  ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ..T ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ... ... ...  [ 90] 
#GL773_B  ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ..T ... ..C ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 90] 
#GL773_C  ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ..T ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 90] 
#GL773_D  ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ..T ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 90] 
#GL773_E  ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ..T ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 90] 
#GL107_A  ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 90] 
#GL107_B  ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... G..  [ 90] 
#GL107_C  ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 90] 
#GL107_D  ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ... ... ..C ... G.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 90] 
#GL107_E  ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 90] 
#GL121_A  ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 90] 
#GL121_B  ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ..T ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 90] 
#GL121_C  ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ..T ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 90] 
#GL121_D  ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ..T ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 90] 
#GL121_E  ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ..T ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 90] 
#GL144_A  ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 90] 
#GL144_B  ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 90] 
#GL144_C  ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 90] 
#GL144_D  ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 90] 
#GL144_E  ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 90] 
#GL25_A   ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ..T ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 90] 
#GL25_B   ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ..T ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 90] 
#GL25_C   ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ..T ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 90] 
#GL25_D   ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ..T ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 90] 
#GL25_E   ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ..T ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 90] 
#GL88_B   ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ..T ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 90] 
#GL88_C   ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 90] 
#Gl88_D   ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 90] 
#GL88_E   ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ..T ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 90] 
#GL34_A   ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ..T ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 90] 
#GL34_B   ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 90] 
#GL34_C   ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 90] 
#GL34_D   ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ..T ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 90] 
#GL34_E   ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ..T ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 90] 
#GL518_A  ... ... ... ... ... ... .T. ..T ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 90] 
#GL518_B  ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ..T ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 90] 
#GL518_C  ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 90] 
#GL518_D  ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ..T ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 90] 
#GL518_E  ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 90] 
#GL279    ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ..T ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 90] 
#GL719_A  ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ..T ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 90] 
#GL719_B  ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ..T ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 90] 
#GL719_C  ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 90] 
#GL719_D  ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ..T ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... G..  [ 90] 
#GLT2     ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ..T ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 90] 
#GLH13    ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ..T ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 90] 
#GLA2     ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ..T ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 90] 
#GLA9_A   ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ..T ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 90] 
#GLA9_B   ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ..T ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 90] 
#GLA9_C   ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ..T ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... .A. ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 90] 
#GLA9_D   ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ..T ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 90] 
#GLA9_E   ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ..T ... ..C ... ... ... ..A ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 90] 
 
#AY072725 TTC CAC GAC AAG ATG GAG AAC GAG ATC GAG GTC CGC CGC GTC GAC GAC GAC ACG CGT GTG AAG ATG ATC AAG GAC GCC ATC GCG CAC CTT  [180] 
#GL5      ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [180] 
#GL44     ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [180] 
#GL253_A  ... ... ..T ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [180] 
#GL253_B  ... ... ..T ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [180] 
#GL253_C  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C  [180] 
#GL253_D  ... ... ..T ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [180] 
#GL253_E  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [180] 
#GL751_A  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C  [180] 
#GL751_B  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..T ..C  [180] 
#GL751_C  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C  [180] 
#GL773_A  ... ... ..T ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C  [180] 
#GL773_B  ... ... ..T ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [180] 
#GL773_C  ... ... ..T ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [180] 
#GL773_D  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C  [180] 
#GL773_E  ... ... ..T ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [180] 
#GL107_A  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C  [180] 
#GL107_B  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C  [180] 
#GL107_C  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ... ... ... ..C  [180] 
#GL107_D  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C  [180] 
#GL107_E  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C  [180] 
#GL121_A  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C  [180] 
#GL121_B  ... ... ... ... ... .G. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C  [180] 
#GL121_C  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C  [180] 
#GL121_D  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C  [180] 
#GL121_E  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C  [180] 
#GL144_A  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C  [180] 
#GL144_B  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C  [180] 
#GL144_C  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C  [180] 
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#GL107_B  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [720] 
#GL107_C  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [720] 
#GL107_D  ... ... .A. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [720] 
#GL107_E  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [720] 
#GL121_A  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [720] 
#GL121_B  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [720] 
#GL121_C  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [720] 
#GL121_D  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [720] 
#GL121_E  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [720] 
#GL144_A  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [720] 
#GL144_B  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [720] 
#GL144_C  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [720] 
#GL144_D  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ... ... ... ...  [720] 
#GL144_E  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [720] 
#GL25_A   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [720] 
#GL25_B   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..A ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [720] 
#GL25_C   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [720] 
#GL25_D   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ... ..A ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [720] 
#GL25_E   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [720] 
#GL88_B   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [720] 
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#GL88_C   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ... ... ...  [720] 
#Gl88_D   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [720] 
#GL88_E   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [720] 
#GL34_A   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [720] 
#GL34_B   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..A ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [720] 
#GL34_C   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .A. ... ... ... ... ... ...  [720] 
#GL34_D   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..A ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [720] 
#GL34_E   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..A ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [720] 
#GL518_A  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [720] 
#GL518_B  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [720] 
#GL518_C  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [720] 
#GL518_D  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [720] 
#GL518_E  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [720] 
#GL279    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..A ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [720] 
#GL719_A  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [720] 
#GL719_B  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [720] 
#GL719_C  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [720] 
#GL719_D  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [720] 
#GLT2     ... ... ... ... ... ... ... ..A ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [720] 
#GLH13    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [720] 
#GLA2     ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [720] 
#GLA9_A   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [720] 
#GLA9_B   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [720] 
#GLA9_C   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..A ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [720] 
#GLA9_D   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [720] 
#GLA9_E   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [720] 
 
