
                                                                      
 

การวิเคราะหจอีารเดีย แลมเบลีย ในระดับโมเลกุล จากตวัอยาง 

ที่ไดจากผูติดเชื้อในประเทศไทย 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
นางสาวรัตนตพิร  โกสุวนิทร 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

วิทยานิพนธนี้เปนสวนหนึง่ของการศึกษาตามหลกัสูตรปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต 

สาขาวิชาปรสติวิทยาทางการแพทย   ภาควิชาปรสิตวทิยา 

คณะแพทยศาสตร   จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

ปการศึกษา  2552 

ลิขสิทธิ์ของจฬุาลงกรณมหาวทิยาลยั 

 

 



 

 
MOLECULAR ANALYSIS OF Giardia lamblia  ISOLATED FROM INFECTED 

INDIVIDUALS IN THAILAND 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 Miss Rattiporn  Kosuwin 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

A Thesis Submitted in Partial Fulfillment of the Requirements 

for the Degree of Master of Science Program in Medical Parasitology  

Department of Parasitology 

Faculty of Medicine   

Chulalongkorn University 
Academic Year 2009 

Copyright of Chulalongkorn University 

 

 









    

 

ฉ 

                                                                                                              

กิตติกรรมประกาศ 
วิทยานิพนธนีส้ําเร็จลุลวงไดดวยความชวยเหลืออยางดียิง่ของผูชวยศาสตราจารย       

ดร.จตุรงค พทุธพรทพิย อาจารยที่ปรึกษา ภาควิชาปรสติวิทยา คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณ

มหาวิทยาลยั ที่ไดกรุณาใหความชวยเหลอื ความรู ขอแนะนาํในการแกปญหาตางๆ ในการศึกษา

วิจัยและใหความเมตตากรุณาตอขาพเจาเปนอยางดียิง่ ตลอดจนแกไขขอบกพรองวิทยานิพนธ

ฉบับนี้ใหสมบรูณมากยิง่ขึ้น ขาพเจาขอกราบขอบพระคณุเปนอยางสงูไว ณ ทีน่ี้ ขอกราบ

ขอบพระคุณ ศาสตราจารยนายแพทยสมชาย จงวุฒิเวศย รองศาสตราจารยณัฐรส จันทชุม ที่ได

กรุณาใหความรู สนับสนุน ความคิดเหน็ตางๆ ในการศกึษาวิจัย ตลอดจนแกไขขอบกพรอง

วิทยานิพนธมาดวยดียิง่ ขาพเจาขอกราบขอบพระคุณเปนอยางสงูไว ณ ทีน่ี้   

 ขอกราบขอบพระคุณผูชวยศาสตราจารยนายแพทยประเสริฐ สิทธิเจริญชัย ภาควิชา

ปรสิตวิทยา คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลยั และผูชวยศาสตราจารย นายแพทย 

เกรียงศักดิ ์ ลมิปกิตติกุล ภาควิชากุมารเวชศาสตรเขตรอน คณะเวชศาสตรเขตรอน 

มหาวิทยาลยัมหิดล ที่ไดกรุณาใหคําแนะนํา และแกไขวิทยานิพนธฉบับนี้ใหมีความถูกตองและ

สมบูรณมากยิง่ขึ้น 

 ขอขอบพระคุณ อาจารยสนุยี สีธรรมใจ ภาควิชาชีววทิยา คณะวทิยาศาสตร 

มหาวิทยาลยันเรศวร และคณุมาลี เจริญกร คุณอุรัสยา พัฒนวงศ คณุทวีศักดิ์ แซเตีย                         

คุณธงชัย หงสศรีเมือง ภาควชิาปรสิตวิทยา คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ที่ไดให

คําแนะนํา ความชวยเหลือ ดวยดีเสมอมา 

 ขอขอบพระคุณคณาจารย และเจาหนาที ่ภาควิชาปรสิตวิทยา คณะแพทยศาสตร 

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ทกุทานที่ไดเอื้อเฟอสถานที่ และเครื่องมือตางๆ ตลอดจนความ

ชวยเหลือในการศึกษาวิจัย       

 สุดทายนี้ขาพเจาขอกราบขอบพระคุณ บิดา-มารดา พีน่อง และเพื่อนๆ ทุกคนที่ให

กําลังใจ คําปรกึษาและใหการสนับสนนุขาพเจาในการทาํวทิยานพินธคร้ังนี้มาโดยตลอด 

 

 

 

 

 

 

 



 

สารบัญ 

 หนา 

บทคัดยอภาษาไทย………………………………………………………………………… ง 

บทคัดยอภาษาอังกฤษ................................................................................................ จ 

กิตติกรรมประกาศ...................................................................................................... ฉ 

สารบัญ...................................................................................................................... ช 

สารบัญตาราง……………………………………………………………………………… ฌ 

สารบัญภาพ……………………………………………………………………………….. ญ 

บทที ่
 

1. บทนํา................................................................................................................... 1 

2. เอกสารและงานวจิัยทีเ่กีย่วของ……………………………………………………….... 6 

         อนุกรมวิธานของโปรโตซัว Giardia lamblia ………………………………………. 6 

         การกระจายตัวทางภมูิศาสตรและที่มาของการแพรกระจายของเชื้อ   

       Giardia  lamblia……………………………………………….............................. 7 

         วงจรชีวติของ Giardia lamblia……………………………………………………… 10 

         สัณฐานวิทยาของ Giardia  lamblia……………………………………………….. 11 

         กระบวนการเขาซิสตของ Giardia lamblia (Encystation)………………………… 17 

       กระบวนการออกจากซิสตของ Giardia lamblia (Excystation) ……………………   19 

       ลักษณะทางพนัธุกรรมของ Giardia lamblia…………………………..……………    22 

         กลไกการแพรกระจายของเชื้อ Giardia lamblia……………………………………. 27 

         การกอพยาธิสภาพ ………………..………………………………………………… 34 

         อาการแสดงทางคลินกิ………………………………………………………………. 35 

         ระบบภูมิคุมกัน……………………………………………………………………… 36 

         การตรวจวินิจฉยัโรคทางหองปฏิบัตกิาร…………………………………………….. 38 

         การรักษา…………………………………………………………………………….. 40 

3. วิธีดําเนนิการวิจัย................................................................................................... 41 

          รูปแบบการวิจยั……………………………………………………………………... 41 

          วัตถุประสงคของการวิจัย…………………………………………………………… 41 

          คําจาํกดัความที่ใชในการวิจยั……………………………………………………… 41 

  

  



    

 

ซ 

บทที ่ หนา 

          ขนาดของกลุมประชากร……………………………………………………………. 42 

          เครื่องมือและสารเคมีที่ใชในการวจิัย………………………………………………. 42 

          การเกบ็ตัวอยางอุจจาระ…………………………………………………….……… 45 

          วิธีการนับจํานวนปรสิต Giardia lamblia …………………………….…………… 45 

          การสกดัดีเอ็นเอ…………………………………………………………………….. 46 

          การออกแบบ oligonucleotides สําหรับใชเปน PCR Primer……………………… 47 

          การเพิม่ปริมาณดีเอน็เอในหลอดทดลองโดยปฏิกริยาลูกโซโพลีเมอรเรส …………  48 

          การตรวจผลิตผล PCR โดยวิธ ีgel electrophoresis …………………………..… 49 

          วิธกีารทําโคลน (subclone) ……………………………………………..………… 50 

          การวิเคราะหลําดับเบสของ  ดีเอ็นเอ………………………………………………. 52 

          การจําแนกสายพนัธุ Giardia lamblia โดยวิธ ีPCR-RFLP…………………..…… 53 

4. ผลการทดลอง...........…................................………………………………………… 54 

         ผลการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยนี beta-giardin gene……………………………. 57 

         ผลการวิเคราะหสายพันธุ Giardia lamblia โดยเทคนิค PCR-RFLP……………….. 58 

         การวิเคราะหลักษณะอัลลีลที่พบทั้งหมดของยนี beta-giardin gene……………… 60 

        ผลการวิเคราะหสายวิวัฒนาการของ Giardia lamblia……………………………. 62 

         การวิเคราะหลําดับนวิคลีโอไทดของยีน beta-giardin …………………………….. 65 

5. สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ…………………………………….…… 79 

รายการอางองิ………………………………………………………………………..……. 84 

ภาคผนวก…………………………………………………………………………………… 100 

ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ............................................................................................ 118 

  

  

  

           

  

  

  

  

  

  

  



    

 

ฌ 

สารบัญตาราง 
 

ตารางที ่   หนา 

1. แสดงอัตราการติดเชื้อ G. lamblia ในกลุมประเทศตางๆ………….…..…... 9 

2. แสดง G. lamblia Assemblage and host range of isolate……….……. 24 

3. แสดงอัตราการติดเชื้อ G. lamblia Assemblage A และ B ในคน…….….. 31 

4. แสดงอัตราการติดเชื้อ G. lamblia subassemblage A และ B   

 ในสัตวเลี้ยงและสัตวปา……………………………….……………………. 32 

5. แสดงขอมูลทัว่ไปของกลุมตัวอยาง………………………………………… 56 

6. แสดงผลการวเิคราะหสายพนัธุ G. lamblia โดยวิธ ีPCR-RFLP………...… 58 

7. แสดงลักษณะอัลลีลที่พบทั้งหมดของยนี beta-giardin ใน Assemblage A 60 

8. แสดงลักษณะอัลลีลที่พบทั้งหมดของยนี beta-giardin ใน Assemblage B    61 
9. แสดงผลการการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของ G. lamblia …………….. 67 

10. แสดงรูปแบบการเปลี่ยนแปลงนวิคลีโอไทดของยีน beta-giardin ใน  

 Assemblage A……………………………………………………………... 68 

11. แสดงรูปแบบการเปลี่ยนแปลงนวิคลีโอไทดของยีน beta-giardin ใน   

 Assemblage B……………………………………………………………...   70 

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

 

 

 

 

 



    

 

ญ 

สารบัญภาพ 
 

ภาพที ่  หนา 

1. แสดงวงจรชวีติของเชื้อ G. lamblia …….………………………..…………….. 10 

2. แสดงแสดงลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ G. lamblia ในระยะโทรโฟซอยต…. 12 

3. แสดงลักษณะทางสัณฐานวทิยาของ G. lamblia ในระยะซิสต……………….. 13 

4. แสดงองคประกอบของ ventral disk  ………………………………………….. 15 

5. แสดงกระบวนการออกจากซสิต (excystation) ของ G. lamblia ……………… 20 

6. แสดงกระบวนการแบงตัวแบงตัวแบบ binary fission ของ G. lamblia ………. 21 

7. แสดงผลการวเิคราะหผลิตผล PCR……………………………………….……. 57 
8. แสดงผลการวเิคราะหผลิตผล PCR-RFLP จากการตัดดวยเอนไซม HaeIII…… 59 

9. แสดงผลการวเิคราะหผลิตผล PCR-RFLP ดวยเอนไซม HhaI……………….. 59 

10. แสดงผลการวเิคราะหสายววิัฒนาการของ G. lamblia……………………….. 64 

11. แสดงลําดับนวิคลีโอไทดและการแทนที่ของลําดับกรดอะมิโน                              

 ใน Assemblage A……………………………………………………………… 77 

12. แสดงลําดับนวิคลีโอไทดและการแทนที่ของลําดับกรดอะมิโน                              

 ใน Assemblage B…………………………………………………………….. 78 

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

 

 



 

 
บทที่ 1 
บทนํา  

                                                                                                                                        
Giardia sp. เปนแฟลกเจลเลตโปรโตซัว ทีด่ํารงชีวิตแบบปรสิตภายในลําไสของโฮสต                                 

เปนสาเหตุของโรคทองเสียในสิ่งมชีีวิตหลายชนิดทัง้ในสตัวเลี้ยงลกูดวยนม สัตวปกและ           

สัตวเลื้อยคลาน สามารถพบการแพรกระจายของ Giardia sp. ไดทั่วโลก Giardia sp. ถูกคนพบ                             

คร้ังแรกใน ค.ศ. 1681 โดย Van Leeuwenhoek ซึ่งพบปรสิตชนิดนี้ภายใตกลองจุลทรรศนจาก

อุจจาระของตนเอง (Dobell, 1920) แตผูที่นับวาเปนคนบรรยายลักษณะอยางละเอยีดของ                    

โปรโตซัวชนิดนี้เปนคนแรกในป ค.ศ. 1859 คือ Vilem Lambl ตอมาใน ป ค.ศ. 1888 Kunstler ได

ตั้งชื่อสกุล (genus) ชนิดนีว้า Giardia หลงัจากนัน้ Blanchard (1988) ไดเรียกชื่อสกลุใหมวา                                 

Lamblia  intestinalis ภายหลังไดมีการเปลี่ยนชื่อมาเปน Giardia duodenalis 

 จนกระทั่งในป ค.ศ. 1915  Stiles ไดเสนอใหใชชื่อ G. lamblia เพื่อเปนเกียรติแก

ศาสตราจารย A. Giard ที่ปารีสและนายแพทย Lambl ที่กรุงปราก แตก็ยังคงมีบางกลุมที่ใชชื่อ  

G. intestinalis ในปจจุบันพบวาชื่อ G. lamblia ไดรับการยอมรับและใชกันอยางแพรหลายในทาง

การแพทย จากการศึกษาในป ค.ศ. 1978 พบวา genus Giardia มีทั้งหมด 40 species โดยแยก

ตามชนิดของโฮสตเปนหลกั (Meyer และ Radulescu, 1978)  

 Filice (1952) ไดจําแนก Giardia sp. ออกเปน 3 species  โดยอาศัยลกัษณะรูปรางของ

โทรโฟซอยต (trophozoite) และมีเดียนบอดี (median body) โดยจําแนกไดเปน 1). G. lamblia 

ในระยะ trophozoite มีรูปรางคลายลกูแพร (pear-shape) หรือแมงดาทะเล ม ี1-2                  

median bodies ลักษณะคลายสันคอนตะปูมีงาม (claw-shape) พบไดในคนและสัตวเลี้ยงลกู

ดวยนมหลายชนิด 2). G. muris ระยะ trophozoite มีรูปรางอวนกลม median bodies มีขนาด

เล็กและรูปรางกลม พบในพวกสัตวแทะ (rodent) และ 3). G. agilis ระยะ trophozoite มีรูปราง

เรียวยาว (slender) median bodies คลายหยดน้าํตา (teardrop-shape) พบในพวกสัตวคร่ึงบก

คร่ึงน้ํา  

 ภายหลงัจากที่กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน (electron microscope) ไดถูกพัฒนาขึน้มา  

ทําใหสามารถศึกษาลักษณะรูปรางของปรสิต Giardia sp. ในระยะ trophozoite ไดอยางชัดเจน  

จึงสามารถจาํแนกไดอีก 2 species ไดแก G. psittaci ในระยะ trophozoite มีรูปรางคลายลกูแพร

หรือแมงดาทะเลและมีเงี่ยงดานขางทีจ่านเกาะ (ventro-lateral flange) ที่ไมสมบูรณและไมมีสวน

ของ marginal groove พบปรสิตชนิดนี้ในนกแกว (parakeet) (Erlandsen และ Bemrick, 1987)  
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อีกชนิดหนึง่ คือ G. ardeae ลักษณะของจานดูด (ventral disk หรือ adhesive disk) และ caudal 

flagellum คลายกับ G. muris พบไดในพวกนกกระสา (heron) (Erlandsen et al., 1990) และ 

species สุดทายคือ G. microti ถูกจําแนกโดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยาของซิสต (cyst) 

จากการศึกษาโดยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน พบวาในระยะ cyst ของ G. microti จะมี                  

ventral disk ที่สมบูรณแลว ขณะที ่cyst ของ G. lamblia ภายในจะไมมีสวนของ ventral disk 

(Feely, 1998) นอกจากนี้พบวา G. microti สามารถจาํแนกจาก G. lamblia ไดโดยการวเิคราะห

ลําดับเบสของยีน small subunit rRNA (van Keulen  et al., 1998) และมีโฮสตจําเพาะเปนพวก

หนนูา (vole) และหนทูี่มีขนาดใหญ (muskrats) 

 ตามที่ปรสิต Giardia sp. สามารถจาํแนกไดหลาย species พบวา G. lamblia (ชื่อพอง         

G. intestinalis, G. duodenalis) เปนเพยีง species เดียวเทานัน้ทีพ่บวาสามารถกอโรคในคนได 

โดย G. lamblia ติดอันดับ 1 ใน 10 ของโรคปรสิตที่สําคัญในคน สามารถพบการแพรกระจายไป

ทั่วโลกโดยเฉพาะในเขตที่มอีากาศอบอุน เชื่อวาในแตละปจะมีผูติดเชือ้ G. lamblia ทั่วโลก

ประมาณ 280 ลานรายตอป (Lane และ Lloyd, 2002) ทั้งนี้พบการแพรระบาดไดบอยในกลุม

ประเทศทีก่ําลงัพัฒนาโดยอาจพบอุบัติการณการติดเชื้อมากถงึรอยละ 20-30 ในขณะที่ประเทศที่

พัฒนาแลวมีอัตราการติดเชื้อตํ่าโดยพบประมาณรอยละ 2-5 (Marshall et al., 1997) จาก

รายงานขององคการอนามยัโลก (WHO) พบวาในแตละปมีผูติดเชื้อในเอเชีย แอฟริกา และลาติน

อเมริกา ถึง 200 ลานคน และมีผูติดเชื้อรายใหมถึง 500,000 รายตอป (WHO, 1996) รวมถึงยงั

เปนปรสิตทีพ่บการติดเชื้อไดบอยในกลุมสัตวเลี้ยง เชน สุนัข แมว และปศุสัตวตางๆ เปนตน 

รวมถึงในสัตวปาหลายชนิดอีกดวย  

 เนื่องจาก G. lamblia สามารถกอโรคไดในโฮสตหลายชนิด ลักษณะทางชีววิทยามวีงจร

ชีวิตเพียง 2 ระยะ คือ ระยะ trophozoite และระยะ cyst โดยไมตองอาศัยโฮสตตัวกลาง 

(intermediate host) ระยะ cyst มีความทนทานตอสภาวะแวดลอมภายนอกไดเปนอยางด ีจึงชวย

ให G. lamblia สามารถที่จะแพรกระจายหรือเกิดการตดิตอจากคนหนึ่งสูอีกคนหนึง่ไดโดยตรง 

สําหรับบทบาทการกอโรคของโปรโตซัว Giardia sp. จะไมมีการลุกลามของเชื้อเขาสูเนื้อเยื่อของ

โฮสต (non-invasive) แตจะอาศัยและเพิม่จํานวนแบบไมอาศัยเพศ อยูบริเวณเยื่อบุผิวลําไสเล็ก

สวนดูโอดีนมัของโฮสต กลไกทีท่ําใหเกิดโรคยังไมทราบแนชัด โดยผูทีต่ิดเชื้ออาจไมแสดงอาการแต

สามารถแพรกระจายเชื้อออกมาปนเปอนกับอุจจาระในรูปของ cyst และสามารถติดตอสูบุคคลอื่น

ได ผูติดเชื้อบางรายอาจมีอาการทองเสยีเฉียบพลนั (acute diarrhea) หรือทองเสียเรื้อรัง (chronic 

diarrhea) ซึ่งอาการของโรคจะเริ่มข้ึนภายใน 1-2 สัปดาห หลังจากกลนื cyst เขาไป รวมทัง้อาจมี

อาการปวดทอง คลื่นไส อาเจียน เกิดภาวะสูญเสียน้าํ (dehydration) และน้าํหนักลด (Thompson 

และ Meloni, 1993) 
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 อยางไรก็ตามมีการศึกษาเมือ่เร็วๆ นีท้ําใหเกิดความเขาใจเกี่ยวกับกลไกในการกอโรคของ    

G. lamblia มากขึ้น โดยพบวาปรสิตชนิดนี้จะมกีารปลอยสารบางอยางออกมากระตุนการทํางาน

ของเยื่อบุผิวทีบ่ริเวณลําไสเล็ก ทําใหเกิดภาวการณทํางานของเยื่อบุผนังลาํไสบกพรอง โดยพบวา 

peripheral membrane protein และ zonula occludens -1 (ZO-1) ซึ่งเปนโปรตีนทีม่ี

ความสาํคัญในการควบคุมการทาํงานของเยื่อบุผวิ จะถกูทําลายทําใหเกิดการอักเสบของเยื่อบุผิว

ในลําไสเล็ก สงผลใหกระบวนการยอยอาหารและดูดซมึสารอาหารเกิดความผิดปกติ (Chin et al., 

2002) 

 ความรุนแรงของโรคขึ้นอยูกบัหลายปจจัย เชน ความสามารถในการกอโรคของเชื้อ ภาวะ

ดานโภชนาการและภูมิคุมกันโรคของโฮสต (Chin et al., 2002) การมกีรดนอยหรือไมมีกรดใน

กระเพาะอาหาร (achlorhydria) รวมไปถงึการติดเชื้อปรสิตอื่นๆ ที่เกีย่วของกับระบบทางเดิน

อาหารรวมดวย เชน พยาธิปากขอ (hookworm)หรือ Hymenolepis sp. เปนตน (Sackey, Weigel 

และ Armijos, 2003) ในเด็กเล็กมีสวนทาํใหพัฒนาการในการเจริญเตบิโตต่ํากวาในเด็กปกติ 
นอกจากปจจยัดังกลาวแลว สาเหตุทีท่ําใหปรสิต G. lamblia สามารถพบการแพรกระจายไปทั่ว

โลกหรือมีความสามารถในการกอใหเกิดความรนุแรงของโรคไดนั้น เนือ่งจาก cyst มีความทนทาน

ตอสภาวะสิ่งแวดลอม สามารถดํารงชีวิตอยูไดนานหลายสัปดาหหรือนานเปนเดือน รวมถงึมีความ

ทนทานตอคลอรีนในน้าํประปา การที ่cyst ของ G. lamblia สามารถเจริญเปนระยะตดิตอไดทันที

หลังจากที่ปนเปอนออกมาพรอมกับอุจจาระ (Rendtorff, 1954) นับเปนปจจัยเอื้ออํานวยตอการ
แพรกระจายสูโฮสตอ่ืนไดรวดเร็วขึ้นและสามารถกอโรคไดแมวาโฮสตจะไดรับ cyst จํานวนนอย

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

การแพรระบาดของเชื้อสามารถติดตอไดจากการรับประทานอาหารหรือด่ืมน้ําที่มีการ

ปนเปอนของ cyst ระยะติดตอ สาเหตหุลกัของการแพรระบาดทางน้ํา (waterborne outbreak) 

มักเกิดจากการที่ไมมีระบบการบําบัดน้าํเสยีกอนปลอยจากโรงงานอุตสาหกรรม โรงพยาบาลหรือ

จากบานเรือนของประชาชนลงสูแหลงน้าํตางๆ การบริโภคพืชผักผลไมสดพบวามีความเสีย่งใน

การติดเชื้อ giardia ได เนื่องจากมีการปนเปอนของ cyst ในแหลงน้ําทีน่ํามาใชในดานการเกษตร 

ในป ค.ศ. 2004 พบการแพรระบาดของโรคติดเชื้อทางเดินอาหารในผูปวยถงึ 1,450 ราย ในมลรัฐ

โอไฮโอ สหรัฐอเมริกา โดยพบวาสาเหตุเกดิจากการติดเชื้อ G. lamblia รวมกับเชื้อชนิดอื่นๆ   

(O'Reilly, 2007) ตอมาพบรายงานการระบาดครั้งใหญในรัฐเวอรมอน พบอัตราการติดเชื้อถึง             

30 รายตอประชากร 100,000 ราย ซึ่งนบัวาเปนอัตราการติดเชื้อสูงสดุในรอบ 3 ป (Jonathan                               
และ Michael, 2007) ในกลุมนักทองเที่ยวธรรมชาติที่บริโภคน้ําในแมน้าํลําธาร พบวามีความเสี่ยง

ตอการติดเชื้อดวยเชนกัน  
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นอกจากนี ้Giardia sp. ยังสามารถติดตอไดจากคนหนึ่งสูอีกคนหนึง่ (person to person 

transmission) มักพบอัตราการติดเชื้อสูงในเด็ก อายุต่ํากวา 15 ป โดยเฉพาะในสถานที่มีความ

เปนอยูอยางแออัดที่มีสุขภิบาลไมดี เชน ในสถานที่เลี้ยงเด็กออน สถานรับเลี้ยงเด็กกําพราตางๆ 

โดยมีรายงานความชกุในเดก็อาย ุ1-5 ป ที ่Mount Isa ประเทศออสเตรเลียโดยพบอัตราการ                

ติดเชื้อรอยละ 8.5 และจากรายงานของ Harter และคณะ ทีท่ําการสาํรวจในรัฐวอชงิตันพบความ

ชุกของปรสิต G. lamblia ในเด็กเล็ก 1-3 ป ถึงรอยละ 7 (Harter, Frost และ Jakubowski, 1982) 