#AY072725 ATC GTC AAC ACA CTC GAG GAC GTC GTC TCG AAG ATC  [756] 
#GL5      ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [756] 
#GL44     ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [756] 
#GL253_A  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [756] 
#GL253_B  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [756] 
#GL253_C  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [756] 
#GL253_D  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [756] 
#GL253_E  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [756] 
#GL751_A  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [756] 
#GL751_B  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [756] 
#GL751_C  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [756] 
#GL773_A  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [756] 
#GL773_B  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [756] 
#GL773_C  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [756] 
#GL773_D  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [756] 
#GL773_E  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [756] 
#GL107_A  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [756] 
#GL107_B  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [756] 
#GL107_C  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [756] 
#GL107_D  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [756] 
#GL107_E  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [756] 
#GL121_A  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [756] 
#GL121_B  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [756] 
#GL121_C  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [756] 
#GL121_D  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [756] 
#GL121_E  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [756] 
#GL144_A  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [756] 
#GL144_B  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [756] 
#GL144_C  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [756] 
#GL144_D  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [756] 
#GL144_E  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [756] 
#GL25_A   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [756] 
#GL25_B   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [756] 
#GL25_C   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [756] 
#GL25_D   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [756] 
#GL25_E   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [756] 
#GL88_B   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [756] 
#GL88_C   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [756] 
#Gl88_D   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [756] 
#GL88_E   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [756] 
#GL34_A   ... ... G.. ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [756] 
#GL34_B   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [756] 
#GL34_C   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [756] 
#GL34_D   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [756] 
#GL34_E   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [756] 
#GL518_A  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [756] 
#GL518_B  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [756] 
#GL518_C  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [756] 
#GL518_D  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [756] 
#GL518_E  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [756] 
#GL279    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [756] 
#GL719_A  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [756] 
#GL719_B  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [756] 
#GL719_C  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [756] 
#GL719_D  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [756] 
#GLT2     ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [756] 
#GLH13    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [756] 
#GLA2     ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [756] 
#GLA9_A   ... ... G.. ..G ... ... ... ... ... ... ... ...  [756] 
#GLA9_B   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [756] 
#GLA9_C   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [756] 
#GLA9_D   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [756] 
#GLA9_E   ... ... ... ..G ... ... ... ... ... ... ... ...  [756] 
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Assemblage B (nucleotide substitution only) 
 
           11  1111111111  1122222222  2333333333  3444444445  5556666666  6666777777  77 
     5566778900  1233446678  9900122779  9122556678  9356889993  3781244455  5689002333  56 
     0439351507  8957592470  4817048350  6878455635  4834131562  8480845848  9843573147  72 
 

 
#AY072725 CCCTATGGAA ACGAAACATG ACCCTAAATA TGTATGGCCG CTCAACACGA GACGATCACA ATGCGAGGAA AA 
#GL5      .TTC...... .......... .......... ..C....... .C........ .......G.. .......... .. 
#GL44     .TTC...... .......... .......... ..C....... .C........ .......G.. .......... .. 
#GL253_A  .TTC...... .T........ .......... ..C.C..... .C........ .......G.. .......... .. 
#GL253_B  .TTC...... .T........ .......... ..C....... .C........ ..T....G.. .......... .. 
#GL253_C  .T.C...... .......... ....C.G... ..C.C..... .C........ ......TGT. .......... .. 
#GL253_D  .TTC...... .T........ .......... ..C.C..... .C........ ......TGT. .......... .. 
#GL253_E  .TTC...... .......... .......... ..C.C..... .C........ ......TGT. .......... .. 
#GL751_A  .TTC....G. ......T... ....C..G.. ..C.C..... .C........ .......... ......A... .. 
#GL751_B  .TTC...... .......... ...TC..G.. ..C.C..... .C........ .......G.. .......... .. 
#GL751_C  .TTC...... ......T... ....C..G.. ..C.C.A... .C........ .......G.. .......... .. 
#GL773_A  .TTC.....G .T........ ....CC.... ..C.C..... .C........ .......G.. .......... .. 
#GL773_B  .TTC.C.... .T........ .......... ..C.C..T.. .C........ .......G.. .......... .. 
#GL773_C  .TTC...... .T........ .......... ..C.C..... .C........ A......G.. .......... .. 
#GL773_D  .TTC...... .......... ....C..... ..C.C..... .C........ .......G.. .......... .. 
#GL773_E  .TTC...... .T........ .......... ..C.C..... .C........ ...A...G.. G......... .. 
#GL107_A  .T.C...... .......... ....C..... ..C.C..... .C.G.....G .......G.. .......... .. 
#GL107_B  .T.C...... G......... ....C..... ..C.C..... .C........ .......G.. .......... .. 
#GL107_C  .T.C...... .......... G...C..... ..C.C..... .C........ .......G.G .......... .. 
#GL107_D  .T.CG..... .......... ....C..... ..C.C..... .C........ .......G.. .A........ .. 
#GL107_E  .T.C...... .......... ....C..... ..C.C..... .C........ .......G.. .......... .. 
#GL121_A  .T.C...... .......... ....C..... C.C.C..... .C........ .......G.. .......... .. 
#GL121_B  .TTC...... ...G...... ....C..... ..C.C..... .C........ .......G.. .......... .. 
#GL121_C  .TTC...... ........C. ....C..... ..C.C..... .C........ .......G.. .......... .. 
#GL121_D  .TTC...... .......... ....C..... ..C....... .C........ .......G.. .......... .. 
#GL121_E  .TTC...... .......... ....C..... ..C.C..... .C........ .......G.. .......... .. 
#GL144_A  .T.C...... .......... ....C..... ..C....... .C........ .......... .......... .. 
#GL144_B  .T.C...... .......... ....C..... ..CG...... .C........ .......G.. .......... .. 
#GL144_C  .T.C...... .......... ....C..... ..CGC..... .C........ ....G..... .......... .. 
#GL144_D  .T.C...... .......... ....C..... ..C....... .C........ ....G..... ........G. .. 
#GL144_E  .T.C...... .......... ....C..... ..C....... .C........ .......G.. .......... .. 