เชื่อกันวาการติดตอจากคนหนึง่ไปสูอีกคนหนึ่งมีบทบาทสําคัญในการแพรกระจายเชื้อเปนอยาง

มากเนื่องจากสามารถที่จะแพรกระจายเชือ้ไปยังคนในครอบครัวหรือผูที่อยูใกลชิดได นอกจากนี้ใน

กลุมรักรวมเพศชายพบวามคีวามเสีย่งตอการติดเชื้อ G. lamblia โดยไดรับเชื้อที่ปนเปอนมากับ

อุจจาระ 

สําหรับในประเทศไทยโรคตดิเชื้อ Giardia sp. หรือ giardiasis นับวาเปนปญหาที่สาํคัญ

ทางสาธารณสุข โดยจากการสํารวจความชุกในสถานเลี้ยงเด็กกําพรา 25 แหง ในกรุงเทพฯ พบ

ความชกุของปรสิต G. lamblia รอยละ 20 และพบวามกีารติดเชื้อรวมกับ Cryptosporidium อีก       

รอยละ 1 (Janoff, 1990a) และในสถานเลี้ยงเด็กกําพรา จงัหวัดเชียงใหม พบการติดเชื้อในเด็ก

เล็กรอยละ 40 (นิมิต  มรกต และคณะ, 2533) ในป ค.ศ. 2003  ไดมีการสํารวจความชุกในเดก็

นักเรียนอาย ุ5-7 ป ที่อาศัยอยูในเขตชนบทของ จังหวัดสมุทรสาคร พบอัตราการติดเชื้อ                  

G. lamblia รอยละ 6.5 โดยผูติดเชื้อทั้งหมดไมแสดงอาการ (Wongjindanon et al., 2005) 

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

เชื้อ G. lamblia รอยละ 13.6 และมีการตดิเชื้อรวมกับปรสิตในลําไสชนิดอื่นๆ อีกรอยละ 3.8 

(Wongstitwilairoong et al., 2007)  

 เนื่องจาก G. lamblia เปนปรสิตที่มีโฮสตหลายชนดิ มคีวามหลากหลายทางพนัธกุรรมสูง 

บางชนิดมีความสามารถในการติดตอระหวางคนและสัตวได (zoonotic) ภายหลงัจากที่มี

ความกาวหนาทางเทคโนโลยีชีวโมเลกุล จงึไดมีการประยุกตใชเทคนิคตางๆ เชน PCR, PCR-

RFLP และ DNA sequencing เปนตน มาทําการศึกษาลักษณะทางพนัธุกรรมของ G. lamblia 

กันอยางแพรหลาย โดยพบวา G. lamblia มีลักษณะทีเ่ปน species complex สามารถจําแนกได

เปน 7 กลุมหรือ Assemblage ไดแก Assemblage A, B, C, D, E, F และ G ซึ่งพบวา 

Assemblage A และ B เทานั้นที่สามารถกอโรคในคนได รวมถงึสัตวเลี้ยงลูกดวยนมหลายชนิด 

เชน สุนัข แมว และวัวควาย เปนตน  
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 ปจจุบันไดมีรายงานพบการติดเชื้อรวมกันระหวางคนและสัตวเลี้ยง โดยเฉพาะในสนุขัซึ่งมี

ความใกลชิดกบัคน ในป ค.ศ. 2004 Traub และคณะ ไดทําการศึกษาสายพนัธุ G. lamblia จาก

ตัวอยางทีพ่บในคนและสนุัข ในแถบชนบทแหงหนึง่ของรฐัอัสสัม ประเทศอินเดีย พบการติดเชื้อ 

Assemblage A และ B ในคนและสุนัขทีอ่าศัยอยูบริเวณใกลเคียงกนั เชนเดียวกนักับรายงานที่

พบในประเทศไทย โดยจากการศึกษาตัวอยางที่ไดจากสุนัขที่อาศยัอยูในบริเวณวัด 20 แหง       

ทั่วกรงุเทพฯ และตัวอยางจากคนที่อาศัยอยูบริเวณใกลเคียง พบวาสุนขัสามารถที่จะแพรกระจาย

เชื้อ G. lamblia มาสูคนได (Inpankaew et al., 2007) อยางไรก็ตามพบวาการศึกษาทางระดับ

พันธกุรรมของ G. lamblia ในประเทศไทยยังมีอยูอยางจาํกัด เนื่องจากการศึกษาสวนใหญให

ความสาํคัญในเรื่องของอัตราความชุกในการเกิดโรค ดังนั้นการศึกษาในครั้งนี้จงึมวีัตถุประสงค

เพื่อจําแนกลักษณะทางพันธกุรรมของ G. lamblia ซึ่งจะเปนประโยชนในการปองกนัและการ

ควบคุมโรค รวมถงึเพื่อใหเกิดเปนองคความรูใหมที่จะนาํไปสูการศึกษาที่มีประโยชนตอไป  
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บทที่  2 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 
 
อนุกรมวธิานของโปรโตซวั Giardia lamblia  

  

Giardia lamblia เปนโปรโตซัวชนิดหนึง่ จดัอยูในกลุมยคูาริโอต (eukaryote) ซึ่งมี

องคประกอบของเยื่อหุมนวิเคลียส (nuclear membrane) นับวาเปนปรสิตจําพวกโปรโตซัวของคน

ชนิดแรกที่มกีารคนพบ สามารถจัดหมวดหมูในอนุกรมวิธานจากคุณลักษณะทางสณัฐานวิทยา 

ชีววทิยา ตลอดจนปรสิตวิทยา ไดดังนี ้

Kingdom Protista 

    Subkingdom Protozoa  

                Phylum Sarcomastigophora 

                       Subphylum Mastigophora   

          Class Zoomastigophora 

      Order Diplomonadida 

                                     Family Hexamitidae 

    Genus Giardia      

เชื้อโปรโตซัวใน genus Giardia ในอดีตเชื่อวาประกอบดวย species ประมาณ 40 ชนิด 

โดยแบงตามชนิดของโฮสตทีพ่บ ซึง่มทีั้งชนดิที่พบในคน สัตวเลี้ยงลกูดวยนม สัตวปก และสัตวคร่ึง

บกครึ่งน้าํ (Thompson, 1990) ตอมาจากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและการวิเคราะห

ทางลําดับนิวคลีโอไทด สามารถจําแนกไดเปน 6 species ไดแก G. muris, G. agilis, G. ardea,                     

G. psittaci, G. microti  และ G. lamblia โดยพบวามเีพียง G. lamblia species เดียวเทานั้นที่

สามารถกอโรคไดในคน รวมถึงในสัตวเลีย้งลูกดวยนมอีกหลายชนิด เชน สุนัข แมว สัตวในปศุสัตว 

และสัตวปาบางชนิด เปนตน (Filice, 1952 ; Erlandsen และ Bemrick, 1987 ; Erlandsen et al., 

1990 ; Feely, 1988 ; van Keulen et al., 1988) 
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การกระจายทางภูมศิาสตรและที่มาของการแพรกระจายของเชือ้ Giardia lamblia 
 

G. lamblia  เปนแฟลกเจลเลตโปรโตซัวในลําไสของคนที่ไดรับการวนิจิฉัยบอยที่สุด 

สามารถพบการแพรกระจายไดทั่วโลกโดยเฉพาะในเขตที่มีอากาศอบอุน หรือพืน้ที่บริเวณเสนรุงที่

หางออกจากเสนศูนยสูตรของโลก 23 องศา 27 ลิปดา ครอบคลุมไปถึงบริเวณขั้วโลกเหนือ มกัพบ

การติดเชื้อในเด็กเล็กมากกวาผูใหญ พบการติดเชื้อในเด็กเล็กทัว่โลกรอยละ 1-36 หรืออาจสูงถงึ   

รอยละ 72 (Environmental Protection Agency, 1998) โดยอัตราการติดเชื้อข้ึนอยูกับกลุมอายุ

หรือพื้นที่การระบาดของโรค พบการติดเชื้อไดบอยในสถานรับเลี้ยงเด็กออน หรือในสถานเลี้ยงเด็ก

กําพรา รวมถึงในชุมชนแออัดที่มีการจัดการดานสุขภิบาลไมดีนัก มีรายงานพบความชุกรอยละ   

2-5 จากการตรวจโรคปรสิตในอุจจาระในกลุมประเทศอุตสาหกรรม และรอยละ 20-30 ในประเทศ

ที่กําลงัพัฒนา (Marshall et al., 1997) 

 การแพรกระจายของเชื้อ G. lamblia เกิดจากการรับประทานอาหารหรือด่ืมน้ําทีม่ีการ

ปนเปอนของ cyst ระยะติดตอ โดยสาเหตุเกิดจากหลายปจจัย ซึ่งพบวาเชื้อสามารถแพรกระจาย

จากคนหนึ่งสูอีกคนหนึ่งไดโดยตรง อัตราการติดเชื้อจะแตกตางกนัออกไปในแตละพื้นที่                           

(ดังแสดงในตารางที่ 1) เชน สถานรับเลี้ยงเด็กกําพราในสหรัฐอเมริกา มีรายงานการติดเชื้อในเด็ก

เล็กอายุต่าํกวา 5 ป โดยมีอัตราความชกุรอยละ 7- 54 จากขอมูลนีช้ี้ใหเหน็วาอาจมเีด็กเล็กใน

สถานเลี้ยงเด็กกําพราทั่วทั้งอเมริกาติดเชือ้ G. lamblia 155,000 ถึง 1,198,000 ราย ซึ่งเด็กที่ตดิ

เชื้อสวนใหญจะไมแสดงอาการ(asymptomatic) อยางไรก็ตามพบวาเด็กเล็กที่แสดงอาการ 

(symptomatic) และไมแสดงอาการสามารถที่จะแพรกระจายเชื้อไปยงัสมาชกิที่อยูในครอบครัว

รวมถึงพี่เลี้ยงที่ดูแลเด็กได โดยพบอัตราการติดเชื้อในกลุมนี้สูงถึงรอยละ 5-35 (Environmental 

Protection Agency, 1998) ป ค.ศ. 1998 จากการตรวจวินิจฉยัของเหลวที่ไดจากลาํไสผูปวยที่

เปนเด็กเลก็ 112 ราย ในประเทศโปแลนด ซึ่งทุกรายมีอาการปวดชองทองเรื้อรังพบการติดเชื้อ    

77 ราย หรือรอยละ 68 (Skorochodzki  et al., 1988) จากการสาํรวจความชกุในประเทศอังกฤษ

พบอัตราการตดิเชื้อในเด็กเลก็รอยละ 23.7 และไมแสดงอาการทางคลินิก โดยมีสาเหตุมาจากการ

ไดรับเชื้อที่ปนเปอนอยูในแหลงน้าํตางๆ (Gray และ Rouse, 1992) พบอัตราการติดเชื้อสูงในกลุม

เด็กเล็กอายุ 1-5 ป รอยละ 2-46 ในประเทศออสเตรเลีย (Thompson, 1994) จากการศึกษา

ระบาดวิทยาโดยวิธีเซรุมวิทยา (seroprevalence study) ในกลุมเด็กเล็กอาย ุ0-6 เดือน ของ

ประเทศเปรู (Miotti et al., 1986) พบความชุกรอยละ 40 และมีการติดเชื้อซํ้า (reinfection) ขึ้นใน

ผูปวย แตในบางรายพบวามอีาการทองเสยีเรื้อรัง (chronic diarrhea) ในประเทศเยอรมัน ป ค.ศ. 

2006 พบผูติดเชื้อรอยละ 62 โดยสวนใหญเปนเด็กเลก็อายุ 1-5 ป (Sagebie et al., 2009) สําหรับ

รายงานความชุกของปรสิต G. lamblia ในประเทศไทยจากการสํารวจสถานเลี้ยงเด็กกําพราใน  
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จังหวัดนนทบรีุ พบการติดเชื้อรอยละ 6.4 (Jongwutiwes et al., 1990) ในป ค.ศ. 2002 จากการ

สํารวจความชกุของการติดเชื้อปรสิตในลําไสของเด็กนักเรียนในจงัหวัดนาน จากตัวอยางทัง้หมด 

1,010 ราย พบการติดเชื้อ G. lamblia รอยละ 5.3 นอกจากนี้ยงัพบการติดเชื้อรวมกับปรสิตชนดิ

อ่ืนๆ ไดแก Ascaris lumbricoides, hookworm และ Trichuris trichiura โดยพบการติดเชื้อ              

รอยละ 21.7, 18.5 และ 16.3 ตามลําดับ (Waikagul et al., 2002) นอกจากนี้ในกลุมชายรักรวม

เพศ พบวามีความเสีย่งตอการติดเชื้อดวยเชนกนั เนื่องจากไดรับ cyst ที่ปนเปอนออกมากับ

อุจจาระ 

การแพรกระจายของเชื้อทางน้าํ ทั้งในน้าํที่ใชในการอุปโภคบริโภค น้ําเสีย ตลอดจนในสระ

วายน้ํา พบวาเปนสาเหตุหลกัของการติดเชื้อและกอใหเกิดปญหาทางดานสาธารณะสุขในประเทศ

อุตสาหกรรมหลายๆ ประเทศ เชน ประเทศอังกฤษ สวเีดน แคนาดาและอเมริกา เปนตน

(Ljungstrom และ Castor, 1992 ; Moore et al., 1993) โดยพบวาของเสียที่ไดจากมนษุย เปน

ปจจัยสําคัญทีท่ําใหเกิดการปนเปอน cyst ของ G. lamblia ในแหลงน้าํตางๆ ซึ่งจากการสํารวจ

แหลงน้ําเสียในประเทศแคนาดาและอิตาล ีพบความชกุของ G. lamblia สูงถงึรอยละ 73-100 

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

การแพรกระจายของเชื้อทางน้าํที่เมือง Bergen ประเทศนอรเวย โดยพบวามีผูติดเชื้อถึง 1,500 

ราย และทุกรายมีอาการทองเสีย (Robertson et al., 2006) นอกจากนี้แลวในกลุมนักทองเที่ยว

ธรรมชาติทีน่ิยมดื่มน้ําจากแมน้ําหรือลําธาร พบวามีความเสี่ยงตอการติดเชื้อดวยเชนกนั เนื่องจาก

อาจเกิดการปนเปอนของ cyst ในแหลงน้าํจากสัตวปาบางชนิดที่เปนโฮสต เชน muskrat บีเวอร 

และกวาง เปนตน ซึง่จากการสํารวจในกลุมนักทองเที่ยวใน รัฐเซนตปเตอรสเบิรก ประเทศรัสเซีย 

พบผูปวยมีการติดเชื้อแบบแสดงอาการถึงรอยละ 95 (Adam, 1991) 

การแพรระบาดของเชื้อโดยการปนเปอนของ cyst ในอาหาร เชน น้าํแข็ง ผักผลไม หรือ

สลัด ในอเมรกิาพบวาในแตละปมีผูติดเชื้อถึง 225,000 ราย นอกจากนี้แลว การแพรกระจายของ

เชื้อ G. lamblia ยังสามารถเกิดการติดตอระหวางสัตวมาสูคน (animal to human) ไดอีกดวย 

เนื่องจากปรสติ G. lamblia มีความหลากหลายภายใน species โดยบางสายพนัธุสามารถที่จะกอ

โรคไดในโฮสตหลายชนิด เชน ในคน สนุัขและแมว เปนตน ซึง่เปนสัตวเลี้ยงที่มีความใกลชิดกับคน 

จึงมีโอกาสที่คนจะไดรับเชื้อจากสัตวเลีย้งเหลานี้ โดยมีรายงานพบการติดเชื้อรวมกันระหวาง                

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 ในกลุมประเทศตางๆ 
 

ประเทศ 
กลุม

ประชากร 
จํานวน    
ประชากร 

อายุ    
(ป) 

ความ
ชุก      
(%) 

อางอิงจาก 

ประเทศที่พัฒนาแลว 

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 

ประเทศที่ดอยพัฒนา 

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 มีวงจรชวีิตที่อาศัยโฮสตเพียงโฮสตเดียว ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ    

โปรโตซัวชนิดนี้มี 2 ระยะ คือ ระยะ cyst และระยะ trophozoite วงจรชีวิตเริ่มตนจากการที่โฮสต

รับประทานอาหารหรือด่ืมน้ําที่มีการปนเปอนของ cyst ระยะติดตอเขาไปลงสูกระเพาะอาหาร เมื่อ

ผานเขาสูลาํไสเล็กสวนดูโอดีนัม trophozoite จะออกจาก cyst โดยโผลที่ขั้วใดขั้วหนึ่งของ cyst 

และเริ่มแบงตัวขณะที่กาํลังออกจาก cyst (excystation) (Meyer และ Radulescu, 1978 ;       

Al-Tukhi, Al-Ahdal และ Peters, 1991) 

trophozoite จะเริ่มแบงตัวจาก 1 เปน 2 ตามแนวยาว (longitudinal binary fission) แลว

เพิ่มจํานวนอยางรวดเร็ว และอาศัยอยูบริเวณเยื่อบุผิวของลําไสเล็กสวนดูโอดีนมั กระบวนการเขา 

cyst (encystation) จะเกิดขึ้นเมื่อ trophozoite เคลื่อนที่ผานเขาสูลําไสเล็กสวนลาง หลังจากนั้น 

cyst จะปนเปอนออกมากับอุจจาระและแพรกระจายสูสิง่แวดลอมตอไป 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
                       

         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 เมื่อมองจากดานทองมีรูปรางคลายลูกแพร         

(pear-shaped) หรือรูปหยดน้ําตา มีขนาดความยาว 12-15 ไมโครเมตร และความกวางประมาณ 

5-9 ไมโครเมตร โครงสรางค้าํจุนรางกาย (cytoskeletion) ประกอบดวย median body                         

แฟลเจลลา (flagellar) จํานวน 4 คู และสวนของ ventral disk 

median bodyเปนโครงสรางที่อยูกึ่งกลางลําตัวและอยูบริเวณสวนหลังของ caudal 

flagella ซึ่งเปนลักษณะเฉพาะของปรสิต Giardia sp. และเปนโครงสรางสําคัญในการใชจําแนก 

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

มี 2 อัน ลักษณะรูปรางคลายคอนถอนตะปู หนาที่ของ median body ยังไมทราบแนชัด แตพบวา

ที่บริเวณนี้มี giardin (Crossley et al., 1986) และ tubulin (Feely,  Schollmeyer และ 
Erlandsen, 1982) จึงมีความเปนไปไดวา median body มีหนาที่เกี่ยวของกับ ventral disk 

นอกจากนี้ภายใน median body ยังประกอบไปดวยกลุมของไมโครทิวบูล (microtubules) ซึ่งทาํ

หนาที่ชวยเสรมิแรงในการสะบัดของ caudal flagella 

 trophozoite มีแฟลเจลลาในการเคลื่อนทีจ่ํานวน 4 คู (8 เสน) โดยมี 2 คู ที่ตําแหนงของ 

basal body ใกลๆ กับตําแหนงกึง่กลาง (midline) และที่ตําแหนง anteroventral ไปยังนวิเคลียส 

โดยจะโผลออกมาที่บริเวณสวนหนา สวนทาย สวนหางและบริเวณดานทองของ trophozoite  

แฟลเจลลามหีนาที่สาํคัญในการเคลื่อนไหว แตไมเกี่ยวของกับการยึดเกาะกับผนงัลาํไสเล็กของ

โฮสต 
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   A         B    
     ภาพที่ 2 แสดงลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ G. lamblia ในระยะ trophozoite ภายใตกลอง   

     จุลทรรศนธรรมดา (A) และภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนชนิดลําแสงสองกราด (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 เปนการเปลีย่นรปูมาจากระยะ trophozoite โดยมีการดงึแฟลเจลลากลบัเขา

ไปในไซโตพลาสซึม แลวหลัง่สารออกมาหอหุมตัวเองจนกลายเปน cyst โดย cyst ของ G. lamblia 

รูปรางกลมรี มีขนาดประมาณ 5 -10 ไมโครเมตร cyst ออนมี 2 นิวเคลียส และเมื่อเจริญเปน cyst 

ระยะติดตอจะมี 4 นวิเคลียส สามารถสังเกตเห็นแอกโซนมี (axoneme) เปนเสนพาดกลาง cyst 

ตามแนวยาว median body ที่พบในระยะ trophozoite จะสลายและกระจัดกระจายกลายเปน   

ไมโครทิวบูลอยูในไซโตพลาสซึม ระยะ cyst จะพบ median body 2 อัน 

 cyst wall มีความหนาประมาณ 0.3-0.5 ไมโครเมตร ประกอบไปดวย cyst wall สวนใน 

(inner membrane layer) และ cyst wall สวนนอก (outer filamentous layer) โดย cyst wall  

สวนนอกมีองคประกอบของเสนใย (filament) 7-20 ไมโครเมตร (Erlandsen, Bemrick และ 

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

(Erlandsen et al., 1990) รวมถงึองคประกอบจําพวกน้าํตาล galactosamine ในรูปของ           

N-acetylgalactosamine (GalNAC) (Jarroll et al., 1989) พบวาอัตราการเกิดเมตาบอลิซึมใน 

cyst มีเพียงรอยละ 10 -20 ของที่พบในระยะ trophozoite (Paget et al., 1989) นอกจากนี้ยงั 

 

  1 μm  1 μm 
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พบวากระบวนการหายใจ (respiration) ของ cyst และ trophozoite สามารถถูกกระตุนไดโดย        

ethanol ในขณะที่กลูโคส (glucose) สามารถกระตุนใหเกิดกระบวนการนี้ไดในระยะ         

trophozoite เทานั้น 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
       A                 B 
 
ภาพที ่3 แสดงลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ Giardia sp. ในระยะ cyst ภายใตกลองจุลทรรศน

ธรรมดา (A) และภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนชนิดลําแสงสองกราด (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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โครงสรางคํ้าจุน (Cytoskeleton) และการเคลื่อนทีข่อง Giardia lamblia  
 

เนื่องจาก G. lamblia เปนปรสิตที่ไมมีการแพรกระจายหรือลุกลามเขาสูเซลล รวมถึงยัง 

ไมมีการศึกษาในเรื่องของการมีตัวรับ (receptor) เพื่อใชในการยึดเกาะกับผนงัลําไสของโฮสต 

อยางไรก็ตามเชื่อวา ventral disk เปนสวนที่สําคัญในการทําหนาที่เปนโครงสรางค้ําจนุภายใน

เซลล ในระยะ trophozoite โปรโตซัว G. lamblia จะอาศัยและเพิ่มจาํนวนอยูบริเวณผนังลาํไสเลก็

สวนเจจูนัม โดยจะใชสวนของ ventral disk เกาะกับผนงัลําไสเล็กของโฮสตและดูดสารอาหารที่

จําเปนจําพวกน้ําตาลกลูโคส  

ventral disk เปนโครงสรางเฉพาะที่พบในปรสิต G. lamblia ทําหนาทีเ่ปนโครงสราง          

ค้ําจุนภายในไซโตพลาสซมึ โดยพบวาที่บริเวณผิวหนาของ ventral disk จะมีลักษณะเปนสวนเวา

และมีความลกึประมาณ 0.4 ไมโครเมตร ที่ปลายของสวนเวาจะมี lateral crest และ ventral 

lateral flange อยูบริเวณรอบๆ ventral disk (Erlandsen และ Chase, 1974) 

ภายใน ventral disk ประกอบดวยโปรตีนแอกติน (actin), แอลฟาแอกตินิน (α-actinin), 

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

1982) ทําหนาที่เกี่ยวของกบักระบวนการทางชีวเคมีในการหดตัวของ ventral disk ขณะที่ยึดเกาะ

กับผนงัลําไสโฮสต โดยความสามารถในการยึดเกาะของ G. lamblia ขึ้นอยูกับกระบวนการ        

เมตาบอลิซึม ซึ่งพบวาสามารถถูกยับยั้งไดเมื่ออยูในสภาวะที่อุณหภูมติ่ํากวา 37 องศา เมื่อมี

ระดับออกซิเจนสูงขึน้หรือเมือ่ความเขมขนของ cysteine ลดลง (Gillin และ Diamond, 1981 ; 

Gillin และ Reiner, 1982) 

จากการศึกษาดวยกลองจุลทรรศนกําลงัขยายสงูพบวา ventral disk ประกอบไปดวยกลุม

ของไมโครทิวบูล โดยประกอบไปดวย 13 protofilaments ไมโครทิวบูลเหลานี้เปนสวนฐานของ                    

ไมโครริบบอน (microribbons) หรือ dorsal ribbons ซึ่งจะมีลักษณะตั้งฉากกับเมมเบรน โปรตีนที่

เปนองคประกอบของไมโครริบบอน ไดแก โปรตีนในกลุมของ giardins ประกอบไปดวย                   

α1-giardin, α2-giardin, β -giardin และ γ-giardin โดยโปรตีนเหลานี้จะเรียงตัวเปนแนวยาวที่

บริเวณขอบของไมโครริบบอน แตจะไมพบในไมโครทิวบูล (Peattie et al., 1989) จากการศึกษา

พบวา α1-giardin และ α2-giardin มีลําดบันิวคลีโอไทดและกรดอะมิโนเหมือนกันถงึรอยละ 80 

สวนโปรตนี β-giardin และ γ-giardin จะมลีักษณะทีเ่ฉพาะแตกตางกันออกไป (Alonso และ 

Peattie, 1992) 
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สําหรับโปรตีนที่คุณสมบัติในการเปนแอนติเจนคลายกบั β-giardin แตมีขนาดใหญกวา 

ไดถูกจําแนกใหเปนกลุมของ cytoskeleton protein (head stalk protein) โดยมีขนาด 183 kDa 

ซึ่งมีรูปรางเปน long coiled-coil stalk และ N-terminal hydrolytic domain (Marshall และ 

Holberton, 1995)   

 

 

 

 

 

 

 

 

      ภาพที ่4 แสดงองคประกอบของ ventral disk ไดแก microtubules (MT)                                    

         และ microribbons หรือ dorsal ribbons (DR). 

                   ที่มา : (Adam, 2001) 

 

tubulin จะไมพบในไมโครรบิบอนแตจะพบในสวนของไมโครทิวบูล โดยไมโครทิวบลูที่  

บริเวณ ventral disk และแฟลเจลลา ประกอบไปดวย β-tubulin และ α-tubulin ในขั้นตอน 

posttranslation เพื่อทาํการสังเคราะหโปรตีน tubulins จะประกอบไปดวยกระบวนการ 

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

benzimidazole เปนสารประกอบที่สามารถยับยั้งกระบวนการตางๆ เหลานี้ของ G. lamblia ไดทั้ง

ในหลอดทดลอง (in vitro) และในสัตวทดลอง (in vivo) (Chavez, Cedillo-Rivera และ Martinez-

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

ในระยะ trophozoite เมื่อไดรับ albendazole ซึ่งเปน benzimidazoles ชนิดหนึง่ จะ

สูญเสียความสามารถในการยึดเกาะกบัผนังลาํไสของโฮสต (Edlind, Hang และ Chakraborty, 

1990) แตไมมีผลตอการทํางานของแฟลเจลลา จงึช้ีใหเหน็ถึงความแตกตางระหวาง tubulin ทีพ่บ

ใน ventral disk กับแฟลเจลลา (Feely, Schollmeyer และ Erlandsen, 1982) โดยพบวา

ความสามารถในการยึดเกาะเกิดขึ้นไดแมจะปราศจากการทํางานของแฟลเจลลา ดังนัน้      

ventral disk จึงมีความสําคัญในการยึดเกาะกับพืน้ที่ผวิ แตแฟลเจลลาไมไดมีหนาที่เกี่ยวของใน

กระบวนการดงักลาว 
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เมื่อ trophozoite สัมผัสกับ albendazole เปนเวลา 24 ชั่วโมง พบวา ventral disk เร่ิมที่

จะแตกออกเปนชิ้นๆ มีการยายตําแหนงของไมโครริบบอนและไมโครทวิบูล นอกจากนี้ยังพบความ

หนาแนนของอิเล็กตรอนเปนจํานวนมากที่บริเวณไมโครทิวบูลและไมโครริบบอน แตในโครงสราง

อ่ืนๆ ทีม่ี tubulin จะพบวามคีวามหนาแนนนอยกวา เชน median body และแฟลเจลลา จะเหน็ได

วา albendazole มีผลตอไมโครริบบอนอยางชัดเจน  

vinculin เปนโปรตีนชนิดหนึง่ ซึง่รวมตัวกบั α-actinin ทําหนาที่เปนตัวเชื่อมระหวาง  

actin filaments กับ membrane site จะพบโปรตีนชนิดนี้ที่ตําแหนงของ ventral disk ซึ่งเกี่ยวของ

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

 

จากการศึกษาทางดาน Immunoelectron-microscopic พบวาแอนติเจนที่จาํเพาะตอ

กระบวนการเขาเกราะ (encystation-specific antigens) จะพบบริเวณ golgi apparatus เทานัน้ 

โดยแอนติเจนเหลานี้จะถูกลาํเลียงโดย encystation-specific vesicle (ESVs) เพื่อไปสรางเปน

ผนัง cyst 
 
แวคิวโอล (Vacuole) 
 

แวคิวโอลมีรูปรางกลมร ีขนาด 0.1-0.4 ไมโครเมตร อยูติดกับพลาสมาเมมเบรน ในระยะ     

trophozoite จะพบแวควิโอลไดที่บริเวณระหวาง dorsal และ ventral surface แตไมใชที่ตําแหนง

ของ ventral disk ภายในแวคิวโอลประกอบไปดวยกลุมของเอนไซม hydrolase ไดแก 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 อยูระหวางเสน

พาดกลางลาํตัว โดยบริเวณเยื่อหุมนิวเคลียสจะปกคลุมไปดวยไรโบโซม (ribosome) แตจะไมพบ 

นิวคลีโอไล (nucleoli) จากการศึกษากระบวนการ nuclear replication พบวาทําการยอมดีเอนเอ

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

1998) ทั้ง 2 นิวเคลียสของ G. lamblia จะเกิดกระบวนการ replication ในเวลาใกลเคียงกนัมาก

หรืออาจเปนเวลาเดียวกนั  
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กระบวนการเขาซิสตของ Giardia lamblia (Encystation)  
 

การเปลี่ยนรูปจากระยะ trophozoite มาเปนระยะ cyst ของ G. lamblia เปนกระบวนการ

สําคัญที่ทาํใหปรสิตชนิดนี้สามารถดาํรงชวีิตอยูไดภายในสิ่งแวดลอม โดยกระบวนการ 

encystation จะเกิดขึ้นหลังจากเสร็จสิน้กระบวนการแบงนวิเคลียส (nuclear division) แตจะ    

เกิดขึ้นกอนกระบวนการแบงตัวของไซโตพลาสซึม (cytokinesis) encystation ของ G. lamblia 

สามารถแบงออกไดเปน 2 ระยะ คือ ระยะแรก (early phase of encystation) ภายหลังจากการ

กระตุนยนีที่จาํเพาะใหมีการสราง cyst wall จะมีการสราง granule ทีเ่รียกวา ESVs ข้ึนมา เพื่อทาํ

หนาที่ขนสงสารจําพวกคารโบไฮเดรตและโปรตีนที่ใชสราง cyst wall (cyst wall protein, CWPs) 

ไปยังบริเวณผวิของผนงัเซลลเมมเบรน โดยในระยะนีพ้บวาโปรตีนทีม่ีความสาํคัญในการสราง 

cyst wall มีอยู 2 ชนิด คือ CWP1 และ CWP2 ซึ่งมีขนาด 21-39 kDa กระบวนการดงักลาวใช

ระยะเวลาประมาณ 10 ชั่วโมง  

 ระยะหลงั (late phase of encystation) ของกระบวนการ encystation จะเกิดการรวมตัว

กันของผนังเซลลและเซลลเมมเบรน สามารถพบกลุมของโปรตีนขนาดใหญมีขนาดหลากหลาย

ตั้งแต 66, 78, 92 และ 103 kDa ที่บริเวณ cyst wall เมือ่ encystation เสร็จสมบูรณ ปรสิตจะไมมี

การเคลื่อนไหว รูปรางเริ่มกลมขึ้น และไมมีอวัยวะในการเกาะติดกับผนังลาํไสของโฮสต ในระยะนี้ 

ESVs จะหายไปและเกิดกระบวนการแบงตัวของนวิเคลยีส (karyokinensis) โดยทีภ่ายใน 1 cyst 

จะประกอบไปดวย 2 trophozoite ซึง่มี 4 นิวเคลียส แตพบวากระบวนการแบงตัวของ                              

ไซโตพลาสซึมยังไมเสร็จสมบูรณ ในระยะนี้ใชเวลาประมาณ 16 ชั่วโมง (Erlandsen et al., 1996) 

 อยางไรก็ตามในปจจุบนัยังไมทราบถึงกลไกการขนสงสารที่สําคัญในการสรางผนัง cyst 

ไปยังผิวเซลลเมมเบรนในระดับโมเลกุล ซึง่ยังคงเปนปญหาที่นาสนใจที่ตองคนหาคาํตอบตอไป 

โดยหากทราบถึงกลไกดงักลาว ก็จะสามารถสรางสารทีย่ับยั้งการเกิดกระบวนการนีไ้ด อันจะเปน

การปองกนัการแพรกระจายของเชื้อไดอีกวิธีหนึง่  
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กระบวนการกระตุนใหเกดิการเขาซิสต (Encystation Stimuli) 
 
 ในรางกายของโฮสต trophozoite จะมีการแบงตัวเพิม่จํานวนอยูบริเวณเยื่อบุผิวของลําไส

เล็ก จากนั้นเมือ่เคลื่อนที่เขาสูลําไสเล็กสวนเจจนูัมจะมีการเปลี่ยนรูปเปน cyst จากการศึกษา  

เกี่ยวกับสารกระตุนในลําไสที่ทาํใหเชื้อโปรโตซัวเปลี่ยนแปลงรูปราง จากระยะ trophozoite มาเปน

ระยะ cyst สารที่สําคัญชนิดหนึง่ ไดแก น้ําดี ซึ่งตอมาภายหลังพบวาน้าํดีไมไดมีความจําเปนตอ

การเปลี่ยนแปลงจากระยะ trophozoite มาเปนระยะ cyst ในหลอดทดลอง แตพบวาชวยในการ

ละลายสารไขมันพวกโคเลสเตอรอล และชวยใหสารเหลานี้เขาสูเซลลของ G. lamblia ไดดีขึ้น  

 เปนทีท่ราบดวีา G. lamblia ไมสามารถสงัเคราะหไขมันพวกโคเลสเตอรอลได จําเปนตอง

ไดรับจากโฮสต ซึ่งในลาํไสของโฮสตจะมกีารดูดซึมสารอาหารพวกไขมันไดดีที่บริเวณลําไสเล็ก

สวนตนและลาํไสเล็กสวนกลาง ที่บริเวณนี้ trophozoite จะเจริญเติบโตและเกาะกับผนงัเยื่อบุ

ลําไส ดังนั้นเมือ่ trophozoite เคลื่อนทีม่าถึงลําไสเลก็สวนปลายหรือลําไสใหญ ที่มไีขมันพวก

โคเลสเตอรอลต่ํา ก็จะเกิดการกระตุนใหเกิดการเปลี่ยนแปลงกลายเปนระยะ cyst  

 เมื่อทราบแลววาโคเลสเตอรอลมีสวนสมัพนัธกับกระบวนการสราง cyst ของ G. lamblia  

ดังนัน้จึงไดมีการทดลองเพื่อศึกษาวา การขาดโคเลสเตอรอลสงผลอยางไรตอการเปลี่ยนแปลงยีน

ของโปรโตซัวในระดับโมเลกลุ ทีท่ําใหเกดิการเปลี่ยนแปลงเปนระยะ cyst โดยมีหลกัฐานพบวา

อาจเปนไปได 2 วิธี คือ โคเลสเตอรอลอาจทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงทีบ่ริเวณพลาสมาเมมเบรน 

สงผลใหเกิดสัญญาณ (signal transduction) ไปที่ยนีในนิวเคลียส เพือ่กระตุนใหเกดิการสราง 

cyst wall หรือโคเลสเตอรอลอาจควบคุมการสังเคราะหยนีที่ควบคุมการสราง cyst wall โดยตรง  

(จามรี  พิสุทธพิันธุ, 2547: 539-547) 
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กระบวนการออกจากซิสตของ Giardia lamblia (Excystation)                                                           
 
 ในสัตวเลี้ยงลกูดวยนม กระบวนการ excystation ของ G. lamblia เกิดขึ้นเมื่อ cyst

เคลื่อนที่เขาสูบริเวณลําไสเล็กสวนดูโอดนีัม หลงัจากทีผ่านสภาวะความเปนกรดในกระเพาะ

อาหาร ภายในสภาวะที่เหมาะสม กระบวนการ excystation จะเกิดขึ้นอยางรวดเร็วและเสร็จ

สมบูรณภายใน 10 นาที โดยในตอนตนของกระบวนการ cytoplasmic protrusions (preventral 

flages) 1 หรือ 2 คู จะปรากฏขึ้นและพฒันาไปเปน ventral flange (Hetsko et al., 1998) จากนั้น 

peritrophic space และ preventral flange จะขยายตวัขึ้นเพื่อที่จะให trophozoite ดันตัวออกมา

จาก cyst และเริ่มปรากฏแฟลเจลลา จนกระทั่งเจริญเปน trophozoite ที่สมบูรณ 

 trophozoite จะเริ่มมีลักษณะคอนขางกลม และเกิดกระบวนการแบงไซโตพลาสซมึข้ึน 

ภายใน 15-30 นาท ีภายหลงัเสร็จสิ้นกระบวนการ excystation แลว G. lamblia 1 cyst จะเจริญ

เปน 2 trophozoite แตละ trophozoite มี 8 แฟลเจลลา 
 
กระบวนการกระตุนใหเกดิการออกจากซิสต (Excystation Stimuli) 
 

กระบวนการชกันําใหเกิดกระบวนการ excystation ของ G. lamblia ในหลอดทดลองนัน้ 

จากการทดลองนาํ cyst ที่ไดจากคนและสตัวมาบมในของเหลวทีม่ีสภาวะเปนกรด (acidic pH) 

(Bingham และ Meyer, 1979) พบวาสภาวะที่เหมาะสมตอการเกิด excystation คือ สภาวะที่ pH 

1.3-2.7 และสามารถถูกกระตุนใหเกิดขึน้ไดดวย pancreatic proteases เชน cystein protease 

(CP2) ของ cathepsin B family และสามารถถกูยังยั้งไดโดย 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) 
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ภาพที่ 5 แสดงกระบวนการออกจากซิสต (excystation) ของ G. lamblia  (scale bar= 1 μm)                                     

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

เปดออกของผนัง cyst และมี flagella โผลออกมาเปนครั้งแรก (ลูกศร)  3) เริ่มปรากฏผนังเซลลของ 

trophozoite มีลักษณะเรียบ มี flagella ยื่นออกมา สามารถมองเห็นบริเวณขอบแบงระหวาง                

trophozoite และ cyst wall ไดอยางชัดเจน (ลูกศร) 4) มองเห็น trophozoite หลุดออกจากถุง cyst 

โดยยังเหลือ cyst wall เกาะกับ trophozoite เพียงเล็กนอย (ลูกศร)  5) ตัวออนของ trophozoite มี

รูปรางกลมรี (oval shape) มองเห็น flagella ไดชัดเจน  6), 7) trophozoite เกิดการเปลี่ยนแปลง

รูปราง โดยมีลักษณะกลมมากขึ้น สามารถมองเห็น lateral flagella ชัดเจน  8) trophozoite ตัวเต็มวัย

มีรูปรางกลมขึ้น มองเห็น flagella 8 เสน               
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 ภาพที่ 6 แสดงกระบวนการแบงตัวแบงตัวจาก 1 เปน 2 ตามแนวยาว (longitudinal binary fission)                              

 ของ G. lamblia (scale bar= 1 μm)  9) trophozoite ยืดลําตัวใหยาวออก มีรูปรางแบนและเริ่มแบง 

 cytoplasm  10) dauthter trophozoite เริ่มแบงตัวจากทางดานหนาตามตัวตนแบบ มองเห็น 

 ventral disk บริเวณผิวทางดานทองของ trophozoite (ลูกศร)  11), 12) กระบวนการแบงตัวใน

 ขั้นตอนสุดทาย โดยแบงตัวจากทางสวนหลัง แยกออกเปน 2 ตัว แตละตัวมี 8 flagella  13) ลักษณะ

 ของ free trophozoite เกาะอยูกับพื้นที่ผิว จากรูปแสดงผิวบริเวณสวนหลังของ trophozoite 
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ลักษณะทางพันธุกรรมของ Giardia lamblia                                     

จากการศึกษาถึงองคประกอบทางพนัธุกรรมของ G. lamblia โดยเทคนคิ plused-field 

gel electrophoresis (PFGE) ในครั้งแรกพบวาโปรโตซวั 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 มีองคประกอบของเบส GC รอยละ 46 (Smith et al., 1998) เปน                      

โพลีพลอยด (polyploid) ลักษณะโครงสรางของโครโมโซมที่ปลายทั้งสองขางประกอบดวยทีโลเมยี 

(telomere) ทีม่ีลําดับนวิคลโีอไทดเหมือนกับส่ิงมีชวีิตอืน่ๆ ทีม่ีเยื่อหุมนิวเคลียส   

ภายหลงัจากที่มีการประยุกตใชวิธีการทางอณูชีววทิยา การศึกษาถึงความหลากหลาย

ทางพนัธุกรรมของ G. lamblia จึงมีความกาวหนาไปอยางรวดเร็ว โดยเฉพาะอยางยิ่งสามารถ

จําแนกสายพนัธุทีม่ีรูปรางเหมือนกันในกลองจุลทรรศนแตแตกตางกนัในระดับโมเลกุลได 

การศึกษาในระดับโมเลกุลในระยะแรกเปนการศึกษาดานการวิเคราะหเอนไซม (zymodeme 

analysis) จากสายพันธุที่แยกไดและเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ โดยดูตาํแหนงการเคลื่อนที่ของ

เอนไซมภายหลังจากการวัดขนาดดวยกระแสไฟฟา หลงัจากนั้นไดมีการเริ่มศึกษาโดยการใช

เอนไซม restriction endonuclease โดย Nash และ Keister (1985) ทําการศึกษาความ

หลากหลายของสายพันธุ G. lamblia โดยใช rabbit antisera ตอ surface antigens ของ                 

G. lamblia 10 สายพันธุที่ตางกนั พบวาสามารถแยก G. lamblia ออกเปน 3 กลุม คือ genotypes 

1, 2 และ 3  

ตอมามีการศึกษาสายพันธุ G. lamblia จากตัวอยางที่ไดจากคนและสัตวในแถบประเทศ

ยุโรป โดยทําการวิเคราะห isoenzyme profiles จากเอนไซม malate dehydrogenase, malic 

enzyme, phosphoglucomutase และ glucose phosphate isomerase พบความแตกตาง 13 

zymodemes สามารถจาํแนกไดเปน 2 กลุม คือ “Polish group” และ “Belgian group” (Homan 

et al., 1992) ซึ่งเมื่อทําการเปรียบเทียบกบัการศึกษาตัวอยางที่ไดจากผูปวยในประเทศ

ออสเตรเลีย โดยอาศัยเทคนิคเดียวกัน พบวาสามารถจาํแนก G. lamblia ไดเปน 4 กลุม คือ กลุม 

I, II, III และ IV โดยมีความแตกตางกนัรอยละ 23-73 ใน 26 loci ที่ทาํการศึกษา (Andrews et al., 

1989) ซึ่งการศึกษานี้พบวาสอดคลองกับรายงานของ Mayrhofer และคณะ (1995) ที่ไดทําการ

จําแนกสายพนัธุ G. lamblia ที่พบในคนออกเปน 2 กลุม คือ Assemblage A และ B โดยทั้งสอง

กลุมนี้มีความแตกตางกนัของอัลลีล รอยละ 60 นอกจากนี้ยงัพบวาตวัอยางที่ไดจากคนและแมว 

(Ad-23) มีความแตกตางกนัของอัลลีลรอยละ 75 รวมถงึไดศึกษาลักษณะทางพันธกุรรมของ             

G. lamblia และ G. muris ซึ่งมีลักษณะทางพันธกุรรมทีค่ลายกนัพบวาทัง้สองสปชสีนี้มีอัลลีล 

แตกตางกนัถงึรอยละ 80       
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นับจากนัน้เปนตนมา ไดมีการศึกษาลกัษณะทางพนัธกุรรมของ G. lamblia กันอยาง

แพรหลาย โดยอาศัยเทคนคิตางๆ เชน เทคนิค PCR, PCR-RFLP และ DNA sequencing เปนตน

โดยยีนเปาหมายทีม่ีผูสนใจศึกษา สวนใหญแลวมุงเนนไปที่การเปรยีบเทียบลาํดับเบสของกลุม 

housekeeping gene ไดแก 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 เชน beta-giardin gene, GLORF-C4 

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

Monis และคณะ (1996) ไดทําการวิเคราะหสายวิวัฒนาการ (Phylogenetic analysis) 

ของ G. lamblia โดยทาํการศึกษาในสวนของ gdh gene ดวยเทคนิค PCR-RFLP และการหา

ลําดับเบสของยีนดังกลาว พบวาสายพนัธุ G. lamblia ที่พบในคนสามารถจําแนกไดเปน 2 กลุม 

คือ Assemblage A และ B และสามารถยืนยนัไดวาทั้งสองสายพันธุนี้เปนชนิดเดียวกนักับสาย

พันธุ “Polish” และ “Belgian” ของ Homan และกลุม 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 มีการแพรกระจายไปทั่วโลกและมีโฮสตหลายชนิด การศึกษาในแง

ของการติดตอระหวางคนและสัตว จงึมีความสําคัญอยางมากโดยเฉพาะสัตวเลีย้งทีม่ีความใกลชดิ

กับคน โดยการศึกษาของ Hopkins และคณะ (1997) ไดทําการศึกษาสายพันธุ G. lamblia  จาก

ตัวอยางที่ไดจากคนและสนุขัที่อาศัยอยูในบริเวณเดียวกัน ในแถบชนบทของประเทศออสเตรเลีย 

ดวยเทคนิค PCR โดยทําการศึกษา SSU rRNA gene พบวาสามารถจาํแนกสายพันธุ G. lamblia 

ไดเปน 4 กลุม โดยทีก่ลุม 1 และ 2 พบการติดเชื้อในคน สวนกลุม 3 และ 4 พบการติดเชื้อในสุนัข

เทานั้น ซึง่เปนการพบการตดิเชื้อ G. lamblia ในสุนัขเปนครั้งแรก นอกจากนี้ยงัพบการติดเชื้อ

รวมกันของกลุม 2 และ 3 ในสุนัขอีกดวย จงึเปนการสนับสนุนวาสามารถเกิดการติดเชื้อ             

G. lamblia รวมกนัระหวางคนและสัตวได ตอมาพบวากลุม 1 และ 2 เทียบเทากับ Assemblage 

A และ B สวนกลุม 3 และ 4 เทียบเทากับ Assemblage C และ D (Monis et al. 1998)  

 หลังจากนั้นไดมีผูทําการศึกษาสายพนัธุ G. lamblia จากตัวอยางที่จากสุนัขในประเทศ

ออสเตรเลีย พบวาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของระยะ trophozoite มี median body รูปราง

คลายคอนถอนตะปู ซึง่เปนลักษณะของ G. lamblia แตวารูปรางและลักษณะของนิวเคลียสจะ

แตกตางจากสายพนัธุที่ไดจากคนและสุนัขที่ไดทํา axenic culture โดยจากการศึกษาดวยวิธกีาร

วิเคราะหเอนไซม 26 loci และเทคนิค PCR ใน gdh gene พบวาสามารถจําแนกสายพันธุ        

G. lamblia ที่ไดจากสุนัขออกเปน 2 กลุม คือ Assemblage C และ D ซึ่งมีลกัษณะที่แตกตางจาก 

Assemblage A และ B รวมถึงตางจาก G. muris อยางชัดเจน (Monis et al., 1998) โดยจาก 
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การศึกษานี้ชี้ใหเหน็วา G. lamblia ที่พบในสุนัข มีความสามารถในการกอโรคที่เฉพาะเจาะจงกับ

โฮสต (host specific) หรือเปน canine specie นอกจากนี้ Monis และคณะ (1999) ไดทําการ

วิเคราะหสายวิวัฒนาการณของ Giardia sp. ไดแก G. lamblia, G. ardea, G. muris และ            

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

ตัวอยางที่ไดจากโฮสตหลายชนิด และสามารถจําแนกสายพันธุ G. lamblia ไดเปน 7 กลุม ไดแก 

Assemblage A-G นอกจากนี้ยงัพบวา G. ardea และ G. muris สามารถจําแนกออกจาก                        

G. lamblia ไดอยางชัดเจน สวน G. microti มีความสัมพันธใกลชิดกบั G. lamblia โดยไดจําแนก

สายพนัธุที่ไดจากสัตวในปศุสัตวเปน Assemblage E สวนสายพนัธุที่พบในหนูและแมว จาํแนก

เปน Assemblage F และ G ตามลําดับ (Hopkin et al., 1999) ขอมูลตามตารางที ่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 ที่พบในปศุสัตวสอดคลองกับการายงานของ Ey และ

คณะ (1997) ที่ทาํการศึกษาในสวนของ gdh gene และทําการวเิคราะหเอนไซม พบวาตัวอยางที่