#GL25_A   .TTC...... .......... ....C..... ..C..A.... .C........ .......G.. .......... .. 
#GL25_B   .TTC...... .......... ....C..... ..C.C..... .C........ .......G.. ....A..... .. 
#GL25_C   .TTC...... .......... ....C..... ..C....... .C........ .......G.. .......... .. 
#GL25_D   .TTC...... .......... ....C..... ..C....... .C........ .......G.. ...TA..... .. 
#GL25_E   .TTC...... .......... .......... ..C.C..... .C........ .......G.. ...T...... .. 
#GL88_B   .TTC...... .......... ..T.C..... ..C.....T. .C........ .......G.. .......... .. 
#GL88_C   .T.C...... .......... ..T.C..... ..C.C..... .C........ .......G.. .........G .. 
#Gl88_D   .T.C...... .......... ..T.C..... ..C.C..... .C..G..... .......G.. .......... .. 
#GL88_E   .TTC...... .....G.... ..T.C..... ..C.C..... .C........ .......G.. .......... .. 
#GL34_A   .TTC...... .......... ....C....G .AC....... .C...T.... .......G.. .......... G. 
#GL34_B   .T.C...... .......... ....C..... ..C....... .C........ .......G.. ....A..... .. 
#GL34_C   .T.C...... .......T.. ....C..... ..C....... .C........ .G.....G.. .......A.. .. 
#GL34_D   .TTC...... .......... .......... ..C....... .C......A. .......G.. ....A..... .. 
#GL34_E   .TTC...... .......... ....C..... ..C....... TC........ .......G.. ....A..... .. 
#GL518_A  TT.C...... .......... ....C..... ..C.C..... .C........ .......G.. .......... .. 
#GL518_B  .TTC...... .......... ....C..... ..C.C..... .C........ .......G.. .......... .. 
#GL518_C  .T.C...... .......... ....C..... ..C....... .C........ .....A.G.. .......... .. 
#GL518_D  .TTC...... ..A....... .......... ..C.C..... .C........ .......G.. .......... .. 
#GL518_E  .T.C...... .......... ....C..... ..C....... .C........ .......G.. .......... .. 
#GL279    .TTC...... .......... .......... ..C....... .C........ .......G.. ....A..... .. 
#GL719_A  .TTC...... .......... .T..C.G... ..C.C..... .CT....... .......G.. .....G.... .. 
#GL719_B  .TTC...... .......... ....C.G... ..C....... .C........ .......G.. .......... .. 
#GL719_C  .T.C...... .......... ....C..... ..C.C..... .C........ .......G.. .......... .. 
#GL719_D  .TTC...... G......... ....C..... ..C.C..... .C........ .......G.. .......... .. 
#GLT2     .TTC...... .......... .......... ..C....... .C........ .......G.. ..A....... .. 
#GLH13    .TTC...... .T........ ....C..... ..C.C..... .C.....T.. .......G.. .......... .. 
#GLA2     .TTC...... .........A ....C..... ..C....... .C........ .......G.. .......... .. 
#GLA9_A   .TTC...... .T........ ....C...C. ..C.C..... .C....GT.. .......G.. .......... GG 
#GLA9_B   .TTC...... .T........ ....C..... ..C.C....A .C.....T.. .......G.. .......... .. 
#GLA9_C   .TTC...A.. .T........ ....C..... ..C.C..... .C.....T.. .......G.. ......A... .. 
#GLA9_D   .TTC...... .T..G..... ....C..... ..C.C..... .C.....T.. ....G..G.. .......... .. 
#GLA9_E   .TTC..A... .T........ ....C..... ..C.C..... .C.....T.. .......G.. .......... .G 