ไดจาก ววัควาย, แกะ, แพะและหม ูในประเทศออสเตรเลีย และประเทศทางแถบยุโรปมีลักษณะ

ทางพนัธุกรรมที่แตกตางจากสายพนัธุที่พบในคนอยางชัดเจน จงึจาํแนกใหเปน G. lamblia     

สายพนัธุ “novel livestock” ซึ่งตอมาคือ Assemblage E  

หลังจากนั้นไดมีการศึกษาสายพนัธุของ G. lamblia กันอยางแพรหลาย โดยอาศัยปจจัย

ดานการศึกษาในสวนของยนีทีท่ําหนาที่สําคัญในการแสดงออกของลกัษณะตางๆ ในสิ่งมชีีวิต 

จากการวิเคราะหสายพนัธุ G. lamblia จากตัวอยางจํานวนมากทีพ่บในคน จากหลายๆ พื้นที่    

ทั่วโลก โดยอาศัยเทคนิค PCR จากดีเอ็นเอที่สกัดโดยตรงจากอุจจาระ พบวา G. lamblia 

Assemblage A และ B เทานั้น ที่สามารถกอโรคในคนได โดยความชกุของการติดเชื้อในแตละ 

Assemblage จะแตกตางกนัไปในแตละพื้นที่หรือประเทศที่มกีารระบาด ดังแสดงในตารางที ่3 

Assemblage C-G มีโฮสตที่จําเพาะ โดย Assemblage C และ D สามารถกอโรคไดในสุนัข แมว

coyotes และ สุนัขปา, Assemblage E พบในพวกสัตวในปศุสัตว เชน วัว ควาย แพะ แกะ และ   

หมู เปนตน Assemblage F และ G พบในแมวและหนู ตามลําดับ (ตารางที ่4)         

การศึกษาสายพันธุ G. lamblia โดยอาศัยเทคนิคทางชวีโมเลกุล สวนใหญแลวไดทาํการ

วิเคราะหยีน small subunit ribosomal RNA, beta-giardin, glutamate dehydrogenase, 

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

genomic rRNA spacer region ซึ่งยนีเหลานี้จะอยูบนโครโมโซมหรือ contig ดังตอไปนี้ tpi gene 

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

ตําแหนงที ่55484–56302 บน 90 kb-long contig ctg02 35, gdh gene อยูตําแหนงที ่60579–

61928 บน 231 kb long contig ctg02 15, ef1-α gene อยูตําแหนงที ่40230–41558 บน 61 kb-

long contig ctg02 53, และ the GLORF-C4 gene อยูตําแหนงที ่68643–69239 บน 80 kb-

long contig ctg02_44 (Caccio และ Ryan, 2008) 

จากการศึกษาดวยเทคนิค plused-field gel electrophoresis พบวา tpi gene อยูบน

โครโมโซมที ่5, gdh และ beta-giardin gene อยูบนโครโมโซมที ่4 และ SSU-rRNA gene อยูบน

โครโมโซมที ่1 (Adam, 2001) การวิเคราะหสายลาํดับกรดอะมิโนที่ไดจากการศึกษาในยีนเหลานี้

ตัวอยางทีพ่บในคนและสัตว พบวาในดานของความหลากหลายทางพนัธุกรรม (polymorphism) 

ในยีนตางๆ มคีวามแตกตางกัน โดย tpi และ gdh gene มีความหลากหลายสงู รองลงมาคือ 

beta-giardin และ GLORF-C4 gene สวน SSU-rRNA และ ef1-α gene พบวามีความ

หลากหลายต่าํ เนื่องจากมบีริเวณที่มีสวนที่เหมือนกนัสูง ดังนัน้การศึกษาในเรื่องของความ

หลากหลายทางพันธกุรรม หรือ subgroup ในแตละยีนเปาหมายจึงมคีวามแตกตางกัน       
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นอกจากนี ้beta-giardin gene และ ef1-α gene ยังพบวามีลักษณะการแทนที่ของนวิคลีโอไทด

แลวทําใหกรดอะมิโนเปลี่ยนชนิดสูง หรือจัดเปน non-synonymous substitution ขณะที่ tpi และ 

gdh gene มีลักษณะการแทนที่ของนิวคลีโอไทดที่ยงัคงชนิดของกรดอะมิโนเชนเดมิหรือเรียกวา 

synonymous substitution สูง  
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กลไกการแพรกระจายของเชื้อ Giardia lamblia (Cycle of transmission)                        

การแพรกระจายของเชื้อในคน                                                            

            การแพรกระจายของเชื้อระหวางคนมาสูคน มีสาเหตุมาจากการรับประทานอาหารหรือด่ืม

น้ําที่มีการปนเปอนของ cyst ระยะติดตอ หรือการไดรับเชื้อที่มีการปนเปอนอยูในสิง่แวดลอม

โดยตรง โดยเฉพาะในสถานที่แออัดและมีการจัดการดานสุขภิบาลไมดีนัก เชน ในสถานรับเลีย้ง

เด็กออน ในสถานรับเลีย้งเด็กกําพราและในชุมชนแออัด เปนตน จากการศึกษาในประเทศอังกฤษ

จากตัวอยางผูปวยเด็กในสถานรับเลี้ยงเดก็ออนจํานวน 35 ราย โดยอาศัยเทคนิค PCR-RFLP และ 

DNA sequencing เพื่อทาํการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดในสวนของ tpi gene พบการติดเชื้อ 

Assemblage B รอยละ 64 และ Assemblage A2 รอยละ 27 นอกจากนี้ยงัพบการติดเชื้อรวมกัน 

รอยละ 9 ระหวาง Assemblage A2 และ B (Amar et al., 2002) จากรายงานในประเทศ

ออสเตรเลียพบการติดเชื้อ Assemblage B (รอยละ70) สูงกวา Assemblage A (รอยละ 30) 

(Read et al., 2004) ในแถบชนบทที่มกีารปลูกชาของประเทศอินเดีย พบการติดเชื้อ 

Assemblage A รอยละ 61 และ Assemblage B รอยละ 39 ตามลําดับ (Traub et al., 2004)                                

 จากการศึกษาในสถานรับเลีย้งเด็กออนในเมือง Perth ทางตะวันตกของออสเตรเลีย พบ

การติดเชื้อ Assemblage A และ B ในเด็กเล็ก โดยเดก็ทีต่ิดเชื้อ Assemblage A จะมีอาการ

ทองเสยีเรื้อรัง (Read et al., 2001)   
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การแพรกระจายของเชื้อในปศสุัตว  

 การศึกษาในสตัวกลุมนี้มุงความสนใจไปทีส่ัตวที่มีอายนุอย (young livestock) โดย

สามารถพบการติดเชื้อ G. lamblia ไดทั้งในโคเนื้อและโคนม การติดเชื้อมีลักษณะเหมือนกันคือจะ

พบ cyst ปนเปอนอยูกับอุจจาระเมื่อลูกววัมีอายุได 4 สัปดาห โดยสามารถปลดปลอย cyst ได

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

et al., 1999) การแพรกระจายเชื้อเกิดขึ้นระหวางลูกวัวและวัวที่โตเตม็ที่ทีม่ีการติดเชื้อเร้ือรัง แต
อัตราความชุกของการติดเชือ้จะสูงในกลุมวัวนม การติดเชื้อ Giardia sp. ในกลุมวัวนมมีความ 

สําคัญทางดานเศรษฐกิจ โดย Giardia sp. เปนสาเหตุหนึ่งรวมกับเชื้อปรสิตชนิดอื่นๆ ที่กอใหเกิด

โรคระบบทางเดินอาหารในสตัวกลุมนี้ ซึง่สงผลทาํใหสัตวมีการกนิอาหารนอยลง ทาํใหน้าํหนักตวั

ลดลงและสงผลใหประสิทธภิาพการผลิตน้ํานมจงึลดลงตามไปดวย รวมถึงการติดเชื้อ G. lamblia 

ยังพบวาสงผลตอการเจริญเติบโตของลูกแกะอีกดวย จากการศึกษาพบวา Giardia sp. ในสัตว

กลุมนี้ม ี2 สายพันธุ ไดแก livestock genotypes หรือ Assemblage E ซึ่งพบการตดิเชื้อไดบอยใน

พวกวัวควาย อยางไรก็ตามจากการศึกษาในประเทศแคนนาดาและออสเตรเลีย พบการติดเชื้อ 

Assemblage E เพียง รอยละ 20 โดยที่เหลือเปน Assemblage A ซึ่งสามารถแพรกระจายเชื้อมา

สูคนได (O’Handley et al., 2000) อยางไรก็ตามเมื่อเร็วๆ นี้ มีรายงานการติดเชื้อในฝูงวัวนมใน

ออสเตรเลีย พบการติดเชื้อในลูกววัอายุ 12 สัปดาห โดยพบวาทัง้หมดเปน G. lamblia สายพันธุ                      

Assemblage E ทั้งหมด 
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การแพรกระจายของเชื้อในสุนขัและแมว 

 G. lamblia เปนปรสิตที่พบการติดเชื้อไดบอยในสุนัข โดยมักพบอัตราความชุกรอยละ 10 

ในสุนัขทีโ่ตเต็มวัย และรอยละ 30-50 ในลูกสุนัข จากการศึกษาสายพันธุ G. lamblia พบวา

สามารถเกิดการติดเชื้อสายพันธุที่มีลกัษณะ dog-specific รวมถงึสายพนัธุที่สามารถแพรกระจาย

เชื้อไปสูคนได แตการศึกษาถึงวงจรของการแพรกระจายเชื้อที่สนับสนุนการเกิด zoonotic ยังไมมี

ความชัดเจน แตพบวามีรายงานการติดเชื้อ G. lamblia รวมกนัในคนและสุนัขที่อาศัยอยูในพืน้ที่

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

 การศึกษาที่เมอืง Perth ทางตะวันตกของออสเตรเลีย พบการติดเชื้อ Assemblage A, C 

และ D ในสัดสวนที่ใกลเคียงกัน (Thompson et al., 1999) โดยอาจมกีารแพรกระจายเชื้อของ 

Assemblage A ระหวางสุนขัดวยกันเองและจากสนุัขมาสูคน  โดยจากการศึกษาของ Bugg และ 

คณะ (1999) พบวาสุนัขที่เลี้ยงไวในแหลงชุมชนมักพบการติดเชื้อไดบอยกวาสุนัขที่เลี้ยงไวในบาน

ที่หางไกลจากแหลงชุมชน จากการศึกษาในเม็กซโิก บราซิล ญี่ปุน และอิตาลี พบการติดเชื้อ 

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

โดยมีบางรายงานพบวาสนุขัที่ติดเชื้อสายพันธุ zoonotic อาศัยอยูบริเวณเดียวกันเด็กเล็กทีพ่บการ

ติดเชื้อ Giardia sp. เชนเดียวกันกับการศึกษาในประเทศญี่ปุน อิตาล ีและโปแลนด พบการติดเชื้อ 

G. lamblia Assemblage A ในสุนัขรอยละ 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 เทานั้น (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) และสายพันธุที่เปน cat-specific หรือ 

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

ตัวอยางอุจจาระแมวจํานวน 250 ตัวอยาง ในเมือง Mississipi และ Alabam ในสหรัฐอเมริกา              

พบการติดเชื้อ G. lamblia จํานวน 17 ตัวอยาง โดยเปน subssemblage A1 6 ตัวอยาง และ 11 

ตัวอยาง เปน Assemblage F 
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การติดตอของ Giardia lamblia จากสตัวสูคนโดยการปนเปอนกบัแหลงน้าํ 

 ปศุสัตว สัตวเลี้ยง และสัตวปาอาจเปนแหลงของการแพรกระจายเชื้อ G. lamblia มาสูคน 

โดยสามารถพบการติดเชื้อทีเ่ปน zoonotic genotypes (Assemblage A และ B) รวมถึงสายพันธุ

ที่เปนโฮสตเฉพาะ อยางไรกต็ามองคการอนามยัโลกไดพจิารณาให G. lamblia เปนปรสิตที่

สามารถติดตอระหวางคนและสัตวไดมาเปนเวลา 20 กวาปแลว (WHO, 1979) โดยการแพร 

กระจายของเชื้อเกิดจากการไดรับเชื้อที่ปนเปอนในอาหารหรือน้าํดื่ม (direct fecal-oral) และการ

ปนเปอนของเชื้อในแหลงน้าํตางๆ (Thompson et al., 1998)                                                                                

 สาเหตหุลักของการแพรกระจายทางน้าํเกดิจากการไมมกีารบําบัดน้ําเสียโดยการกรอง

กอนปลอยลงสูแหลงน้ําตางๆ (Jaknbowski and Grann et al., 2002) การทาํชลประทานเพื่อนํา

น้ํามาใชในการเกษตรก็เปนสาเหตหุนึง่ทีท่าํใหเกิดการตดิเชื้อ G. lamblia ในกลุมผูที่รับประทาน

ผักผลไมสดพบวามีความเสีย่งเชนเดียวกนั (Thurston-Eurignes et al., 2002) การปนเปอนของ

เชื้อในส่ิงแวดลอมหรือในระบบน้ําดื่มน้ําใช อาจเกิดการปนเปอนมาจากคน เกษตรกรรมและจาก

สัตวปา จากการสํารวจพบการแพรกระจายของเชื้อในน้าํเสีย แตพบเชือ้ในปริมาณนอยเมื่อเทยีบ

กับเชื้อทีพ่บในอุจจาระวัว ซึ่งมักจะปลดปลอยเชื้อออกมาในปริมาณมาก อยางไรกต็ามพบวาใน

สัตวปามักมีความชกุของเชือ้ Giardia sp. ต่ํา เมื่อเปรียบเทียบกับทีพ่บในสัตวเลี้ยง แตพบความ

ชุกสูงในสัตวจาํพวก aquatic mammals เชน บีเวอร และ muskrat จากที่กลาวมาแลวขางตนวา 

G. lamblia สายพนัธุที่พบวามีความสามารถในการติดตอจากสัตว สูคนสูงสุด คือ Assemblage 

A (A1) รองลงมาคือ Assemblage B ในทางตรงกนัขาม animal-specific genotypes มักจะ

จําเพาะอยูในกลุมปศุสัตว สุนัข แมวและสัตวฟนแทะ ยงัไมพบรายงานการติดเชื้อ animal-

specific genotypes นี้ในคน                                                                                                                             

 การแพรกระจายเชื้อในกลุมวัวควาย สวนใหญพบวาเปนการติดเชื้อ Assemblage E 

(O’Handley., 2002 ; Hoar., 2001) ในสัตวกลุมนี้มักมีความไวตอการติดเชื้อสายพนัธุ zoonotic 

genotypes และพบวาในวัวที่ติดเชื้อจะปลดปลอย cyst ออกมาจาํนวนมาก ดงันัน้เพียงวัวไมกี่ตัว

ที่ติดเชื้อ Assemblage A ก็จะสามารถแพรกระจายเชื้อไปสูส่ิงแวดลอมได อยางไรก็ตามจาก

รายงานในออสเตรเลียชี้ใหเห็นวา zoonotic genotypes จะเกิดขึน้แคเพียงชั่วคราวเทานั้น 

นอกจากนี้ในการศึกษาตัวอยางอุจจาระของบีเวอรที่อาศัยอยูบริเวณพื้นที่ริมแมน้ําตางๆ ในทาง

ตอนใตของเมอืงอัลเบอรตา ประเทศแคนนาดา จาํนวนทัง้หมด 113 ตัวอยาง พบการติดเชื้อ                   

G. lamblia 12 ตัวอยาง โดยทั้งหมดเปนสายพนัธุ 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 

เนเธอรแลนด (18) gdh   9(50% )  9 (50%)   Caccio et al., 2005 

เนเธอรแลนด (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   

นอรเวย (21) bg, gdh     21 (100%)   Robertson et al., 2006 

นอรเวย (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   

เอธิโอเปย (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 จํานวนตัวอยาง 
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ตารางที ่4 แสดงอัตราการติดเชื้อ G. lamblia Subassemblage A และ B                           
ในสัตวเลีย้งและสัตวปา 

โฮสต Assemblage   ยีน วิธีการวิเคราะห อางอิง 

 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                           
ในสัตวเลีย้งและสัตวปา (ตอ) 

โฮสต Assemblage   ยีน วิธีการวิเคราะห อางอิง 

 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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การกอพยาธสิภาพ                                                                                                      

 ในผูปวยที่มีอาการไมมากอาจไมพบความผิดปกติทางพยาธิสภาพของเซลลเยื่อบุผนัง

ลําไส แตในบางรายจากการตรวจดูชิ้นเนือ้เยื่อจากบริเวณเนื้อเยื่อสวนกลางที่ตัดมาพบวา เซลล

เยื่อบุผนงัลําไสมีลักษณะสัน้ทู มีการฝอของ villi ที่เยื่อบุผนังลาํไส (villi atrophy) ตอมน้ําเหลือง

และ crypt เจริญเติบโตผิดปกติ (nodular lymphoid, crypt hyperplasia) มีเซลลเม็ดเลือดขาวมา

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

สภาพดังกลาวไมจําเพาะและสามารถหายเปนปกติไดถาไดรับการรักษา การที ่trophozoite ใช 

sucking disk เกาะที่บริเวณเยื่อบุผิวลําไสจะทําใหเกิดการทําลายเซลลเยื่อบุผนงัลําไส โดยมี

หลักฐานจาก scanning electron microscopy แสดงใหเหน็ถงึรองรอยที่โปรโตซวัเกาะ (Klima et 

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

เซลลเยื่อบุผิวลําไสแลวยังไปขัดขวางการดูดซึมสารอาหารในลาํไส อันเปนสาเหตุหนึ่งที่ผูปวยมี

อาการดูดซึมสารอาหารบกพรอง (malabsorption) ดังนั้นเมื่อผูปวยไมสามารถดูดซึมสารอาหาร

ไดจึงมีไขมันปนออกมากับอุจจาระ ที่เรียกวา steatorrhea นอกจากนี้การที่ไมพบเลือดในอุจจาระ

ของผูปวยแสดงวา trophozoite ไมไดลุกลามเขาไปในเซลลของโฮสต หรือทําใหเซลลของโฮสต

แตก ถึงแมจะมีหลักฐานวามีการลุกลามเยื่อบุผนงัลําไสที่เกิดจาก trophozoite  ในหน ู(Owen, 

Allen และ Stevens, 1981) แตปจจุบันยงัไมพบหลกัฐานในคน อยางไรก็ตามกลไกที่ทาํใหเกิด

พยาธิสภาพนัน้ยังไมทราบแนชัด แตมีผูศกึษาวาการทาํลายเยื่อบุผิวของผนงัลําไสโดยตรงทําให

เกิดการขาดเอนไซมที่ใชในการยอยสลายสารจําพวกไดแซกคาไรด ไดแก sucrase และ maltase 

โดยมีหลกัฐานการศึกษาในหนทูี่มีระบบภมูิคุมกันปกติ ภายหลงัจากการติดเชื้อ Giardia sp. จะมี

ลักษณะพยาธสิภาพที่สําคญัคือ การสูญเสียบริเวณผิวของเซลลเยื่อบุผิวลําไสที่เกีย่วของกับการ

สรางเอนไซม sucrase และ maltase ในขณะที่หนทูี่มีระบบภูมิคุมกันบกพรอง ในสวนของ T-cell 

ไมพบวามีความผิดปกติของเซลลเยื่อบุผนังลาํไส เมื่อไดรับการติดเชื้อดวย Giardia sp.  
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อาการแสดงทางคลินกิ 
 
 ลักษณะอาการของการติดเชื้อ G. lamblia พบไดตั้งแตทองเสยีเล็กนอยจนถงึมาก ทองอืด 

ปวดทอง น้ําหนักลด มีไขมันและเมือกในอจุจาระ ถาเปนมากผูปวยจะมีภาวะดูดซึมสารอาหาร

บกพรองทําใหเกิดภาวะทุพโภชนาการไดในภายหลัง จะเห็นไดวาลักษณะอาการที่เกดิจากการติด

เชื้อ Giardia sp. นี้ ไมจาํเพาะ กลาวคือมีลกัษณะคลายที่เกิดจากเชื้อในระบบทางเดินอาหารชนิด

อื่น ในกรณีที ่trophozoite ไปที่ถงุน้าํดีก็อาจทาํใหผูปวยมีอาการดีซาน (Goldstein et al., 1978) 

หรืออาจพบ trophozoite ในระบบทางเดินปสสาวะได 

 ลักษณะอาการทางคลนิิกสามารถแบงออกไดเปน 3 ลักษณะดังนี ้คือ ผูปวยไมมีอาการ

แสดง ผูปวยมอีาการทองเสยีเฉียบพลนัและผูปวยมีอาการทองเสียเรือ้รัง โดยสวนใหญแลว

ประมาณรอยละ 50 ของคนที่ติดเชื้อโปรโตซัว จะแสดงอาการและสามารถหายไดเอง แมวาจะ

ไมไดรับการรักษา ซึ่งจากรายงานพบวาปจจัยของโฮสตที่เกี่ยวของกบัการกําจัดโปรโตซัวคือระบบ

ภูมิคุมกันของรางกาย แตอยางไรก็ตามระบบภูมิคุมกันของรางกายไมไดปองกันโฮสตจากการติด

เชื้อซํ้า (reinfection) ในขณะที่อีกครึ่งหนึง่ของผูปวยมีอาการผิดปกตอิยางรนุแรง นือ่งจากไม

สามารถดูดซมึสารอาหารไดตามปกติ (severe malabsorption syndrome) โดยพบวาผูปวยจะมี

อาการทองเสยีเรื้อรัง น้ําหนกัลด อุจจาระมีไขมัน ซึง่หากเกิดขึ้นเปนระยะเวลานาน ก็อาจจะทําให

เกิดภาวะทุพโภชนาการและมีการเจริญเตบิโตผิดปกติ ดังนัน้การที่มีความแตกตางในลักษณะ

อาการที่แสดงออกนี้ พบวานาจะมีสาเหตุมาจากปจจัยที่เกี่ยวของดงันี้คอื ความรนุแรงของสาย

พันธุของ Giardia sp. (Nash et al., 1987) ปริมาณของ cyst ที่ไดรับ อายุของโฮสตและภาวะ

ภูมิคุมกันของรางกายในขณะที่ไดรับเชื้อ 

 ในกลุมที่เกิดอาการทองเสยีฉับพลัน พบไดบอยในนกัทองเทีย่วที่เดินทางมาจากพืน้ที ่             

ที่ไมมีการติดเชื้อมายงัพืน้ทีท่ี่มีการติดเชื้อ โดยพบวาในผูปวยกลุมนี้มอีาการทองเสยีรอยละ 90 

น้ําหนกัลดรอยละ 60-70 และอาจมีอาการทางระบบทางเดินอาหารไดเชน คลืน่ไส  อาเจียน 

ทองอืด ออนเพลีย อุจจาระมีไขมัน โดยทีส่วนใหญอาการจะหายไดเองภายใน  2-4 สัปดาห แต

ผูปวยประมาณรอยละ 30-50 ถาไมไดรับการรักษาจะกอใหเกิดอาการทองเสียเรื้อรัง น้ําหนกัลด 

การดูดซึมอาหารจําพวกไขมันและวิตามนิ B12, folate, lactose ผิดปกติ สงผลใหการเจริญเติบโต

ของรางกายผดิปกติไปดวย ซึ่งมักพบในผูปวยเด็ก (Walzer, Wolfe และ Schultz, 1971) 
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ระบบภูมิคุมกัน 
 
 การติดเชื้อ G. lamblia กอใหเกิดลักษณะอาการที่แตกตางกนั ตัง้แตไมมีอาการจนกระทั่ง

มีอาการรนุแรงและเรื้อรังในผูปวย ดงัที่ไดกลาวไวแลวนัน้ ถาพจิารณากันอยางละเอยีด ในเรื่อง

ของกลไกที่ไมเกี่ยวของกับระบบภูมิคุมกันในรางกาย พบวานาจะเปนปจจัยสําคัญทีเ่กี่ยวของกับ

การปองกนัการติดเชื้อ Giardia sp. ในลําไส 

 การศึกษาถึงกลไกที่ไมเกี่ยวของกับระบบภูมิคุมกันที่มีผลตอการกําจัดเชื้อ G. lamblia ใน

ลําไสพบวาในน้ํานมของคนมีสารที่มฤีทธิฆ์าเชื้อ G. lamblia ได เชน conjugate bile salt, 

unsaturated fatty acid และ free fatty acid เปนตน (Gillin, 1987 ; Rohrer et al., 1986 ; 

Reiner, Wang และ Gillin, 1986) โดยที่สารจําพวก triglycerides ที่มอียูในน้าํนมนัน้ จะทาํ

ปฏิกิริยากับเอนไซม lipase ที่มีอยูในลําไส ทาํใหไดสาร free fatty acid ซึ่งมีผลทาํลายเซลล        

เมมเบรนของโปรโตซัว นอกจากนั้นในน้าํนมยงัม ีIgA แอนติบอดี ซึ่งเปนกลไกของระบบภูมิคุมกัน

ที่มีสวนในการกําจัดเชื้อโปรโตซัวชนิดนี้ซึ่งจะไดกลาวตอไป แตอยางไรก็ตามมหีลักฐานวาเชื้อ             

โปรโตซัวสามารถปองกนัไมใหถูกทําลายโดยสารเหลานีไ้ด ถาเลี้ยงเชือ้ในอาหารเลีย้งเชื้อที่มีสาร 

mucus จากลาํไสของคน (Zenian และ Gollin, 1987) แสดงวา innate immunity ปองกัน 

trophozoite จากการถูกทําลายในลาํไสได นอกจากนี้การทดสอบในหลอดทดลองพบวา

สารอาหารตามธรรมชาติ ไดแก lectin มีผลตอการเจริญเติบโตของ G. lamblia ในระยะ 

trophozoite และมีผลทําใหการติดเชื้อ G. muris ในหนูทดลองลดลง (Ortega-Barria  et al., 

1994) จากหลกัฐานดังกลาวแสดงวา กลไกที่ไมใชระบบภูมิคุมกันภายในรางกายของเรามีสวนใน

การทาํลายเชือ้โปรโตซัวชนดินี้ในลําไส 

 ในเรื่องของกลไกทางระบบภูมิคุมกันก็มีสวนสําคัญในการกําจัดเชื้อ G. lamblia ในลําไส 

โดยมีหลกัฐานพบวาทั้ง B-cell และ T-cell มีสวนเกี่ยวของกับการเกดิโรคและพยาธิสภาพที่เกิด

จากการติดเชื้อ G. lamblia ในผูปวยที่มีภาวะภูมิคุมกันบกพรอง เนื่องจากมกีารสราง          

แกมมาโกลบลูินลดลง (hypogammaglobulinemia) หรือในผูปวยที่มีการสรางอมิโนโกลบูลิน A 

(secretory IgA) หรือในผูปวย common variable immunodeficiency (CVID) ทีม่คีวามบกพรอง

ทั้ง B-cell และ T-cell ผูปวยเหลานี้จะมีอุบัติการณการติดเชื้อ G. lamblia เพิ่มข้ึน (Lai Ping So 

และ Mayer, 1997) และมีการทําลายเซลลเยื่อบุผนงัลําไสมากกวาในผูปวยทีม่ีระบบภูมิคุมกัน

ปกติ (Ferguson, Gillon และ Manro, 1990) โดยที่ผูปวย CVID ทีม่ีความบกพรองทั้ง B-cell และ 

T-cell จะมีการติดเชื้อไดงายกวาผูปวยทีบ่กพรองในการสราง IgA อยางเดยีว นอกจากนี้ในการ

ทดลองในหนทูี่มีการพรองทัง้ CD4+ T-Cell และ  B-Cell พบวามกีารติดเชื้อ Giardia sp. แบบ

เร้ือรัง  
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 สําหรับการศึกษาในสวนของ B-Cell เพียงอยางเดยีวที่มผีลตอการกําจดัเชื้อ Giardia sp. 