*  ตําแหนงนิวคลีโอไทดนับจาก start codon ของ coding region gene ใน reference strain X85958 
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Assemblage B Amino acid alignment 
 
#AY072725 TQTMDKPDDL TRSATETAVK LSNMNQRVSR FHDKMENEIE VRRVDDDTRV KMIKDAIAHL DRLIQTESRK RQASFEDIRE EVKKSADNMY  [ 90] 
#GL5      .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 90] 
#GL44     .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 90] 
#GL253_A  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 90] 
#GL253_B  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 90] 
#GL253_C  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 90] 
#GL253_D  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 90] 
#GL253_E  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 90] 
#GL751_A  .......... .......... ...V...... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 90] 
#GL751_B  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 90] 
#GL751_C  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 90] 
#GL773_A  .......... .......... .....R.... .......... .......... .......... ....P..... .......... ..........  [ 90] 
#GL773_B  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 90] 
#GL773_C  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 90] 
#GL773_D  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 90] 
#GL773_E  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 90] 
#GL107_A  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 90] 
#GL107_B  .......... .......... .........G .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 90] 
#GL107_C  .......... .......... .......... .......... .......... ....G..... .......... .......... ..........  [ 90] 
#GL107_D  .......... ....A..... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 90] 
#GL107_E  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 90] 
#GL121_A  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ........T.  [ 90] 
#GL121_B  .......... .......... .......... .....G.... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 90] 
#GL121_C  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 90] 
#GL121_D  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 90] 
#GL121_E  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 90] 
#GL144_A  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 90] 
#GL144_B  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 90] 
#GL144_C  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 90] 
#GL144_D  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 90] 
#GL144_E  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 90] 
#GL25_A   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 90] 
#GL25_B   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 90] 
#GL25_C   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 90] 
#GL25_D   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 90] 
#GL25_E   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 90] 
#GL88_B   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 90] 
#GL88_C   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 90] 
#Gl88_D   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 90] 
#GL88_E   .......... .......... .......... .........G .......... .......... .......... .......... ..........  [ 90] 
#GL34_A   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ......G...  [ 90] 
#GL34_B   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 90] 
#GL34_C   .......... .......... .......... .......... ....V..... .......... .......... .......... ..........  [ 90] 
#GL34_D   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 90] 
#GL34_E   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 90] 
#GL518_A  ......L... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 90] 
#GL518_B  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 90] 
#GL518_C  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 90] 
#GL518_D  .......... .......... .......... ....I..... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 90] 
#GL518_E  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 90] 
#GL279    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 90] 
#GL719_A  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 90] 
#GL719_B  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 90] 
#GL719_C  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 90] 
#GL719_D  .......... .......... .........G .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 90] 
#GLT2     .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 90] 
#GLH13    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 90] 
#GLA2     .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 90] 
#GLA9_A   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .A........  [ 90] 
#GLA9_B   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 90] 
#GLA9_C   .......... .......... .N........ .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 90] 
#GLA9_D   .......... .......... .......... ........V. .......... .......... .......... .......... ..........  [ 90] 
#GLA9_E   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 90] 
 
#AY072725 LTIKEEIDTM AANFRKSLAE MGDTLNNVET NLQNQIAIHN DAIAALRKEA LKSLNDLETG IATENAERKK MYDQLNEKVA EGFARISAAI  [180] 
#GL5      .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [180] 
#GL44     .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [180] 
#GL253_A  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [180] 
#GL253_B  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [180] 
#GL253_C  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [180] 
#GL253_D  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [180] 
#GL253_E  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [180] 
#GL751_A  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [180] 
#GL751_B  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [180] 
#GL751_C  .......... .......... .D........ .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [180] 
#GL773_A  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [180] 
#GL773_B  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [180] 
#GL773_C  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .........T ..........  [180] 
#GL773_D  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [180] 
#GL773_E  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [180] 
#GL107_A  .......... .......... .......... .......... .......... ....S..... .......... .......E.. ..........  [180] 
#GL107_B  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [180] 
#GL107_C  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [180] 
#GL107_D  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [180] 
#GL107_E  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [180] 
#GL121_A  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [180] 
#GL121_B  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [180] 
#GL121_C  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [180] 
#GL121_D  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [180] 
#GL121_E  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [180] 
#GL144_A  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [180] 
#GL144_B  .........V .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [180] 
#GL144_C  .........V .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [180] 
#GL144_D  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [180] 
#GL144_E  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [180] 
#GL25_A   .......... ........T. .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [180] 
#GL25_B   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [180] 
#GL25_C   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [180] 
#GL25_D   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [180] 
 



    

 