นั้น มหีลักฐานเดียวที่สนับสนุนการศึกษา โดยพบวาในหนูทีม่ีการเอายีนที่ควบคุมการสราง IgA 

ออก และทาํใหไมสามารถสราง IgA ไดนั้น เมื่อเกิดการติดเชื้อ Giardia sp. จะไมสามารถกาํจัด

เชื้อใหหมดออกไปจากลาํไสได (6 HEckmann และ Gillin, 2001) สวนแอนติบอดี isotype อ่ืนๆ ที่

อาจมีสวนเกีย่วของในการกาํจัดเชื้อ เชน IgG, IgM ก็สามารถตรวจพบในซีร่ัมของผูปวยที่ติดเชื้อ

ไดเชนกัน โดยจากหลักฐานในผูปวยเด็กทีม่ีการติดเชื้อชนิดฉับพลนั ตรวจพบ IgG และ IgA ตอ

แอนติเจนที่ผิว ซึ่งแอนติเจนชนิดนี้ภายหลงัไดรับการวินจิฉัยวาเปน สาร immunogenic ในขณะที่

เด็กที่มกีารติดเชื้อเร้ือรัง และมีภาวะทุพโภชนา จะตรวจพบ IgG และ IgM แตไมพบ IgA จึงเปนไป

ไดวาผูปวยกลุมนี้ ไมสามารถที่จะ switch immunoglobulin class จาก IgM และ IgA ได (Char 

et al., 1993) ดังนัน้จากหลกัฐานดังกลาวแสดงวา IgA นาจะมีสวนสาํคัญตอการปองกันการติด

เชื้อของโปรโตซัวชนิดนี ้

 ในดานความสําคัญของ T-cell ที่มีผลตอการติดเชื้อ Giardia sp. จากการศึกษาในหนู

ทดลองพบวา T-cell มีสวนสาํคัญในการควบคุมการติดเชื้อ Giardia sp. เนื่องจากในหนูมีความ

บกพรองในการสราง CD4+ T-cell ลดลงอยางเดยีว แตมีการสราง CD8+ cell และ macrophage 

ที่เปนปกติจะกอใหเกิดการติดเชื้อ Giardia sp. ชนิดเรื้อรัง แสดงวา CD4+ T-cell มีสวนสาํคัญใน

การกําจัดเชื้อชนิดนี้ในหนู และอาจมีสวนเกี่ยวของกับการเปลี่ยน immunoglobulin จาก IgM เปน 

IgA แตอยางไรก็ตามในผูปวย acquired immunodeficiency syndrome (AIDS) ทีม่ีการติดเชื้อ 

พบวาไมไดทําใหเกิดอาการทองเสยีรุนแรงเหมือนในผูปวย AIDS ที่มกีารติดเชื้อรวมกับโปรโตซัว

ชนิดอื่น ไดแก Cryptosporidium sp., Microsporidium sp. และ Cyclospora sp. นอกจากนี้ใน

ผูปวย AIDS พบวาพยาธิสภาพที่เกิดขึ้นตางไปจากผูปวยทีม่ีระบบภมูิคุมกันปกติ และถึงแมวา

ผูปวย AIDS จะมีความผิดปกติที่ CD4+ T-cell แตก็ไมไดติดเชื้อไดงายกวาคนปกต ิดังนัน้การติด

เชื้อในผูปวยกลุมนี้จงึไมใชปญหาสําคัญ 

 จากหลักฐานดังกลาวขางตนแสดงวาระบบภูมิคุมกันของรางกายโฮสตมีสวนเกี่ยวของใน

การกําจัดเชื้อ Giardia sp. ในลําไส แตอยางไรก็ตามมีรายงานวาเชื้อ Giardia sp. สามารถที่จะ

หลีกหนีระบบภูมิคุมกันภายในรางกายได โดยมีหลกัฐานการเกิด antigenic variation ไดใน 

Giardia sp. ทั้งจากในสัตวและในคน โดยที่บริเวณผวิของเมมเบรนในระยะ trophozoite จะมี

แอนติเจนที่เรียกวา variant surface protein (VSPs) (Zhang et al., 1993) แอนติเจนชนิดนี้

ประกอบดวยโปรตีนที่มีกรดอะมิโนชนิด cysteine อยูเปนจํานวนมาก และมียีนที่ควบคุมแอนติเจน

ชนิดนี้อยูประมาณ 20 ถึง 184 ยีน โดยทีม่ีความถี่ในการเปลี่ยนแปลง VSPs ประมาณ 10 -3  ถึง 

10 -4 ตอ generation  (Nash and Mowatt, 1992) การเกิด antigenic variation นี้พบไดทั้งใน

ระหวางที่มีการเกิด encystaion และ excystation เขาใจวาเพื่อเปนการหลีกหนีระบบภูมิคุมกัน 
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ของโฮสต และเปนการเปลีย่นแปลงเพื่อใหโปรโตซัวสามารถทีจ่ะมีชวีติอยูไดในสภาวะแวดลอมที่

แตกตางกนัในโฮสต นอกจากนี้ยงัพบวา VSPs นี้มีความสัมพันธกับการติดเชื้อและความรนุแรง

ของโรคอีกดวย 
 

การตรวจวนิจิฉัยโรคทางหองปฏิบัติการ 
  
 การตรวจวนิิจฉัยที่ถือวาเปน definite diagnosis คือ การตรวจหาเชื้อโปรโตซัวในอุจจาระ

โดยตรง โดยทีล่ักษณะอุจจาระที่ตางกันจะพบระยะของโปรโตซัวแตกตางกนัได เชน ในอุจจาระที่

แข็ง (formed stool) มักจะพบโปรโตซัวระยะ cyst มากกวา สวนระยะ trophozoite มักพบใน

อุจจาระที่เหลว (loose stool) หรืออุจจาระที่เปนน้าํ (watery stool) การตรวจอุจจาระโดยวิธ ี

simple smear หรือ concentration technique จากตัวอยางเพียงครั้งเดียวของผูปวยนัน้ไม

เพียงพอ เนื่องจากมีรายงานพบวาการปลอย cyst หรือ trophozoite ออกมากับอุจจาระนัน้ไม

แนนอนและไมสม่ําเสมอ กลาวคืออาจพบระยะ cyst ในอุจจาระเปนจํานวนมาก หรืออาจพบใน

จํานวนนอย หรือพบจํานวนมากเปนชวงๆ เชน ในชวง 1-3 สัปดาหแรก หรือพบจํานวนมากสลับ

กับพบจาํนวนนอย ดงันัน้ถาตรวจครั้งแรกไมพบเชื้อโปรโตซัว จงึควรจะมีการตรวจตัวอยางอุจจาระ

ซ้ําอยางนอยอกี 2 คร้ัง มีผูศกึษาพบวาการตรวจอุจจาระจากตวัอยางหนึง่เพยีงครั้งเดียวทาํใหมี

โอกาสพบโปรโตซัวรอยละ 76 การตรวจอุจจาระซ้ําในครั้งที ่2 มีโอกาสพบเชื้อโปรโตซัวมากขึ้นเปน

รอยละ 90 และเมื่อทาํการตรวจซ้ําเปนครั้งที ่3 ทําใหมีโอกาสพบเชื้อมากสงูรอยละ 97                

(Wolfe, 1978) ดังนัน้การตรวจอุจจาระอยางนอย 3 คร้ัง จึงเปนสิ่งจาํเปนในการตรวจวินิจฉยั      

โปรโตซัวชนิดนี้ นอกจากนี้ยงัสามารถใชวธิีการยอมสีเพือ่ทําการวนิิจฉัยเชื้อ G. lamblia ที่พบใน

อุจจาระไดโดยการยอมดวยน้ํายาไอโอดนีในอุจจาระสด เพื่อดูลักษณะของนิวเคลียส หรือการยอม

แบบถาวรดวยวิธี trichrome, iron-hematoxylin หรือ giemsa ในกรณีที่การตรวจอุจจาระทัง้       

3 คร้ัง แลวไมพบเชื้อโปรโตซัว อาจจะตองใชวิธทีาง immunology มาชวยวนิิจฉัยไดแก indirect 

immunofluoresence assay (IFA) โดยใชแอนติบอดีที่จาํเพาะตอ glycoprotein หรือโปรตีนที่อยู

บริเวณ cyst wall ซึ่งจากการศึกษาเปรียบเทียบพบวา การตรวจโดยวิธีนีท้ําใหมีโอกาสตรวจพบ 

โปรโตซัวไดมากกวาการตรวจโดยวิธยีอมสีเพียงอยางเดยีวนอกจากนีย้ังมวีิธี enzyme-linked 

immunosorbent assay (ELISA) โดยการใช monoclonal และ polyclonal แอนติบอดีเพื่อ

ตรวจหา G. lamblia แอนติเจนที่อยูในอุจจาระซึ่งจากการประเมิณผลการตรวจดวยวิธีนี้จาก

หลายๆ commercial kit พบวามีความไวรอยละ 88.6-100 และความจําเพาะรอยละ 99.3-100 ซึ่ง

ขอดีของวิธีนี้คอืใชระยะเวลาในการตรวจนอย บาง kit ใชเวลาเพียง 1-2 นาท ีตอ 1 ตัวอยาง แต

พบวามรีาคายังคอนขางสงูคือ ประมาณ 200-600 บาทตอตัวอยาง (Addiss, 1991) สําหรับการ 
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ตรวจวินิจฉยัทาง immunology อ่ืนๆ เชน การตรวจแอนติบอดีตอเชื้อ G. lamblia ในซีร่ัม เหมาะ

สําหรับศึกษาในดานของระบาดวิทยามากกวา เนื่องจากสามารถตรวจตัวอยางไดทลีะจํานวน

มากๆ แตมีประโยชนนอยในดานการรักษา เพราะไมสามารถจําแนกกลุมอาการทองเสียอยาง

เฉียบพลนัได กลาวคือ ถาตรวจ IgG แอนติบอดีจะสามารถพบไดในผูปวยทัง้ที่ติดเชือ้และไมติด

เชื้อที่อาศัยอยูบริเวณที่มกีารระบาด แตถาการตรวจแบบ IgM แอนติบอดี มีประโยชนในดานการ

วินิจฉยัการตดิเชื้อแบบเฉียบพลันไดดีกวา เนื่องจาก IgM แอนติบอดีในซีร่ัมจะเพิ่มข้ึนในชวงแรกที่

เร่ิมมีการติดเชือ้และคงอยูประมาณ 2-3 สัปดาห 

 ตอมาเมื่อวธิีการทางอณูชีววทิยาไดถกูพัฒนาขึ้น จงึไดมีการนาํเอาเทคนิค PCR มาใชใน

การชวยวนิิจฉยัการติดเชื้อ G. lamblia โดยสวนใหญแลวทาํการศึกษาใน gdh, beta-giardin, tpi, 

SSU rRNA gene และ trophozoite surface protein genes (tsa, tsp) เปนตน ซึ่งจากการ

เปรียบเทียบประสิทธิภาพของการตรวจอจุจาระโดยวิธี PCR ที่ขยายในสวนของ intergenic 

spacer region ของ ribosomal RNA วิธกีารตรวจดวยกลองจุลทรรศนและการใชเทคนิคทาง 

immunology ไดแก ELISA, counter immunoelectrophoresis (CIEP) พบวาการตรวจอุจจาระ

โดยวิธ ีPCR นั้นมีความไวและความจาํเพาะมากกวาการตรวจดวยกลองจุลทรรศนและการตรวจ

โดยวิธ ีimmunology นอกจากนัน้ยงัพบวาสามารถตรวจตัวอยางดีเอ็นเอที่สกัดจาก G. lamblia 

ในระยะ trophozoite ในปริมาณเพียง 2 picogram ไดโดยใชวิธ ีnested PCR เพื่อเพิม่ความไว

และความจาํเพาะ พบวาสามารถตรวจตัวอยางที่มีโปรโตซัวเพียง 10 cyst ตออุจจาระ 100 μl ได 

(Ghosh, 2000) 

 นอกจากนีย้ังมีการใชเทคนคิ PCR และการวิเคราะหโดยใช RFLP เพือ่แยกความแตกตาง

ทางจีโนไทดของ G. lamblia จากการทดลองขยายในสวน tpi gene จากดีเอ็นเอทีส่กัดไดจาก

ตัวอยางอุจจาระที่มีระยะ cyst และวิเคราะหโดยวธิี RFLP พบวาสามารถแยกความแตกตางของ  

ดีจีโนไทดของ G. lamblia ได ถึงแมวาการตรวจวินิจฉัยโดยการวธิีการทางอณูชวีวทิยาจะมีความ

ไวและคงวามจําเพาะสงู เมือ่เปรียบเทียบกับการตรวจวนิิจฉัยดวยกลองจุลทรรศนและการตรวจ

ทาง immunology แตเนื่องจากยงัมีขอจํากดัที่วา เครื่องมอืและน้ํายาที่ใชในการตรวจวินิจฉยันัน้ มี

ราคาแพงจงึไมเหมาะสม ทีจ่ะนํามาใชในการตรวจในหองปฏิบัติการแบบทั่วไป แตเหมาะสําหรับ

การศึกษาดานระบาดวทิยามากกวาเพื่อศึกษาในแงการแพรกระจายของเชื้อ  

 การตรวจของเหลวที่ดูดไดจากลําไสสวนดโูอดีนัม เชน การดูดโดยสอดหลอดเขาในลาํไส 

(duodenal intubation) หรือการใช enterotest capsule แคปซูลนี้ประกอบดวยเสนดายไนลอน

ยาว 1 เมตร สวนปลายติดไวดวยตุมน้าํหนกั ทัง้หมดเก็บมวนไวในแคปซูลเจลลาทินและมีปลาย

สายยาวออกมา เมื่อกลนืแคปซูลลงไปเจลลาทนิจะละลาย ดายจะคลายตัวลงไปถงึเจจนูัม    

Giardia sp. จะเกาะตามดาย เมื่อสาวดายขึ้นมาก็นาํของเหลวที่ติดดายไปตรวจดูดวยกลอง 
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จุลทรรศน (Wolfe, 1992) หรือการตรวจชิน้เนื้อเยื่อมาตรวจเพื่อดูระยะ trophozoite โดยตรงก็

นํามาใชในกรณีที่ไมสามารถวินจิฉัยไดโดยการตรวจวินจิฉัยดวยวิธีอ่ืน 

 
การรกัษา 
 
 ยาหลกัที่ใชรักษาโรคติดเชื้อ G. lamblia คือ metronidazole โดยการรักษาในผูใหญจะให 

250 mg วันละ 3 คร้ัง เปนเวลา 5 วัน ในเด็กใชนขาด 15 mg/kg วันละ 3 คร้ังเปนเวลา 5 วัน ซึ่งให

ประสิทธิภาพในการรักษารอยละ 80-95 นอกจากนี้อาจใช trinidazole รักษาในผูใหญโดยจะให   

2 g คร้ังเดียว ซึ่งจะใหผลการรักษารอยละ 90 ใกลเคียงกับ metronidazole ยาทั้ง 2 ชนิดนี้ กอให 

เกิดอาการขางเคียง เชน คลื่นไส อาเจยีน ปวดศรีษะ และเวียนศรีษะ เปนตน  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

           



  

     บทที่  3 
วิธีดําเนินการวิจัย 

 
รูปแบบการวจิัย 

เปนการศึกษาเชิงการทดลอง (Experimental research) โดยทาํการศึกษาใน

หลอดทดลอง  (In vitro study) 
 
วัตถุประสงคของการวิจยั  
 

เพื่อศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของ G. lamblia จากตัวอยาง 

ผูติดเชื้อที่พบในประเทศไทย 

 
คําจํากัดความที่ใชในการวิจัย 
 

 ประชากรเปาหมาย (target population) คือ ผูที่ติดเชื้อ G. lamblia จากพืน้ที่

ตางๆ ในประเทศไทย 

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

ปริมาณดเีอ็นเอเฉพาะสวนอยางจาํเพาะในหลอดทดลอง โดยอาศัยเอนไซมจําเพาะเปนตัวเรงการ

เกิดปฏิกิริยา ภายใตสภาวะที่เหมาะสม 
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ขนาดของกลุมประชากร 
  
 จากการศึกษานี้ไดทําการเกบ็ตัวอยาง จากผูที่ตรวจพบ G. lamblia เปนตัวอยางที่ไดจาก

ผูปวยของโรงพยาบาลจฬุาลงกรณ จาํนวน 8 ตัวอยาง และตัวอยางจากเด็กนักเรียน ตําบล                    

ทาสองยาง อําเภอทาสองยาง จังหวัดตาก จํานวน 22 ตัวอยาง รวมตัวอยางทัง้หมดที่ทําการศึกษา 

30 ตัวอยาง 
  
เครื่องมือและสารเคมทีี่ใชในการวจิัย 

 
อุปกรณ 

 เครื่องปนความเร็วสูงที่ควบคุมอุณหภูมิและเวลาได (high speed refrigerated  

  microcentrifuge, Tomy) 

 เครื่องปนความเร็วสูงขนาดเล็ก       

 เครื่องชั่งน้าํหนักละเอยีดอานคาไดทศนยิม 4 ตําแหนง (Bosh) 

 ตูเย็น 4 องศาเซลเซียส (Hitachi) 

 ตูเย็น -20 องศาเซลเซียส (Puffer Hubbard) 

ตูเย็น -40 องศาเซลเซียส (Haier) 

 ตูเย็น -80 องศาเซลเซียส (Forma Scientific) 

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

 เครื่อง laminar flow  

 กลองจุลทรรศน (Olympus) 

 เครื่องควบคุมอุณหภูมิและเวลาอตัโนมัติ (PCR cycle, Automatic thermal   

  cycler,Takara) 

เครื่องแยกแถบดีเอ็นเอโดยกระแสไฟฟา (Mupid-II) 

เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (Cyberscan 500) 

เครื่องอานผลแถบดีเอ็นเอจากเจล (Bio Rad) 

 ตูปลอดเชื้อ (Nunre) 

 ตูเลี้ยงเชื้อพรอมเครื่องเขยา (Taitec) 

 ตูอบสําหรับเพาะเชื้อ (P-Selecta) 

 ตูอบแหง (Memmert) 

หมอนึง่ปลอดเชื้อภายใตความดันและอุณหภูมิสูง (Hirayama) 
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 หนากากกนัแสงอุลตราไวโอเลต 

แหลงกาํเนิดแสงอุลตราไวโอเลต 

 เครื่องยิงกระแสไฟฟา (E.coli pulser)      

 นาฬิกาจับเวลา         

 อางน้ําปรับอุณหภูมิ (Memmert)       

 เครื่องจายกระแสไฟฟา (Bio Rad)      

 เครื่องไมโครเวฟ                                                                                                                         

 เครื่องใหความรอน (Hot plate)                                                  

 เครื่อง incubate                                                                                                                                   

 Hematocytometer                                                                                                             

 Vortex mixer (Scientific Industries)  

 วัสดุ          
 เพลทเลีย้งเชื้อ        

 กระบอกตวง ขนาด 10, 50, 100 และ 1000 มิลลิลิตร   

 กลองโฟมใสน้าํแข็ง        

 กระดาษติดฉลาก       

 กลองพลาสตกิ         

 ขวดสําหรับใสสารเคมี        

 ถุงมือยาง (Latex gloves)       

 ถุงพลาสติก         

 ที่วางหลอดทดลอง สําหรับหลอดขนาด 0.5 และ 1.5 มลิลิลิตร   

 แทงแกวสาํหรับคนสาร        

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

 พาราฟลม (Parafilm)        

 ไมจิ้มฟน         

 หลอดทดลองขนาดเล็กชนิดมีฝาปด (microtube) ขนาด 0.1, 0.5, 1.5 มิลลิลิตร 

 cryo tube (nunc)                                                                                                                                 

 แผนพลาสตกิอยางบาง                                                                                                        

 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. สารเคมีที่เปน 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  

 
การเก็บตัวอยางอุจจาระ 
 

ตัวอยางอุจจาระที่นาํมาใชในการศึกษาครัง้นี ้เปนตวัอยางที่ไดจากการเก็บอุจจาระผูปวย

จากโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ ซึ่งทําการตรวจวินจิฉัย ณ หองปฏิบัติการของภาควิชาปรสิตวิทยา  

ชั้น 4  ตึก ภปร. คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวทิยาลัย โดยเปนตัวอยางที่ตรวจพบปรสิต         

G. lamblia และตัวอยางบางสวนไดจากการเก็บตัวอยางในแหลงชุมชนบานทาสองยาง                 

จังหวัดตาก 

ขั้นตอนการเกบ็อุจจาระนกัเรียนเริ่มจากการเก็บอุจจาระสดลงในกระปุกสําหรับเก็บ

อุจจาระ พรอมทั้งบนัทึกประวัติ ซึง่ประกอบดวย เพศ อายุ ชัน้เรียน จากนั้นแบงอุจจาระสดสวน

หนึง่ผสมกับ 10% formaldehyde แลวคนใหเขากนัเพื่อรักษาสภาพของเชื้อปรสิตในอุจจาระ นํา

อุจจาระที่คนจนเขากนัดีแลวใสกระปุก ปดฝาใหแนนเก็บไวที่อุณหภูมหิอง โดยอุจจาระสวนนี้จะใช

สําหรับการตรวจหาเชื้อปรสิตขั้นตนดวยกลองจุลทรรศนและทําการศึกษาลักษณะทางสัณฐาน

วิทยาตาง ๆ สําหรับอุจจาระอีกสวนหนึ่งที่เหลือจะเกบ็โดยคงสภาพอุจจาระสดไวที่อุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซยีส ตลอดระยะเวลาระหวางนาํสูหองปฏิการ โดยเมื่อถึงหองปฏิบัติการแลวจะนาํไปเกบ็

รักษาไวที่อุณหภูมิ -40 องศาเซลเซียส เพือ่ใชในกระบวนการทางอณชูีววทิยาตอไป 
 
วิธีการนับจํานวนปรสิต Giardia lamblia                                     
 
 ทําการตรวจวนิิจฉัยหาปรสติ G. lamblia จากตัวอยางอุจจาระ โดยการใชเครื่องมือตรวจ

นับจํานวน cyst หรือ Hematocytometer และทําการตรวจโดยใชกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 

objective lens 10x ทีห่องปฏิบัติการของภาควิชาปรสติวิทยา ชัน้ 18 ตึก อปร. คณะแพทยศาสตร 

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย   
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การสกัดดีเอนเอ (DNA extraction) 
 
การทาํให cyst ของ G. lamblia แตกตัว (Freeze Thaw) 
1. นําอุจจาระ 500 ไมโครลิตร มาปนลางดวยบัฟเฟอร PBS 500 ไมโครลิตร ดวยเครื่องปน  

    ความเร็วสงู 13000 rpm เปนเวลา 1 นาท ีจํานวน 3 คร้ัง 

2. เติมบัฟเฟอร ASL 500 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั จากนั้นดูดสวนผสมทั้งหมดใส cryo tub 

    สําหรับทาํ Freeze thaw  

3. นําตัวอยางอุจจาระที่อยูในหลอด cryo tube แชในไนโตรเจนเหลว 1 นาที แลวนาํไปตมใน       

    น้าํเดือดทนัทีเปนเวลา 1 นาที ทําเชนนี้ 6 รอบ 
 
การสกัดดีเอนเอโดยใชชดุสกัดดีเอนเอของ QIAGEN DNA Stool Mini kit  
1. ดูดตัวอยางอุจจาระที่ผานการทาํ Freeze Thaw แลว ใสลงในหลอดทดลองขนาด 1.5  

    มิลลิลิตร จากนัน้เติมบัฟเฟอร ASL 300 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั แลวนําไปบมที่ อุณหภูมิ   

    70 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาท ี

2. นําไปปนดวยเครื่องปนความเรว็สูง 13000 rpm เปนเวลา 3 นาท ีแลวดูดสารละลายใส  

   ลงในหลอด 1.5 มิลลิลิตร ใหม แลวเติม Inhibit Ex tablet นําไปเขยาดวยเครื่อง vortex  

   เปนเวลา 1 นาที แลวตัง้ทิง้ไวที่อุณหภูมหิอง 1 นาท ี

3. นําไปปนดวยเครื่องปนความเรว็สูง 13000 rpm 3 นาท ีแลวดูดสารละลายทัง้หมดใสในหลอด  

1.5 มิลลิลิตร ใหม ปนที่ 13000 rpm 3 นาที อีกครั้ง                                                      

4. ดูดสารละลายที่ไดมา 200 ไมโครลิตร ใสลงในหลอด 1.5 มิลลิลิตร แลวเติม Proteinase K       

    15 ไมโครลิตร และบัฟเฟอร AL 200 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 70   

    องศาเซลเซยีส เปนเวลา 10 นาท ี

5. เติม ethanol (95%) 200 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั 

6. ดูดสารละลายในหลอด ใสลงใน QIAamp Spin Column แลวนาํไปปนดวยเครื่องปน     

    ความเร็วสงู 13000 rpm เปนเวลา 1 นาท ีจากนัน้จึงนํา QIAamp Spin Column มาใสใน  

    collection tube หลอดใหม  

7. เติม บัฟเฟอร AW1 500 ไมโครลิตร นําไปปนดวยเครือ่งปนความเรว็สูง 13000 rpm        

    เปนเวลา 1 นาที จากนั้นจงึนาํ QIAamp Spin Column มาใสใน collection tube หลอดใหม  

8. เติม บัฟเฟอร AW2 500 ไมโครลิตร นําไปปนดวยเครือ่งปนความเรว็สูง 13000 rpm        

    เปนเวลา 3 นาที จากนั้นจงึนาํ QIAamp Spin Column มาใสใน collection tube หลอดใหม 

    นาํไปปนดวยเครื่องปนความเรว็สูง 13000 rpm เปนเวลา 1 นาท ี
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9. นํา QIAamp Spin Column มาใสใน collection tube หลอดใหม  เติม บัฟเฟอร AE แลวทิง้ 

     ไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 5 นาที แลวจึงนาํไปปนดวยเครื่องปนความเร็วสงู 13000 rpm   

     เปนเวลา 1 นาท ี                                                                                                                   

10.ดูดดีเอ็นเอที่ไดเก็บไวในหลอดทดลองขนาดกลาง 0.5 มิลลิลิตร นาํดีเอ็นเอที่สกดัไดเก็บไวที่      

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

 ทําการออกแบบไพรเมอรจากดีเอนเอตนแบบของ 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 )        
 

 ขอควรระวังในการออกแบบ primer คือ                    

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

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

ตัวของเบสตางๆ เหมือนกันกับลําดับเบสที่ตองการจะเพิ่มจํานวน           

 2. ควรหลีกเลีย่งการใช primer ที่ม ีpolypurines หรือ polypyrimidine  

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

เพื่อปองกันการจับคูกันเองของ primer (primer-dimer)      

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

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

เดียวกนัเกิดเปนโครงสรางทุติยภูมิ (secondary structure)   

 5. คา Tm ของ primer ควรใกลเคียงกนัและอยูในชวง 50-80 องศาเซลเซียส  
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GBGDF0    5’- ACCCGTACGCTCACCCAGAC-3’ 

  (ตรงกับตําแหนงเบสที่ 791-810 ของสายพันธุ Portland1  

       accesses  number X85958) 

 

GBGDF1    5’- ACCCAGACGATGGACAAGC-3’ 

     (ตรงกับตําแหนงเบสที่ 803-821 ของ สายพันธุ Portland1  

       accesses  number X85958)              

         

            G376 5’- CATAACGACGCCATCGCGGCTCTCAGGAA-3’ 

  (ตรงกับตําแหนงเบสที่ 1187-1215 ของสายพนัธุ Portland1  

                                accesses  number X85958) 

 

            GBGDR0     5’- GATCTTCGAGACGACGTCCT-3’ 

   (ตรงกับตําแหนงเบสที่ 1539-1558 ของสายพนัธุ Portland1  

                                accesses  number X85958) 

             
การเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอในหลอดทดลองโดยปฏกิรยิาลกูโซโพลเีมอรเรส   
 

1.  การเพิม่ปริมาณดีเอนเอในหลอดทดลองจะทําสองรอบ (nested PCR) โดยรอบแรกนํา 

ดีเอ็นเอที่สกัดไวมาใชเปนแมแบบสําหรับทํา PCR โดยจะตองใชองคประกอบที่จาํเปนตอการทํา

ปฏิกิริยาตอ  1 ตัวอยาง ประกอบดวยดีเอ็นเอที่สกัดไว 5 ไมโครลิตร,  primer ทั้ง forward และ 

reverse ความเขมขน 30 พโิคโมล primer ละ 0.14  ไมโครลิตร, 10X PCR Buffer 2  ไมโครลิตร, 

dNTP 2.5 มิลลิโมลาร จาํนวน 1.6 ไมโครลิตร เพื่อเปนสารต้ังตนของการทําปฏิกิริยาสงัเคราะห

ลําดับนิวคลีโอไทด, Ex Taq DNA polymerase 0.1 ไมโครลิตร เพื่อใชเปนเอน็ไซมเรงปฏิกิริยา 

และน้ํากลัน่ 11.02 ไมโครลติร นําหลอดทีม่ีสวนผสมของการทํา PCR เขาเครื่องควบคุมอุณหภูมิ

และเวลาอัตโนมัติ ซึง่ประกอบดวยขั้นตอนการทําใหดีเอ็นเอแยกสายที่อุณหภูมิ  94 องศาเซลเซยีส 

2 นาที, ข้ันตอนการทําให primer จับกับสายดีเอ็นเอแมแบบที่อุณหภมูิ 60 องศาเซลเซียส 0.3 

นาที และขัน้ตอนการสงัเคราะหสายดีเอน็เอที่อุณหภูม ิ72 องศาเซลเซียส 2 นาที ซึง่ทาํปฏิกิริยา

ทั้งหมด 40 รอบ 
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 2.  พีซีอารรอบที่ 2 นําผลิตผล PCR ที่ไดจากรอบแรกมาใชเปนดีเอนเอแมแบบสําหรับทํา 

PCR ในรอบที ่2 โดยใชพีซีอารโปรดัครอบแรก 2 ไมโครลิตร, primer ทั้ง forward และ reverse 

อยางละ 0.14 ไมโครลิตร, 10X PCR Buffer 2  ไมโครลิตร, dNTP 2.5 มิลลิโมลาร จาํนวน 1.6 

ไมโครลิตร เพื่อเปนสารตั้งตนของการทําปฏิกริยาสังเคราะหลําดับนวิคลีโอไทด, Ex Taq DNA 

polymerase 0.1 ไมโครลิตร เพื่อใชเปนเอ็นไซมเรงปฏิกิริยา และน้ํากลั่น 14.02 ไมโครลิตร นํา

หลอดที่มีสวนผสมของการทาํ PCR เขาเครื่องควบคุมอุณหภูมิและเวลาอัตโนมัต ิซึง่ประกอบดวย

ขั้นตอนการทาํใหดีเอ็นเอแยกสายที่อุณหภูมิ  94 องศาเซลเซียส 2 นาที, ขั้นตอนการทําให primer 

จับกับสายดีเอ็นเอแมแบบที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซยีส 3 นาท ีและขั้นตอนการสังเคราะหสายดี

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

1.  เตรียมอะกาโรสที่มีความเขมขนรอยละ 2 ใน 1 X TBE  100 มิลลิลิตร ภายหลงัจาก

การหลอม gel ดวยความรอนแลวปลอยใหแข็งตัวในถาดเตรียม gel แลว นํา gel มาใสใน 

electrophoresis chamber  

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

ในหลุมของ 2 % อะกาโรสเจล ซึ่งใช Ladder 50 bp เปนดีเอ็นเอบอกขนาด (DNA marker) เพื่อใช

เปรียบเทียบขนาดกับผลิตผล PCR  

3.  เดินกระแสไฟฟาภายใตกระแสขนาด  100 โวลต เปนเวลา  30 นาที หลังจากนั้นนาํอะ

กาโรสเจลไปยอมดีเอนเอดวย ethidium bromide 15 นาท ี 

4. นาํไปดูการเรืองแสงของดเีอ็นเอ ภายใตแสงอุลตราไวโอเลต และถายภาพไวเพื่อวดั

ขนาดของแถบดีเอ็นเอผลิตผล โดยเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอบอกขนาด 
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วิธีการทาํโคลน (subclone)  
 

1. การคัดแยกดีเอ็นเอที่โดยใช QIAGEN Gel extraction kit 
          1.1  นาํผลิตผล PCR มาทาํ gel electrophoresis โดยใชเจลแบบ low melting 

จากนั้นตัดชิน้สวนของอะกาโรสเจลบริเวณที่ปรากฏแถบดีเอ็นเอใสหลอดทดลองขนาด 1.5 

มิลลิลิตร แลวบันทกึน้าํหนักของชิ้นเจลที่ได 

          1.2  เติม QG-buffer 3 สวน ตอปริมาณเจล 1 สวน (1 มิลลิกรัม = 1 ไมโครลิตร) 

          1.3  บมที่อุณหภูม ิ50 องศาเซลเซยีส 10 นาท ีจนชิ้นเจลละลาย 

          1.4  ถายสารละลายใส spin column ที่ประกอบกับ collection tube นาํไปปน

เหวีย่งที่ 13000 rpm 1 นาท ี

          1.5  ทิง้สารละลายใน collection tube จากนัน้เตมิ QG-buffer 500 ไมโครลิตร             

ลงใน spin column แลวนาํไปปนเหวี่ยงที ่13000 rpm 1 นาท ี

          1.6  ทิง้สารละลายใน collection tube จากนัน้เตมิ PE-buffer 750 ไมโครลิตรลง

ใน spin column แลวนําไปปนเหวี่ยงที ่13000 rpm 1 นาท ี

          1.7  ทิง้สารละลายใน collection tube แลวนาํไปปนเหวี่ยงที ่13000 rpm 1 นาท ี

          1.8  เติม EB-buffer 30 ไมโครลิตรลงใน spin column ตั้งทิง้ไวที่อุณหภูมหิองเปน

เวลา 5 นาท ีแลวนาํไปปนเหวี่ยงที่ 13000 rpm 1 นาท ี

          1.9  ดูดดีเอ็นเอที่ไดใสในหลอดทดลองขนาด 0.5 มิลลิลิตร และเก็บรักษาภายใต

อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซยีส เพื่อนําไปเชือ่มเขาสูพลาสมิดในข้ันตอนตอไป 
 
2. การเชื่อมชิ้นสวนเอ็นเอเขากับพลาสมิด (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 แลวผสมใหเขากนั 

          2.3  เติมดีเอ็นเอที่คัดแยกออกจากอะกาโรสเจลปริมาณ 3 ไมโครลิตร ผสมให                 

เขากัน 

          2.4  เติม T4 DNA Ligase ปริมาณ 1 ไมโครลิตร แลวผสมใหเขากัน 

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

ดีเอ็นเอทีท่ําการเชื่อมตอกับพลาสมิด ผสมใหเขากนัแลวบมไวที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส              

เปนเวลาอยางนอย 2 ชั่วโมง 

          3.2  ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13000 rpm ภายใตอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 20 นาท ี

          3.3  ดูดของเหลวทิ้งอยางเบามือโดยระวังไมใหดีเอ็นเอที่ติดกนหลอดหลุดออก 

          3.4  เติม cold 70% ethanol ปริมาณ 500 ไมโครลิตร แลวนําไปปนเหวี่ยงดวย

ความเร็ว 13000 rpm ภายใตอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 5 นาท ี

          3.5  ดูดของเหลวทิ้งโดยเหลือไวประมาณ 50 ไมโครลิตร นําไปปนเหวี่ยงดวย

ความเร็ว 13000 rpm ภายใตอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส 2 นาท ี

          3.6  ดูดของเหลวทิ้งจนหมดโดยไมใหดีเอ็นเอทีต่ิดกนหลอดหลุดออก 

          3.7  ตากดีเอ็นเอบริเวณกนหลอดใหแหงที่อุณหภูมิหอง โดยไมตองปดฝาหลอด 

          3.8  เติมน้ํากลั่น 10 ไมโครลิตร เพื่อละลายตะกอนดีเอ็นเอ แลวเก็บไวที่อุณหภูมิ                 

-20 องศาเซลเซียส 
 
4. การจําลองดีเอ็นเอลูกผสมและการคัดเลือก 
          4.1  นาํดีเอ็นเอลูกผสมปริมาณ 5 ไมโครลิตร ผสมกับ Escherichia coli ที่ผาน

กระบวนการทาํใหเปน competent cell ปริมาณ 40 ไมโครลิตร ถายลงสู cuvette ที่แชในน้ําแข็ง

จนเยน็จัด 

          4.2  ผานกระแสไฟฟาความตางศักย 1.8 กิโลโวลต สู cuvette  

          4.3  ดูดเชื้อทั้งหมดใน cuvette ไปเล้ียงในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว (LB broth) 

ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เขยาเชือ้ภายใตอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง 

          4.4  นาํเชื้อที่ไดประมาณ 200-300 ไมโครลิตร ไปเลี้ยงบนเพลทที่มีอาหารเลีย้งเชื้อ

ชนิดแข็งที่ผสม ampicillin บมไวที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง 

          4.5  คัดเลือกโคโลนขีองเชื้อดวยวธิีการ PCR โดยใชไพรเมอร GBGDF1 และ 

GBGDR0 จากนัน้ตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอที่ตองการศึกษาดวยวิธ ีgel electrophoresis  
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การวิเคราะหลําดับเบสของดีเอ็นเอ       
           
 เปนการวิเคราะหลําดับเบสโดยใชเครื่องวิเคราะหอัตโนมตัิ (automated DNA 

sequencing) เปนวิธีการหาลําดับเบสของดีเอ็นเอ โดยอาศัยหลกัการของ dideoxy chain 

termination แตกตางกนัตรงที่การติดฉลากดีเอ็นเอ จะใชสารเรืองแสง เชน dRhodamine dye 

terminator แทนการใชสารกัมมันตภาพรงัสี โดยอาศัยการติดตามการเรืองแสงของสีตางๆ กนั              

4 ชนิด สําหรบัเบส 4 ตัว คือ A C G T สีที่ใชในการติดฉลากแตละตัว เมื่อถูกกระตุนดวยแสง

เลเซอร จะเรืองแสงในชวงความยาวคลื่นแตกตางกนั และแสงที่ปรากฏจะแตกตางกัน โดยจะเหน็

เปนสีเขียว สีดาํ สนี้ําเงิน และสีแดง ตามลาํดับ ดวยเครื่อง ABI3100 Genetic Analyzer เมื่อไดผล

ของลําดับเบสทั้งหมดของยนี beta-giradin gene นํามาศึกษาลําดับเบสโดยการทํา alignment 

ดวยโปรแกรมคอมพิวเตอร Bioedit และ Clustal X เพื่อวิเคราะหความหลากหลายของลําดับเบสที่

เกิดขึ้นใน beta-giradin gene สําหรับการสราง phylogenetic tree อาศัยหลกัการ neighbor-

joing และใช parameter ของ Juke และ Cantor ระดับความเชื่อมั่นของการแยกสายพันธุกรรม

ทดสอบโดยวธิี bootstrap โดยทําการจําลองลําดับเบสทีแ่ตกตางไปทัง้หมด 1,000 คร้ัง  
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การจาํแนกสายพันธุ Giardia lamblia โดยวิธ ีPCR-RFLP 
 
1.  การจําแนกสายพนัธุ G. lamblia ในแตละ Assemblage  

1.1  นาํผลิตผลพีซีอารโปรดคัที่ไดจากไพรเมอร GBGDF0 และ GBGDR0 มาทํา semi-

nested PCR โดยใชไพรเมอร GBGDF1 และ GBGDR0 โดยองคประกอบที่จาํเปนตอการทํา

ปฏิกิริยาตอ  1 ตัวอยาง ประกอบดวยดีเอ็นเอที่สกัดไว 2  ไมโครลิตร,  primer ทั้ง forward และ 

reverse ความเขมขน 30 พโิคโมล primer ละ 0.14  ไมโครลิตร, 10X PCR Buffer 2  ไมโครลิตร, 

dNTP 2.5 มิลลิโมลาร จาํนวน 1.6 ไมโครลิตร เพื่อเปนสารต้ังตนของการทําปฏิกิริยาสงัเคราะห

ลําดับนิวคลีโอไทด ,Ex Taq DNA polymerase 0.1 ไมโครลิตร เพื่อใชเปนเอน็ไซมเรงปฏิกิริยา 

และน้ํากลัน่ 14.02 ไมโครลติร นําหลอดทีม่ีสวนผสมของการทํา PCR เขาเครื่องควบคุมอุณหภูมิ

และเวลาอัตโนมัติ ซึง่ประกอบดวยขั้นตอนการทําใหดีเอ็นเอแยกสายที่อุณหภูมิ  94 องศาเซลเซยีส 

2 นาที, ขั้นตอนการทําให primer จับกับสายดีเอ็นเอแมแบบที่อุณหภมูิ 60 องศาเซลเซียส 0.3 

นาที และขัน้ตอนการสงัเคราะหสายดีเอ็นเอที่อุณหภูม ิ72 องศาเซลเซียส 2 นาที ซึง่ทาํปฏิกิริยา

ทั้งหมด 40 รอบ 

1.2  นําผลิตผลพีซีอารโปรดคัที่ไดมาตัดดวยเอนไซน HaeIII ที่อุณหภมูิ 37 องศาเซลเซียส

เปนเวลา 12 ชั่วโมง  

1.3  จากนัน้ทาํการตรวจผลติผล PCR โดยวิธ ีgel electrophoresis โดยใชอะกาโรสที่มี

ความเขมขนรอยละ 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 เปนดีเอ็นเอบอกขนาด (DNA 

marker) เพื่อใชเปรียบเทยีบขนาดกับผลิตผล PCR  

1.5  เดินกระแสไฟฟาภายใตกระแสขนาด  100 โวลต เปนเวลา 100 นาท ีหลงัจากนัน้

นําอะกาโรสเจลไปยอมดีเอนเอดวย ethidium bromide 15 นาที  

1.6  นําไปดูการเรืองแสงของดีเอ็นเอ ภายใตแสงอุลตราไวโอเลต และถายภาพไวเพือ่วัด

ขนาดของแถบดีเอ็นเอผลิตผล โดยเปรียบเทียบกับดีเอน็เอบอกขนาด 
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2.  การจําแนกสายพนัธุ Giardia lamblia ภายใน Assemblage A  
 
 2.1  นําตัวอยางที่ทาํการทดสอบดวยเอนไซน HaeIII แลวพบวาเปน Assemblage A มา

ทําการทดสอบ โดยนาํผลิตผลพีซีอาร (PCR product) ที่ไดจากรอบแรก (ไพรเมอร GBGDF1 และ 

GBGDR0) มาใชเปนดีเอนเอแมแบบสําหรับทํา PCR ในรอบที่ 2 โดยใชพีซีอารโปรดัครอบแรก 3 

ไมโครลิตร, primer (G376 และ GBGDR0) ทั้ง forward และ reverse อยางละ 0.14 ไมโครลิตร, 

10X PCR Buffer 2  ไมโครลิตร, dNTP 2.5 มิลลิโมลาร จาํนวน 1.6 ไมโครลิตร เพื่อเปนสารตั้งตน

ของการทาํปฏกิริยาสังเคราะหลําดับนิวคลโีอไทด ,Ex Taq DNA polymerase 0.1 ไมโครลิตร เพื่อ

ใชเปนเอน็ไซมเรงปฏิกิริยา และน้ํากลั่น 13.02 ไมโครลิตร นําหลอดทีม่สีวนผสมของการทาํ PCR 

เขาเครื่องควบคุมอุณหภูมิและเวลาอัตโนมัติ ซึ่งประกอบดวยขั้นตอนการทาํใหดีเอ็นเอแยกสายที่

อุณหภูมิ  94 องศาเซลเซยีส 2 นาที, ข้ันตอนการทําให primer จับกับสายดีเอ็นเอแมแบบที่

อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซยีส 3 นาที และขัน้ตอนการสังเคราะหสายดีเอ็นเอที่อุณหภูมิ 72 องศา

เซลเซียส 1 นาท ีซึ่งทําปฏิกริิยาทัง้หมด 30 รอบ 

2.2  นําผลิตผลพีซีอารโปรดคัที่ไดมาตัดดวยเอนไซน Hha I ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส

เปนเวลา 12 ชั่วโมง  

2.3  จากนัน้ทาํการตรวจผลติผล PCR โดยวิธ ีgel electrophoresis โดยใชอะกาโรสที่มี

ความเขมขนรอยละ 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 เปนดีเอ็นเอบอกขนาด (DNA 

marker) เพื่อใชเปรียบเทยีบขนาดกับผลิตผล PCR  

2.5  เดินกระแสไฟฟาภายใตกระแสขนาด  100 โวลต เปนเวลา 100 นาท ีหลงัจากนัน้

นําอะกาโรสเจลไปยอมดีเอนเอดวย ethidium bromide 15 นาที  

2.6  นําไปดูการเรืองแสงของดีเอ็นเอ ภายใตแสงอุลตราไวโอเลต และถายภาพไวเพือ่วัด

ขนาดของแถบดีเอ็นเอผลิตผล โดยเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอบอกขนาด 
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บทที่  4  
ผลการวิเคราะหขอมูล 

 

ตัวอยางอุจจจาระทีพ่บเชื้อ G. lamblia และนํามาศึกษาในครั้งนี้จํานวน 30 ตัวอยาง โดย

มีจํานวน 22 ตัวอยางทีท่ําการเก็บรวบรวมระหวางป ค.ศ. 2550 จากพื้นที่ อําเภอทาสองยาง 

จังหวัดตาก ไดแก ตัวอยาง GL5, GL25, GL34, GL44, GL88, GL107, GL110, GL121, GL144, 

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

GL773 และ GL784 นอกจากนี ้ยงัมีตัวอยางอุจจาระจากผูปวยทีพ่บเชื้อที่มารับการตรวจรักษาใน

โรงพยาบาลจฬุาลงกรณ ซึง่เก็บรวบรวมในป พ.ศ. 2549-2550 จํานวน 8 ตัวอยาง ไดแก ตัวอยาง 

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

  ในสวนของตวัอยางที่ไดจาก จ.ตาก เปนตัวอยางจากเด็กนักเรียน เพศชาย 10 คนและ

เพศหญงิ 12 คน อายุเฉลี่ย 9 ป สําหรับตัวอยางที่ไดจาก รพ.จุฬาลงกรณ ไดจากผูปวยทีเ่ปน

ผูใหญทัง้หมด อายุเฉลีย่ 36 ป เปนเพศชาย 4 คน และ เพศหญิง 4 คน โดยตัวอยางทั้งหมด 30 