116 

#GL25_E   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [180] 
#GL88_B   .......... .......... ....F..... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [180] 
#GL88_C   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [180] 
#Gl88_D   .......... .......... .......... .......... .......... .......... V......... .......... ..........  [180] 
#GL88_E   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [180] 
#GL34_A   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [180] 
#GL34_B   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [180] 
#GL34_C   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [180] 
#GL34_D   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....T.... .......... ..........  [180] 
#GL34_E   .......... .......... .......... .F........ .......... .......... .......... .......... ..........  [180] 
#GL518_A  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [180] 
#GL518_B  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [180] 
#GL518_C  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [180] 
#GL518_D  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [180] 
#GL518_E  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [180] 
#GL279    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [180] 
#GL719_A  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [180] 
#GL719_B  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [180] 
#GL719_C  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [180] 
#GL719_D  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [180] 
#GLT2     .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [180] 
#GLH13    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [180] 
#GLA2     .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [180] 
#GLA9_A   .......... .......... .......... .......... .......... .......... ...G...... .......... ..........  [180] 
#GLA9_B   .......... .......... ........K. .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [180] 
#GLA9_C   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [180] 
#GLA9_D   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [180] 
#GLA9_E   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [180] 
 
#AY072725 EKETIARERA VSAATTEALT NTKLVEKCVN EQLENVASEI RAIQEEIDRE KAERKEAEDK IVNTLEDVVS KI [252] 
#GL5      .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .. [252] 
#GL44     .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .. [252] 
#GL253_A  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .. [252] 
#GL253_B  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .. [252] 
#GL253_C  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .. [252] 
#GL253_D  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .. [252] 
#GL253_E  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .. [252] 
#GL751_A  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .. [252] 
#GL751_B  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .. [252] 
#GL751_C  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .. [252] 
#GL773_A  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .. [252] 
#GL773_B  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .. [252] 
#GL773_C  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .. [252] 
#GL773_D  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .. [252] 
#GL773_E  .......... ...T...... .........S .......... .......... .......... .......... .. [252] 
#GL107_A  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .. [252] 
#GL107_B  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .. [252] 
#GL107_C  .......... .......... .........D .......... .......... .......... .......... .. [252] 
#GL107_D  .......... .......... .......... ..H....... .......... .......... .......... .. [252] 
#GL107_E  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .. [252] 
#GL121_A  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .. [252] 
#GL121_B  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .. [252] 
#GL121_C  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .. [252] 
#GL121_D  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .. [252] 
#GL121_E  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .. [252] 
#GL144_A  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .. [252] 
#GL144_B  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .. [252] 
#GL144_C  .......... .........A .......... .......... .......... .......... .......... .. [252] 
#GL144_D  .......... .........A .......... .......... .......... ....R..... .......... .. [252] 
#GL144_E  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .. [252] 
#GL25_A   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .. [252] 
#GL25_B   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .. [252] 
#GL25_C   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .. [252] 
#GL25_D   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .. [252] 
#GL25_E   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .. [252] 
#GL88_B   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .. [252] 
#GL88_C   .......... .......... .......... .......... .......... .....G.... .......... .. [252] 
#Gl88_D   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .. [252] 
#GL88_E   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .. [252] 
#GL34_A   .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..D....... .. [252] 
#GL34_B   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .. [252] 
#GL34_C   .E........ .......... .......... .......... .......... ...H...... .......... .. [252] 
#GL34_D   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .. [252] 
#GL34_E   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .. [252] 
#GL518_A  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .. [252] 
#GL518_B  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .. [252] 
#GL518_C  .......... .......... ....D..... .......... .......... .......... .......... .. [252] 
#GL518_D  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .. [252] 
#GL518_E  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .. [252] 
#GL279    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .. [252] 
#GL719_A  .......... .......... .......... .......... .....G.... .......... .......... .. [252] 
#GL719_B  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .. [252] 
#GL719_C  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .. [252] 
#GL719_D  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .. [252] 
#GLT2     .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .. [252] 
#GLH13    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .. [252] 
#GLA2     .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .. [252] 
#GLA9_A   .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..D....... .. [252] 
#GLA9_B   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .. [252] 
#GLA9_C   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .. [252] 
#GLA9_D   .......... .........A .......... .......... .......... .......... .......... .. [252] 
#GLA9_E   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .. [252] 
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Assemblage B Amino acid substitution only 
 
 

 
          1111111  1122223333  3344445556  6666677777 
          5790013344  6927992567  8968993371  2455603335 
            0350785759  4445068553  5441162840  8589871477 

 
 