ตัวอยางเปนสญัชาติไทย 17 คน และสัญชาติกะเหรี่ยง 13 คน พบวาผูปวยทัง้หมดมอีาการ

ทองเสยี 1 คร้ัง หรือมากกวานี ้แตไมมีอาการทองเสียเรือ้รัง                                                                                   
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ตารางที ่5 แสดงขอมลูทัว่ไปของกลุมตัวอยาง 

Sample ต.ย. จาก เพศ อายุ สัญชาติ สวนสูง 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 บานแมจวาง ญ. 7 กระเหรี่ยง 113 14 

GL25 บานทีซอแม ช. 7 กระเหรี่ยง 110 16 

GL34 บานทีซอแม ญ. 7 ไทย 113 16 

GL44 บานทีซอแม ญ. 7 กระเหรี่ยง 116 17 

GL88 บานทีซอแม ช 10 กระเหรี่ยง 131 28 

GL253 บานทีซอแม ญ 10 กระเหรี่ยง 125 24 

GL107 บานทีซอแม ญ 8 ไทย 121 22 

GL110 บานทีซอแม ญ 10 ไทย 124 27 

GL121 บานทีซอแม ช 8 กระเหรี่ยง 125 21 

GL144 บานทีซอแม ช. 10 กระเหรี่ยง 130.5 27 

GL158 บานทีซอแม ญ. 9 กระเหรี่ยง 116 21 

GL279 บานทีซอแม ญ 12 ไทย 146 41 

GL308 บานทีซอแม ช 13 กระเหรี่ยง 139 32 

GL309 บานทีซอแม ช 13 ไทย 140 35 

GL402 บานทีซอแม  ญ.  14  กระเหรี่ยง  152  50 

GL448 บานทีซอแม ญ 15 ไทย 148 52 

GL518 บานทีซอแม ญ 11 ไทย 144 35 

GL719 บานทีซอแม  ช.  8  กระเหรี่ยง 119  23  

GL724 บานแมจวาง ช. 7 กระเหรี่ยง 120 23 

GL751 บานทีซอแม ช 8 ไทย 125 20 

GL773 บานแมจวาง ญ 11 กระเหรี่ยง 132 28 

GL784 บานแมจวาง ช. 5 ไทย 100 14 
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ผลการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยีน beta-giardin gene โดยอาศัยปฏิกิรยิา                           
ลูกโซโพลีเมอรเรส 

 
การเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอของยีน beta-giardin โดยอาศัยปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส จาก

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

ครอบคลุมยีน beta-giardin จากการวิเคราะหผลิตผล PCR จํานวน 30 ตัวอยาง ดวยวิธ ีagarose 

gel electrophoresis โดยใช agarose gel ความเขมขนรอยละ 2 และเปรียบเทยีบกับดีเอ็นเอ

มาตรฐานบอกขนาดคือ Ladder 50 bp พบวาผลิตผลที่นาํมาวิเคราะหมีขนาดประมาณ 756 bp 

ซึ่งเปนขนาดทีอ่ยูในชวงที่ตองการศึกษา 

 

                        M   1    2    3    4    5    6    M 
 
 
                                                                              
                                                                              

                                                                                           756 bp 

 

 

 

      ภาพที ่7 แสดงผลการวิเคราะหผลิตผล PCR ดวยวิธ ีagarose gel electrophoresis   

 เรียงตามหมายเลข 1, 2, 3, 4, 5 และ 6 คือ ตัวอยาง GL110, GL253, GL308, GLA9,   

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

            การจําแนกสายพันธุ G. lamblia ในแตละ Assemblage พบวาเมื่อนําผลผลิต PCR    

756 bp. จากทั้งหมด 30 ตัวอยาง มาทําการตัดดวย restriction enzyme HaeIII พบวา             

12 ตัวอยาง เปน Assemblage A โดยมีขนาดของดีเอ็นเอที่ถูกตัด 217, 201, 150, 126 และ      

62 bp. ไดแกตัวอยางจาก จ.ตาก 14 ตัวอยาง คือ GL5, GL25, GL34, GL44, GL88, GL107, 

GL121, GL144, GL253, GL279, GL518, GL719, GL773 และ GL751 และ 4 ตัวอยางไดจาก 

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

150, 117, 84 และ 24 bp                                                                                                             

 การจําแนกสายพันธุ G. lamblia ในแตละ subassmblage พบวาเมื่อนําผลผลิต PCR 

372 bp. จาก Assemblage A ทัง้หมด 12 ตัวอยาง ไดแก GL110, GL158, GL308, GL309, 

GL402, GL448, GL724, GL784, GLA20, GLH15, GLH21 และ GLT1 มาตัดดวย restriction 

enzyme HhaI พบวาทุกตวัอยางสามารถจําแนกไดเปน subassemblage A2/A3 โดยมีขนาดของ

ชิ้นสวนดีเอ็นเอ 210, 70, 55 และ 37 bp. ขอมูลสรุปแลวใน ตารางที ่6                                        

 ตารางที่ 6 แสดงผลการวเิคราะหสายพันธุ 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 แสดงผลการวิเคราะหผลิตผล PCR-RFLP จากการตัดดวยเอนไซม HaeIII โดยวธิี 

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

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 แสดงผลการวิเคราะหผลิตผล PCR-RFLP ดวยเอนไซม HhaI โดยวธิี agarose gel       

     electrophoresis หมายเลข 1, 2, 3, 4 และ 5 คือ ตัวอยาง GL448, GL158, GL724, GLH15    

     และ GLH21 ตามลําดับและตัวอักษร M คือดีเอ็นเอบอกขนาด (Ladder 50 bp) 
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การวิเคราะหลักษณะอัลลลีที่พบทั้งหมดของยีน beta-giardin gene   

  จากการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยนี beta-giardin จากทั้งหมด 30 ตัวอยาง      

โดยทําการศึกษาตัวอยางละ 10 โคลน พบวาใน Assemblage A จํานวนทั้งหมด 17 โคลน มีความ

แตกตางกนั 8 อัลลีล โดยอัลลีลที่ 1 และ 2 พบไดมากที่สดุคือ 7 โคลน ไดแก GL88 (clone a), 

GL110, GL158, GL308, GL309, GLH15 และ GLH21 และ 4 โคลน ไดแก GL402, GL448, 

GL724, GL784 (clone e) คิดเปนรอยละ 41.17 และ 23.53  ตามลําดับ ดังตารางที่ 7        

 สําหรับใน Assemblage B พบความแตกตางของอัลลีล 56 แบบ ในจาํนวน 62 โคลน 

ตามตารางที ่8 โดยอัลลีนที ่1 พบไดมากที่สุด 3 โคลน คือ GL121 (clone e), GL518 (clone b) 

และ GL773 (clone d) รองลงมามี 2 โคลน ไดแก อัลลีนที ่2 ไดแก GL107 (clone c) และ GL719 

(clone c) อัลลีลที่ 3 ไดแก GL25 (clone c) และ GL121 (clone d) และอัลลีลที่ 4 ไดแก GL144 

(clone e) และ GL518 (clone e) คิดเปนรอยละ 4.83 และ 3.22 ตามลําดับ 

 
 
ตารางที ่7 แสดงลกัษณะอัลลลีที่พบทัง้หมดของยนี beta-giardin ใน Assemblage A 
 

อัลลลี ตัวอยาง 

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 ตัวอยาง  อัลลีล ตัวอยาง 

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 โดยอาศัยการวิเคราะหสายวิวัฒนาการของ G. lamblia                                  
(Phylogenetic analysis of G. lamblia ) 

 ในการวิเคราะหทางดานสายวิวฒันาการ (Phylogenetic tree) ของ G. lamblia โดยทํา

การเปรียบเทยีบกับลําดับนวิคลีโอไทดอ่ืนที่อยูใน Genbank  ซึง่เปนตวัแทนของสายพันธุ 

Assemblage A และ B สําหรับการสราง phylogenetic tree ของยีน beta-girdinโดยการ

วิเคราะหดวยวิธี neighbor-joining บนพืน้ฐาน parameter ของ Juke และ Cantor ระดับความ

เชื่อมั่นของการแยกสายพันธุกรรมทดสอบโดยวิธ ีbootstrap โดยทาํการจําลองลําดับเบสที่

แตกตางไปทัง้หมด 1,000 คร้ัง พบวาตวัอยางทีท่ําการศึกษามีความหลากหลายทางพันธกุรรมสูง                           

 จากรูปที ่10 แสดงใหเห็นถึงผลการวิเคราะหสายวิวฒันาการณของ G. lamblia ของ

ตัวอยางที่ใชในการศึกษาครัง้นีท้ั้งหมด จะเห็นไดวาแขนงของ phylogenetic tree ทางดานบนสุด 

เปนของ cluster subassemblage B6 (AY647265) ซึ่งประกอบไปดวย 14 ตัวอยาง 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) อยางไรก็ตามพบวามกีลุมตัวอยางที่

อยูใกลชิดกับ subassemblage B6 แตวามีแขนงแตกยอยออกมา ประกอบไปดวย 6 ตัวอยาง 

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

และ GL144 (clone b)                                                                                                                                      

 แขนงถัดมาจดัอยูใน cluster assemblage B1(AY072725) จํานวน 6 ตัวอยาง ไดแก 

ตัวอยาง GL253 (clone b), GL34 (clone d), GLT2, GL279, GL5 และ GL44 นอกจากนี้ยงั

พบวามีกลุมทีแ่ตกแขนงออกมาจาก subassemblage B1 อีก 8 ตัวอยาง ไดแก 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) 

พบตัวอยางทีจ่ัดอยูในกลุมนี้ 3 ตัวอยาง คือ GL751 (clone a), GL751 (clone c) และ GL751 

(clone b)                                                                                                                                        

 สวน cluster subassemblage B3 (AY072727) ถือวามีความใกลชดิ subassemblage 

B2 มากที่สุด รวมถึงยังพบวาเปนกลุมที่มคีวามหลากหลายทางพนัธกุรรมสูงและพบจํานวน

ตัวอยางมากทีสุ่ดในการศึกษาครั้งนี้ โดยประกอบไปดวยทั้งหมด 22 ตัวอยาง ไดแก 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) นอกจากนีย้ังพบแขนงกลุมยอย 3 ตัวอยาง คือ GL253 (clone c), GL719 

(clone a) และ GL719 (clone b) ที่แตกแขนงออกมาและอยูใกลชิดกับ subassemblage B4 

(AY072728)                                                                                                                       

 สําหรับในกลุมตัวอยางทีพ่บวามีความแตกตางกับ subassemblage ตางๆ ที่ไดกลาว

มาแลว เนื่องจาก phylogenetic tree มีแขนงแยกออกมาอยางชัดเจน ไดแก assemblage A โดย

การศึกษาในครั้งนี้ ไมพบตัวอยางที่จัดวาอยูในกลุม subassemblage A5 (AY545643) และ 

subassemblage A8 (AY545649) สวนใน subassemblage A9 (DQ984129) นัน้ พบตัวอยางที่

จัดไดวาอยูในกลุมนี ้7 ตัวอยาง ไดแก GL88 (clone a), GL110, GL158, GL308, GL309, 

GLH15 และ GLH21 สวนตัวอยาง GLT1 และ GLA20 พบวามีความใกลชิดกับ subassemblage 

A3 (AY072724) แขนงถัดมาประกอบดวย subassemblage A1, A2, A4, A6 และ A7 พบวาใน

กลุมเหลานีม้คีวามใกลชิดกนัทางดานสายวิวฒันาการสูงมาก สามารถจําแนกออกจากกนัไดยาก 

โดยพบวาตัวอยางที่สามารถจัดใหอยูในกลุมเหลานี้ดังที่ไดกลาวมาแลวนั้น ประกอบดวย GL402, 

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

และ GL784 (clone b)                                                                                                                               

 สําหรับ subassemblage D1 (AY545647) จากการศกึษาในตัวอยางทัง้หมด ไมพบวามี

ตัวอยางที่สามารถจัดอยูในกลุมนี้ไดเลย โดยกลุมดังกลาวจะถกูแยกไวที่แขนงดานลางสุด                     

ดังแสดงในรูปที่ 10                                                                                                                                            

 จะเหน็ไดวาจากการศึกษาโดยการวิเคราะหทางดานสายวิวฒันาการจากตัวอยางทีไ่ดจาก

ประเทศไทยจาํนวนทั้งหมด 30 ตัวอยาง หรือจํานวน 79 clones/isolates แลวนั้น พบวาสามารถ

จําแนกสายพนัธุของ G. lamblia ไดเปน 2 กลุม ไดแก assemblage A และ assemblage B ซึ่ง

ตัวอยางสวนใหญพบวาเปน assemblage B โดยมีจาํนวนทัง้หมด 62 clones/isolates และพบวา

มีจํานวน 17 isolates/clones เปน assemblage A คิดเปนรอยละ 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)
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  ภาพที ่10 แสดงผลการวเิคราะหสายววิฒันาการของ G. lamblia 
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การวิเคราะหลําดับนวิคลีโอไทดของยีน beta-giardin  

 จากการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยนี beta-giardin จากทั้งหมด 30 ตัวอยาง 

จํานวน 79 โคลน เปรียบเทยีบกับยนี beta-giardin จาก X85958 และ AY072725 ซึ่งเปนตนแบบ

ลําดับนิวคลีโอไทดของ G. lamblia Assemblage A และ B ตามลําดบั ที่เคยมีการศึกษา พบวา

ลําดับนิวคลีโอไทดในทุกตวัอยางมีความยาว 756 bp เทยีบเทากับกรดอะมิโน 252 ตัว จาก

การศึกษาพบวาในตวัอยางทั้งหมด 79 โคลน เปน G. lamblia Assemblage A 17 โคลน ไดแก 

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 ไดแก 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 แสดงตําแหนงที่มีการแทนที่ของนวิคลีโอไทดในสวนของยีน beta-

giardin พบการแทนที่ของนวิคลีโอไทดใน Assemblage A ทั้งหมด 17 ตําแหนง จํานวน 16 

codon การแทนที่ของนิวคลีโอไทด อาจเปลี่ยนจากเบสชนิดพวิรีน (purine) คือ A และ G เปน                 

พิวรีนหรือชนดิไพริมิดิน (pyrimidin) คือ C และ T เปนไพริมิดิน เรียกการแทนที่แบบนี้วา 

transition สําหรับการแทนที่โดยเปลีย่นจากนวิคลีโอไทดชนิดพิวรีนไปเปนไพริมิดนิหรือในทางตรง

ขาม เรียกวา transversion จากการวิเคราะหการแทนทีข่องนิวคลีโอไทดดังกลาว พบ transition 

16 ตําแหนง คดิเปนรอยละ 94.12 และ transversion 1 ตําแหนง คิดเปนรอยละ 5.88 พบวาใน

ตําแหนงที ่576 และ 699 มีจํานวนตวัอยางที่มีการเปลีย่นแปลงกรดอะมิโนที่ตําแหนงดังกลาวถงึ 

17 ตัวอยาง โดยที่ตําแหนง 576 มีการแทนที่ของนวิคลีไทดจาก T เปน C สงผลให codon เปลี่ยน

จาก AGT เปน AGC โดย codon ทั้งสองชนิดนี้เปนรหสัที่ใชในการสรางกรดอะมิโน serine 

เหมือนกนั ดังนั้นเมื่อมีการแทนที่ของนิวคลีโอไทดตามลาํดับดังกลาว จึงไมทาํใหชนดิของกรด                 

อะมิโนเปลี่ยนไป ที่ตําแหนง 699 เกิดการเปลี่ยนแปลงของ codon จาก GAA เปน GAG โดยเกิด

การแทนที่ของนิวคลีโอไทดจาก A เปน G แตไมพบการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโน เนื่องจากทัง้

สอง codon เปนรหัสที่ใชในการสรางกรดอะมิโน glutamic acid เหมอืนกัน การเปลี่ยนแปลงของ

ทั้งสองตําแหนงนี้ พบในตวัอยาง 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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การแทนที่ของนิวคลีโอไทดทีท่ําใหกรดอะมโินเปลี่ยนไป (nonsynonymous) มีทั้งหมด 10 

ตําแหนง คิดเปนรอยละ 58.82 และการแทนที่ของนิวคลีโอไทดที่ทาํใหกรดอะมิโนไมเปลี่ยนแปลง

(synonymous) มีทั้งหมด 7 ตําแหนง คิดเปนรอยละ 41.18 การแทนที่ของนวิคลีโอไทดชนิด 

transistion ในตําแหนงที่ 1 และ 3 มากกวาตําแหนงที ่2 ของ codon สวนชนิด transversion พบที่

ตําแหนงที ่2 เพียง codon เดียว (ตามภาพที ่11)                                                                                                 

 สําหรับใน Assemblage B พบการแทนทีข่องนิวคลีโอไทดในทั้งหมด 72 ตําแหนง จาํนวน       

30 codon การแทนที่ของนวิคลีโอไทดดังกลาวพบ transition 68 ตําแหนง และ transversion 4

ตําแหนง คิดเปนรอยละ 94.44 และรอยละ 5.55 ตามลําดับ จากการวิเคราะหลําดบันิวคลีโอไทด

พบวา ที่ตําแหนง 15, 30, 297 และ 408 เกิดการเปลี่ยนแปลงของลําดบันิวคลีโอไทดในทุก

ตัวอยางหรือในจํานวนทั้งหมด 62 isolates/clones ซึ่งในตําแหนงที่ 15 พบการแทนที่ของ                          

นิวคลีโอไทด C เปน T สวนอีกสามตําแหนงที่เหลือเปนการแทนที่ของนิวคลีไทด T เปน C โดยทัง้  

4 ตําแหนงดังกลาวไมพบวาเกิดการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโน (ตามภาพที่ 12)                                                  

 การแทนที่ของนิวคลีโอไทดทีท่ําใหกรดอะมโินเปลี่ยนไปมทีั้งหมด 40 ตําแหนง คิดเปน 

รอยละ 55.6 และการแทนที่ของนวิคลีโอไทดที่ทาํใหกรดอะมิโนไมเปลี่ยนแปลง มทีัง้หมด 32 

ตําแหนง คิดเปนรอยละ 44.4 การแทนที่ของนวิคลีโอไทดชนิด transistion ในตําแหนงที่ 1 และ 3 

มากกวาตาํแหนงที ่2 ของ codon เชนเดียวกนักับ Assemblage A สวนชนิด transversion พบ

ทั้งหมด 4 codon และเปนตําแหนงที ่2 ดังตารางที่ 11                                                                                         

 ในการแทนที่ของนวิคลีโอไทด พบวาการเกิด transversion ณ ที่ตําแหนงใดก็ตามของ 

codon จะพบการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนรวมดวยเสมอ สําหรับ transistion นัน้เมื่อเกิดขึน้ใน

ตําแหนงที ่2 ของ codon จะมีการเปลีย่นแปลงของกรดอะมิโนเสมอ แตถาเกิดในตําแหนงที่ 1 

และ 3 จะไมทาํใหกรดอะมโินเปลี่ยนแปลงเสมอไป  
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ตารางที ่9 แสดงผลการการวิเคราะหลาํดับนิวคลีโอไทดของ 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 แสดงรูปแบบการเปลี่ยนแปลงนวิคลีโอไทดของยีน 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 แสดงรูปแบบการเปลี่ยนแปลงนวิคลีโอไทดของยีน beta-giardin ใน  
Assemblage A (ตอ) 

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 

*  ตําแหนงนวิคลีโอไทดนับจาก start codon ของ coding region gene ใน reference strain  

X85958 
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ตารางที ่11 แสดงรูปแบบการเปลี่ยนแปลงนวิคลีโอไทดของยีน 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 แสดงรูปแบบการเปลี่ยนแปลงนวิคลีโอไทดของยีน beta-giardin ใน  
Assemblage B (ตอ) 

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 แสดงรูปแบบการเปลี่ยนแปลงนวิคลีโอไทดของยีน beta-giardin ใน  
Assemblage B (ตอ) 

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 

 

 

 



    

 

73 

ตารางที ่11 แสดงรูปแบบการเปลี่ยนแปลงนวิคลีโอไทดของยีน beta-giardin ใน     
Assemblage B (ตอ) 

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 แสดงรูปแบบการเปลี่ยนแปลงนวิคลีโอไทดของยีน beta-giardin ใน  
Assemblage B (ตอ) 

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 แสดงรูปแบบการเปลี่ยนแปลงนวิคลีโอไทดของยีน beta-giardin ใน  
Assemblage B (ตอ) 

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 แสดงรูปแบบการเปลี่ยนแปลงนวิคลีโอไทดของยีน beta-giardin ใน  
Assemblage B (ตอ) 

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 

*  ตําแหนงนวิคลีโอไทดนับจาก start codon ของ coding region gene ใน reference strain  

X85958 
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ภาพที่ 11 แสดงลาํดับนิวคลีโอไทดและการแทนทีข่องลําดับกรดอะมิโน                              
             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 แสดงลําดับนิวคลโีอไทดและการแทนที่ของลําดับกรดอะมิโน 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 และขอเสนอแนะ 

 
 Giardia lamblia เปนปรสิตภายในลําไสทีก่อใหเกิดโรคทองเสยีในคนและสัตวเลี้ยงลูก

ดวยนมหลายชนิด พบการแพรกระจายไดมากในเขตที่มอีากาศอบอุน โรคที่เกิดจากเชื้อ G. 

lamblia นับไดวาเปนปญหาสําคัญทางดานสาธารณสขุในหลายประเทศทัว่โลกมีอัตราความชกุ

ของโรคสูงในทองถิน่ที่มีการสุขาภิบาลไมดี การติดเชื้อสวนใหญพบในเด็กเล็กและเด็กนักเรียน 

บางครั้งอาจพบการแพรระบาดสูกลุมนักทองเทีย่วธรรมชาติที่ดื่มน้ําในแมน้าํ    ลําธาร ปจจุบนัโรค 

giardiasis พบการระบาดมากขึ้นในกลุมชายรักรวมเพศ และผูปวยทีม่ี  ภูมิคุมกันต่าํ โดยความ

รุนแรงของอาการทางคลนิิคขึ้นอยูกับหลายปจจัย เชน ความสามารถในการกอโรคของเชื้อ ภาวะ

ทางดานโภชนาการรวมถึงภมูิคุมกันโรคของโฮสตและปริมาณของเชื้อที่ไดรับ เปนตน ในเด็กเล็กที่

ติดเชื้อมักพบวามพีัฒนาการในการเจริญเติบโตต่ํากวาเด็กปกติ ในผูตดิเชื้อบางรายอาจมีอาการ

ทองเสยีเรื้อรังหรือมีอาการทองเสียอยางเฉยีบพลนั อยางไรก็ตามยังไมมีรายงานผูเสยีชีวิตจากการ

ปวยดวยโรค giardiasis การแพรกระจายของเชื้อพบไดบอยในกลุมประเทศทีก่ําลงัพัฒนาสูงกวา

ประเทศทีพ่ัฒนาแลว จากการศึกษาพบวาปจจัยที่สงผลใหมีการติดเชื้อสูงในกลุมประเทศทีก่ําลงั

พัฒนาคือการมีระบบสุขภิบาลที่ไมดี การอยูในชุมชนแออัด การปนเปอนของเชื้อในระบบการสง

น้ําดื่มน้ําใช และในแหลงน้าํตาง ๆ รวมถงึมีการแพรกระจายของเชื้อจากสัตวมาสูคน เปนตน 

เนื่องจากความหลากหลายในระดับความรุนแรงในการกอโรคตลอดจนการตรวจพบวา G. lamblia 

สามารถตรวจพบไดในโฮสตหลายชนิด ดงันั้นจงึมีผูทําการศึกษาความหลากหลายของสายพันธุ

ของโปรโตซัวดังกลาว โดยจําแนกเปน 7 Assemblage จากการวเิคราะหยีนชนิดตางๆ อาท ิtpi 

gene, gdh gene และ beta-giardin gene เปนตน  

 beta-giardin gene ของ Giardia sp. จัดอยูในกลุมของยีนโครงสราง มีขนาดประมาณ 

29-38 kDa ลักษณะเปน alpha-coiled-helix protein พบไดที่บริเวณขอบของไมโครริบบอนซ่ึง

เปนองคประกอบหนึง่ของ ventral disk ในระยะ trophozoite จึงมีประโยชนสําหรับใชเปนดีเอ็นเอ

เปาหมายในการศึกษาทางอณูชีววทิยา เนือ่งจากมีลักษณะที่จําเพาะตอปรสิตชนิดนี้ รวมถึงเปน

ยีนที่มีทัง้สวนที่เหมือนกันและแตกตางกนั จงึเหมาะสําหรับใชในการ ศึกษาเพื่อทาํการวิเคราะห

ลําดับนิวคลีโอไทดและจําแนกสายพนัธุของ G. lamblia โดยพบวาประสิทธิภาพในการจําแนก

สายพนัธุจากการวิเคราะหในยนีแตละชนดิมีความแตกตางกนั นอกจากนี้แลวยงัขึ้นอยูกับวิธกีารที่