#AY072725 PTSMQRMEIE DDQVDMMAGL ELNIEAKAKA TVNLERKEN 
#GL5      .......... .......... .......... ......... 
#GL44     .......... .......... .......... ......... 
#GL253_A  .......... .......... .......... ......... 
#GL253_B  .......... .......... .......... ......... 
#GL253_C  .......... .......... .......... ......... 
#GL253_D  .......... .......... .......... ......... 
#GL253_E  .......... .......... .......... ......... 
#GL751_A  ...V...... .......... .......... ......... 
#GL751_B  .......... .......... .......... ......... 
#GL751_C  .......... ........D. .......... ......... 
#GL773_A  ....R..... ..P....... .......... ......... 
#GL773_B  .......... .......... .......... ......... 
#GL773_C  .......... .......... .......T.. ......... 
#GL773_D  .......... .......... .......... ......... 
#GL773_E  .......... .......... .........T ..S...... 
#GL107_A  .......... .......... ..S...E... ......... 
#GL107_B  .....G.... .......... .......... ......... 
#GL107_C  .......... .G........ .......... ..D...... 
#GL107_D  .A........ .......... .......... ...H..... 
#GL107_E  .......... .......... .......... ......... 
#GL121_A  .......... .....T.... .......... ......... 
#GL121_B  .......G.. .......... .......... ......... 
#GL121_C  .......... .......... .......... ......... 
#GL121_D  .......... .......... .......... ......... 
#GL121_E  .......... .......... .......... ......... 
#GL144_A  .......... .......... .......... ......... 
#GL144_B  .......... ......V... .......... ......... 
#GL144_C  .......... ......V... .......... A........ 
#GL144_D  .......... .......... .......... A.....R.. 
#GL144_E  .......... .......... .......... ......... 
#GL25_A   .......... .......T.. .......... ......... 
#GL25_B   .......... .......... .......... ......... 
#GL25_C   .......... .......... .......... ......... 
#GL25_D   .......... .......... .......... ......... 
#GL25_E   .......... .......... .......... ......... 
#GL88_B   .......... .........F .......... ......... 
#GL88_C   .......... .......... .......... .......G. 
#Gl88_D   .......... .......... ...V...... ......... 
#GL88_E   .........G .......... .......... ......... 
#GL34_A   .......... ....G..... .......... ........D 
#GL34_B   .......... .......... .......... ......... 
#GL34_C   .......... V......... ........E. .....H... 
#GL34_D   .......... .......... .....T.... ......... 
#GL34_E   .......... .......... .F........ ......... 
#GL518_A  L......... .......... .......... ......... 
#GL518_B  .......... .......... .......... ......... 
#GL518_C  .......... .......... .......... .D....... 
#GL518_D  ......I... .......... .......... ......... 
#GL518_E  .......... .......... .......... ......... 
#GL279    .......... .......... .......... ......... 
#GL719_A  .......... .......... .......... ....G.... 
#GL719_B  .......... .......... .......... ......... 
#GL719_C  .......... .......... .......... ......... 
#GL719_D  .....G.... .......... .......... ......... 
#GLT2     .......... .......... .......... ......... 
#GLH13    .......... .......... .......... ......... 
#GLA2     .......... .......... .......... ......... 
#GLA9_A   .......... ...A...... ....G..... ........D 
#GLA9_B   .......... .......... K......... ......... 
#GLA9_C   ..N....... .......... .......... ......... 
#GLA9_D   ........V. .......... .......... A........                            
#GLA9_E   .......... .......... .......... .........  

 *  ตําแหนงนิวคลีโอไทดนับจาก start codon ของ coding region gene ใน reference strain X85958 



    

 

118 

ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

 นางสาวรัตนตพิร  โกสุวนิทร เกิดเมื่อวันที่ 14 กันยายน 2526 จังหวัดตาก สําเร็จการ 

ศึกษาปริญญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาชีววทิยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยนเรศวร           

ในปการศึกษา 2548 และเขาศึกษาตอในหลกัสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาวิชาปรสิตวิทยา

ทางการแพทย ภาควิชาปรสิตวิทยา คณะแพทยศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 

2550 
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