ใชทําการศึกษา จากการทดสอบโดยอาศยัเทคนิค PCR-RFLP พบวาในจํานวนตัวอยางที่ติดเชื้อ

ทั้งหมด 30 ตัวอยาง มีอัตราความชุกของ Assemblage A และ B รอยละ 40 และ 60 ตามลําดับ  
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ไมพบการติดเชื้อรวมกนัของทั้งสอง Assemblage ขณะที่การศึกษาโดยวิธ ีsubcloning และการ

วิเคราะหลําดบันิวคลีโอไทดพบวามีจํานวน 13 ตัวอยางที่มีความหลากหลายของลกัษณะทาง

พันธกุรรม นอกจากนี้ยงัพบวามกีารติดเชือ้รวมกัน 1 ตัวอยาง คือ GL88 ซึ่งเปนตวัอยางที่ไดจาก

เด็กนักเรียนในจังหวัดตาก โดยจากการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดทัง้หมด 10 clone พบวาเปน 

G. lamblia Assemblage A 1 clone สวนที่เหลือเปน Assemblage B ทัง้นี้อาจเนือ่งมาจากใน

สภาวะที่มีการปะปนของ Assemblage ตางๆ ในปริมาณที่ไมเทากนั รวมกับความจําเพาะของ

ความไวของ PCR primer ในการเพิ่มปริมาณของ beta-giardin gene  อาจไมเทากนั ทําให

ผลิตผลที่ไดมีความแตกตางกันในปรมิาณอยางมาก และปริมาณผลิตผลของ beta-giardin gene 

ของ Assemblage ที่นอยกวา อาจไมสามารถตรวจพบไดจากการวิเคราะหโดย agarose gel 

electrophoresis อยางไรก็ตามวิธกีาร subclone โดยทัว่ไป ไมใชวิธทีี่นาจะใหผลการตรวจการ

ปะปนของ DNA template ไดไวในสภาวะเดียวกัน การตรวจพบการปะปนกนัของ Assemblage 

A และ B ในแตละตัวอยาง จึงมีความเปนไปไดนอยมากเมื่อทําการคัดเลือก recombinant 

subclone จากตัวอยางดังกลาว                                                         

 จากการศึกษาพบการติดเชื้อ G. lamblia Assemblage B มีความชกุสงูกวา 

Assemblage A ซึ่งสอดคลองกับหลายๆ การศึกษากอนหนานี้ จากรายงานของ Haque และคณะ 

(2005) ซึ่งไดทําการวิเคราะหสายพนัธุของ G. lamblia ในผูปวยชาวบงักลาเทศจาํนวนทั้งหมด 

322 ตัวอยาง พบวาสามารถจําแนกสายพนัธุไดเปน Assemblage A และ B โดยพบอัตราการ             

ติดเชื้อของ Assemblage B และ Assemblage A คิดเปนรอยละ 86.5 และ 7.5 ตามลาํดับ และ

พบการติดเชื้อรวมกันในทั้งสองสายพันธุรอยละ 6 ในป ค.ศ. 2006 มีรายงานการศึกษาสายพันธุ

ของ G. lamblia ที่พบในผูปวยประเทศเนเธอแลนด โดยทําการศึกษาลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ 

SSU rRNA gene และ gdh gene จากตัวอยางทั้งหมด 98 ตัวอยาง พบการติดเชื้อ Assemblage 

A รอยละ 35 และ Assemblage B รอยละ 65 (Van der Giessen et al., 2006) เชนเดียวกบั

รายงานของ Bertrand และคณะ (2005) ทีท่ําการเปรียบเทียบลาํดับนิวคลีโอไทดของ G. lamblia 

โดยวิธ ีPCR และ PCR-RFLP พบการติดเชื้อ Assemblage A รอยละ 36 และ Assemblage B 

รอยละ 64 ในทางตรงขาม การศึกษาโดยใชตัวอยางจากประเทศอิตาลีและบราซิล 

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

Assemblage A มากกวา Assemblage B ดังนัน้การแพรกระจายของเชื้อในแตละ Assemblage 

จึงมีความผนัแปรไปตามแตละภูมิภาคและไมมีความสมัพันธกับสภาวะของการเปนประเทศที่

พัฒนาแลวหรือประเทศทีก่ําลังพัฒนา 

 หากกลาวถงึความหลากหลายของลักษณะทางพนัธกุรรมในตัวอยางทีท่ําการศึกษาจาก

จํานวนทั้งหมด 79 clones พบการแทนทีข่องนิวคลีโอไทดในบางตําแหนงและทาํใหเกิดความ 
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แตกตางของอลัลีลถึง 64 แบบ โดยพบวา Assemblage A มีความแตกตางกนั 8 อัลลีล          

สวน Assemblage B มีความหลากหลายถึง 56 อัลลีล ซึ่งเมื่อทําการเปรียบเทียบกบัการศึกษา

กอนหนานีท้ี่จาํแนกสายพันธุ G. lamblia เปน subassemblage A1-A11 และ subassemblage 

B1-B6 จะเห็นไดวา G. lamblia มีความหลากหลายทางพันธกุรรมสูงกวาที่เคยมีรายงาน                   

อาจเนื่องมาจากการศึกษาดวยจํานวนตวัอยางทีม่ากกวา และการใชวิธีการ subcloning ทําให

สามารถศึกษาไดมากถงึ 79 clones ซึ่งจาํนวนตัวอยางที่เพิม่ข้ึนอาจเปนสาเหตุทีท่าํใหพบความ

หลากหลายมากขึ้น ดังนั้นการจําแนกสายพันธุ G. lamblia โดยการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด

ของ beta-giardin gene ในระดับ subassemblage จึงควรมีการพจิารณาใหมอีกครั้งถึง

หลักเกณฑที่ใชในการกําหนดความหลากหลายของสายพันธุทีพ่บ 

 จากการศึกษาในครั้งนีพ้บการติดเชื้อ G. lamblia Assemblage A และ B เทานั้น ซึง่            

สายพนัธุดงักลาวนอกจากจะพบการติดเชื้อในคนแลว ยงัสามารถพบไดในสัตวเลี้ยงลูกดวยนมอีก

หลายชนิด ดงันั้นจงึมีความเปนไปไดวาผูปวยอาจไดรับเชื้อมาจากสัตวเลี้ยง ดังที่ไดกลาวมาแลว

ในเรื่องของการศึกษาสายพนัธุ G. lamblia จากการวิเคราะหลาํดับนวิคลีโอไทดบริเวณ                     

SSU rRNA gene จากตวัอยางในประเทศไทย ซึง่พบการติดเชื้อ Assemblage A และ 

subassemblage B1 รวมกนัในคนและสนุัขที่อาศยัอยูในบริเวณวัดหรือในบริเวณใกลเคียง ทาํให

ทราบวาสุนัขที่อาศัยอยูตามวัดในเขตกรงุเทพมหานครสามารถที่จะเปนตัวแพรกระจายเชื้อมาสูคน

ได (Inpankaew et al., 2007) เชนเดียวกบัพื้นที่ในเขตชนบททีห่างไกล ประชาชนสวนใหญเปน

ชาวไทยภูเขาและมีสภาพความเปนอยูที่ไมดี รวมถงึไมมีระบบการจัดการดานสุขาภิบาล เชน 

หองน้ํา หองสวม หรือแหลงน้ําดื่มน้ําใชทีส่ะอาด เปนตน ประกอบกับประชาชนสวนใหญมีอาชพี

ทําการเกษตร จึงมีโอกาสเสีย่งทีจ่ะไดรับเชื้อที่ปนเปอนอยูในสิ่งแวดลอมหรืออาจไดรับเชื้อโดยตรง

จากการสัมผัสผูติดเชื้อโดยเฉพาะในกลุมของเด็กเล็ก  

 ดังทีท่ราบแลววา beta-giardin gene พบไดที่บริเวณขอบของ microribbons ซึ่งเปน

องคประกอบของ ventral disk ในระยะ trophozoite การที่ ventral disk เปนโครงสรางที่สาํคัญใน

การดํารงชวีิตอยูภายในโฮสตของโปรโตซัวชนิดนี้ โดยทาํหนาที่ในการยึดเกาะสวนของเยื่อบุผนัง

ลําไสสวน duodenum และ jejunum ดังนัน้เมื่อหนาที่ของโปรตีน beta-giardin gene ข้ึนอยูกับ

โครงสรางของกรดอะมิโนในลําดับนิวคลีโอไทด จึงคาดการณไดวาการเปลี่ยนแปลงของลําดับเบส

ดังกลาวอยูภายใตเงื่อนไขของ purifying selection คือ การพยายามที่จะคงรูปแบบเดิมของลําดบั

กรดอะมิโนเพือ่ใหสามารถสงัเคราะหกรดอะมิโนที่มีคุณสมบัติเปลี่ยนแปลงจากเดมิไมมาก ซึ่งอาจ

มีความสาํคัญตอการคงหนาที่ตางๆ ไว การศึกษานีน้ับเปนการศึกษาแรกในประเทศไทยเกี่ยวกับ

ความหลากหลายในระดับนวิคลีโอไทดของ beta-giardin gene โดยพบอัตราการติดเชื้อ                   

G. lamblia Assemblage B สูง ในชุมชนอําเภอทาสองยาง จังหวัดตาก นอกจากนี้ยังพบการ    
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ติดเชื้อปะปนกันระหวาง Assemblage และระหวางสายพันธุภายใน Assemblage เดียวกัน ซึ่ง

ควรมีการศึกษาโดยใชประชากรตัวอยางที่มากขึ้นและในชุมชนอ่ืนๆ ตอไป เพื่อใหเห็นภาพรวมของ

การกระจายตวัของ Assemblage ตางๆ ไดชัดเจนขึ้น อันนาจะเปนประโยชนในการเฝาติดตาม

รวมทัง้การควบคุมโรคตอไป  
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ขอเสนอแนะ 
 

1. การศึกษาโดยใชจํานวนตวัอยางเชื้อมากขึ้นและการใชตวัอยางในหลายๆ พืน้ทีท่ั่ว               

ประเทศไทย อาจทาํใหพบความหลากหลายของลักษณะทางพนัธกุรรมของ G. lamblia 

ไดมากยิ่งขึน้ หรือทําใหทราบขอบเขตของความหลากหลายและความสัมพันธระหวาง

ลําดับนิวคลีโอไทดในแตละ Assemblage ไดดียิ่งขึ้น อันจะเปนประโยชนในการเขาใจ

กลไกทางพันธกุรรมที่จะกอใหเกิดความหลากหลายดงักลาวตอไป 

2. การศึกษาตัวอยางที่ไดจากคนและสัตวเลีย้ง อาจทําใหทราบถงึความสัมพันธทาง              
สายววิัฒนาการของ G. lamblia ตลอดจนทราบถึงกลไกในการแพรกระจายเชื้อจากสัตว

มาสูคน อันจะเปนประโยชนในการควบคุมและปองกนัโรคตอไป 

3. การศึกษาถึงความสมัพนัธของอาการ ความรุนแรงของโรค กับสายพนัธุของเชื้อทีพ่บจะ

เปนประโยชนในการรักษาและควบคุมโรคตอไป 
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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 
แสดงรหัสและตัวยอสําหรับกรดอะมิโน 

 

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. 

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

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

จากนั้นนําไปนึ่งฆาเชื้อดวยหมอนึง่ปลอดเชื้อ*  

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

  Boric acid      55 g. 

  EDTA       7.4 g. 

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

นึ่งปลอดเชื้อเชนเดียวกัน*  

 
การเตรยีม marker 
  DNA marker       20 μl. 

  Dye       80 μl. 

  TE buffer               360 μl. 

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

  0.5 M EDTA    200 ml. 

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

  น้ํากลัน่               800 ml. 

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

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

และนําไปนึง่ดวยหมอปลอดเชื้อกอนที่จะนาํไปใช *  

 
* ภายใตความดัน 15 ปอนดตอตารางนิว้ ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 20 นาท ี  
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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] 
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#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] 
#GL144_D  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C  [180] 
#GL144_E  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C  [180] 
#GL25_A   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C  [180] 
#GL25_B   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C  [180] 
#GL25_C   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C  [180] 
#GL25_D   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C  [180] 
#GL25_E   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [180] 
 



    

 

109 

#GL88_B   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ..C  [180] 
#GL88_C   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ..C  [180] 
#Gl88_D   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ..C  [180] 
#GL88_E   ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ..C  [180] 
#GL34_A   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C  [180] 
#GL34_B   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C  [180] 
#GL34_C   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .T. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C  [180] 
#GL34_D   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [180] 
#GL34_E   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C  [180] 
#GL518_A  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C  [180] 
#GL518_B  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C  [180] 
#GL518_C  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C  [180] 
#GL518_D  ... ... ... ... ..A ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [180] 
#GL518_E  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C  [180] 
#GL279    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [180] 
#GL719_A  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ... ..C  [180] 
#GL719_B  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C  [180] 
#GL719_C  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C  [180] 
#GL719_D  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C  [180] 
#GLT2     ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [180] 
#GLH13    ... ... ..T ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C  [180] 
#GLA2     ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..A ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C  [180] 
#GLA9_A   ... ... ..T ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C  [180] 
#GLA9_B   ... ... ..T ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C  [180] 
#GLA9_C   ... ... ..T ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C  [180] 
#GLA9_D   ... ... ..T ... ... ... ... ... G.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C  [180] 
#GLA9_E   ... ... ..T ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C  [180] 
 
#AY072725 GAC AGA CTC ATC CAG ACA GAG TCG AGG AAG CGC CAG GCC TCG TTC GAG GAC ATC CGC GAG GAA GTC AAG AAG TCT GCC GAC AAC ATG TAC  [270] 
#GL5      ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [270] 
#GL44     ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [270] 
#GL253_A  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [270] 
#GL253_B  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [270] 
#GL253_C  ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [270] 
#GL253_D  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [270] 
#GL253_E  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [270] 
#GL751_A  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [270] 
#GL751_B  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [270] 
#GL751_C  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [270] 
#GL773_A  ... ... ... ... .C. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [270] 
#GL773_B  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [270] 
#GL773_C  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [270] 
#GL773_D  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [270] 
#GL773_E  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [270] 
#GL107_A  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [270] 
#GL107_B  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [270] 
#GL107_C  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [270] 
#GL107_D  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [270] 
#GL107_E  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [270] 
#GL121_A  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .C. ...  [270] 
#GL121_B  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [270] 
#GL121_C  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [270] 
#GL121_D  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [270] 
#GL121_E  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [270] 
#GL144_A  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [270] 
#GL144_B  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [270] 
#GL144_C  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [270] 
#GL144_D  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [270] 
#GL144_E  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [270] 
#GL25_A   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [270] 
#GL25_B   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [270] 
#GL25_C   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [270] 
#GL25_D   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [270] 
#GL25_E   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [270] 
#GL88_B   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [270] 
#GL88_C   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [270] 
#Gl88_D   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [270] 
#GL88_E   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [270] 
#GL34_A   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ... ...  [270] 
#GL34_B   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [270] 
#GL34_C   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [270] 
#GL34_D   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [270] 
#GL34_E   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [270] 
#GL518_A  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [270] 
#GL518_B  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [270] 
#GL518_C  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [270] 
#GL518_D  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [270] 
#GL518_E  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [270] 
#GL279    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [270] 
#GL719_A  ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [270] 
#GL719_B  ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [270] 
#GL719_C  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [270] 
#GL719_D  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [270] 
#GLT2     ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [270] 
#GLH13    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [270] 
#GLA2     ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [270] 
#GLA9_A   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .C. ... ... ... ... ... ... ... ...  [270] 
#GLA9_B   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [270] 
#GLA9_C   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [270] 
#GLA9_D   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [270] 
#GLA9_E   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [270] 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



    

 

110 

#AY072725 CTG ACG ATC AAG GAG GAG ATC GAC ACT ATG GCC GCA AAC TTC CGC AAG TCT CTT GCT GAG ATG GGC GAC ACG CTC AAC AAC GTC GAG ACG  [360] 
#GL5      ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [360] 
#GL44     ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [360] 
#GL253_A  ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [360] 
#GL253_B  ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [360] 
#GL253_C  ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [360] 
#GL253_D  ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [360] 
#GL253_E  ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [360] 
#GL751_A  ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [360] 
#GL751_B  ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [360] 
#GL751_C  ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... .A. ... ... ... ... ... ... ... ...  [360] 
#GL773_A  ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [360] 
#GL773_B  ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ..T ... ... ... ... ... ... ... ...  [360] 
#GL773_C  ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [360] 
#GL773_D  ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [360] 
#GL773_E  ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [360] 
#GL107_A  ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [360] 
#GL107_B  ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [360] 
#GL107_C  ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [360] 
#GL107_D  ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [360] 
#GL107_E  ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [360] 
#GL121_A  ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [360] 
#GL121_B  ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [360] 
#GL121_C  ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [360] 
#GL121_D  ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [360] 
#GL121_E  ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [360] 
#GL144_A  ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [360] 
#GL144_B  ... ... ... ... ... ... ... ... ..C G.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [360] 
#GL144_C  ... ... ... ... ... ... ... ... ..C G.. ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [360] 
#GL144_D  ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [360] 
#GL144_E  ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [360] 
#GL25_A   ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... A.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [360] 
#GL25_B   ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [360] 
#GL25_C   ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [360] 
#GL25_D   ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [360] 
#GL25_E   ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [360] 
#GL88_B   ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... T.. ... ... ... ... ...  [360] 
#GL88_C   ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [360] 
#Gl88_D   ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [360] 
#GL88_E   ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [360] 
#GL34_A   ... ... ... ... ... ..A ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [360] 
#GL34_B   ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [360] 
#GL34_C   ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [360] 
#GL34_D   ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [360] 
#GL34_E   ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [360] 
#GL518_A  ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [360] 
#GL518_B  ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [360] 
#GL518_C  ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [360] 
#GL518_D  ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [360] 
#GL518_E  ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [360] 
#GL279    ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [360] 
#GL719_A  ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [360] 
#GL719_B  ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [360] 
#GL719_C  ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [360] 
#GL719_D  ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [360] 
#GLT2     ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [360] 
#GLH13    ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [360] 
#GLA2     ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [360] 
#GLA9_A   ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [360] 
#GLA9_B   ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... A.. ...  [360] 
#GLA9_C   ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [360] 
#GLA9_D   ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [360] 
#GLA9_E   ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [360] 
 
#AY072725 AAC CTC CAG AAC CAG ATC GCC ATC CAC AAC GAC GCC ATC GCA GCC CTT AGG AAG GAG GCC CTC AAG AGC CTG AAC GAC CTC GAG ACA GGC  [450] 
#GL5      ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [450] 
#GL44     ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [450] 
#GL253_A  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [450] 
#GL253_B  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [450] 
#GL253_C  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [450] 
#GL253_D  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [450] 
#GL253_E  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [450] 
#GL751_A  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [450] 
#GL751_B  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [450] 
#GL751_C  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [450] 
#GL773_A  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [450] 
#GL773_B  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [450] 
#GL773_C  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [450] 
#GL773_D  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [450] 
#GL773_E  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [450] 
#GL107_A  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ... ... ... ...  [450] 
#GL107_B  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [450] 
#GL107_C  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [450] 
#GL107_D  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [450] 
#GL107_E  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [450] 
#GL121_A  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [450] 
#GL121_B  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [450] 
#GL121_C  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [450] 
#GL121_D  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [450] 
#GL121_E  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [450] 
#GL144_A  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [450] 
#GL144_B  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [450] 
#GL144_C  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [450] 
#GL144_D  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [450] 
#GL144_E  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [450] 
#GL25_A   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [450] 
#GL25_B   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [450] 
#GL25_C   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [450] 
#GL25_D   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [450] 
#GL25_E   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [450] 
#GL88_B   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [450] 
 



    

 

111 

#GL88_C   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [450] 
#Gl88_D   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [450] 
#GL88_E   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [450] 
#GL34_A   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [450] 
#GL34_B   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [450] 
#GL34_C   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [450] 
#GL34_D   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [450] 
#GL34_E   ... T.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [450] 
#GL518_A  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [450] 
#GL518_B  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [450] 
#GL518_C  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [450] 
#GL518_D  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [450] 
#GL518_E  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [450] 
#GL279    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [450] 
#GL719_A  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ..T ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [450] 
#GL719_B  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [450] 
#GL719_C  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [450] 
#GL719_D  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [450] 
#GLT2     ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [450] 
#GLH13    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [450] 
#GLA2     ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [450] 
#GLA9_A   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [450] 
#GLA9_B   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [450] 
#GLA9_C   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [450] 
#GLA9_D   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [450] 
#GLA9_E   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [450] 
 
#AY072725 ATC GCC ACG GAG AAC GCC GAG AGG AAG AAG ATG TAT GAC CAG CTC AAC GAG AAA GTC GCA GAG GGC TTC GCC CGC ATC TCC GCT GCC ATC  [540] 
#GL5      ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [540] 
#GL44     ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [540] 
#GL253_A  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [540] 
#GL253_B  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [540] 
#GL253_C  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [540] 
#GL253_D  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [540] 
#GL253_E  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [540] 
#GL751_A  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [540] 
#GL751_B  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [540] 
#GL751_C  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [540] 
#GL773_A  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [540] 
#GL773_B  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [540] 
#GL773_C  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... A.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [540] 
#GL773_D  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [540] 
#GL773_E  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [540] 
#GL107_A  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... G.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [540] 
#GL107_B  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [540] 
#GL107_C  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [540] 
#GL107_D  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [540] 
#GL107_E  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [540] 
#GL121_A  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [540] 
#GL121_B  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [540] 
#GL121_C  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [540] 
#GL121_D  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [540] 
#GL121_E  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [540] 
#GL144_A  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [540] 
#GL144_B  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [540] 
#GL144_C  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [540] 
#GL144_D  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [540] 
#GL144_E  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [540] 
#GL25_A   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [540] 
#GL25_B   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [540] 
#GL25_C   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [540] 
#GL25_D   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [540] 
#GL25_E   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [540] 
#GL88_B   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [540] 
#GL88_C   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [540] 
#Gl88_D   G.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [540] 
#GL88_E   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [540] 
#GL34_A   ..T ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [540] 
#GL34_B   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [540] 
#GL34_C   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [540] 
#GL34_D   ... ... ... ... ... A.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [540] 
#GL34_E   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [540] 
#GL518_A  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [540] 
#GL518_B  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [540] 
#GL518_C  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [540] 
#GL518_D  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [540] 
#GL518_E  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [540] 
#GL279    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [540] 
#GL719_A  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [540] 
#GL719_B  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [540] 
#GL719_C  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [540] 
#GL719_D  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [540] 
#GLT2     ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [540] 
#GLH13    ... ... ... ... ..T ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [540] 
#GLA2     ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [540] 
#GLA9_A   ... ... ... .G. ..T ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [540] 
#GLA9_B   ... ... ... ... ..T ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [540] 
#GLA9_C   ... ... ... ... ..T ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [540] 
#GLA9_D   ... ... ... ... ..T ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [540] 
#GLA9_E   ... ... ... ... ..T ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [540] 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



    

 

112 

#AY072725 GAG AAG GAG ACG ATC GCC CGC GAG AGG GCC GTC AGC GCC GCC ACG ACA GAG GCC CTC ACA AAC ACG AAG CTC GTC GAA AAG TGC GTC AAC  [630] 
#GL5      ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ...  [630] 
#GL44     ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ...  [630] 
#GL253_A  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ...  [630] 
#GL253_B  ... ... ... ... ... ..T ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ...  [630] 
#GL253_C  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..T ..G ... ..T ... ...  [630] 
#GL253_D  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..T ..G ... ..T ... ...  [630] 
#GL253_E  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..T ..G ... ..T ... ...  [630] 
#GL751_A  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [630] 
#GL751_B  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ...  [630] 
#GL751_C  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ...  [630] 
#GL773_A  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ...  [630] 
#GL773_B  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ...  [630] 
#GL773_C  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ...  [630] 
#GL773_D  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ...  [630] 
#GL773_E  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... A.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... .G.  [630] 
#GL107_A  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ...  [630] 
#GL107_B  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ...  [630] 
#GL107_C  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... G..  [630] 
#GL107_D  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ...  [630] 
#GL107_E  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ...  [630] 
#GL121_A  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ...  [630] 
#GL121_B  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ...  [630] 
#GL121_C  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ...  [630] 
#GL121_D  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ...  [630] 
#GL121_E  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ...  [630] 
#GL144_A  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [630] 
#GL144_B  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ...  [630] 
#GL144_C  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... G.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [630] 
#GL144_D  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... G.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [630] 
#GL144_E  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ...  [630] 
#GL25_A   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ...  [630] 
#GL25_B   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ...  [630] 
#GL25_C   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ...  [630] 
#GL25_D   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ...  [630] 
#GL25_E   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ...  [630] 
#GL88_B   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ...  [630] 
#GL88_C   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ...  [630] 
#Gl88_D   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ...  [630] 
#GL88_E   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ...  [630] 
#GL34_A   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ...  [630] 
#GL34_B   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ...  [630] 
#GL34_C   ... G.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ...  [630] 
#GL34_D   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ...  [630] 
#GL34_E   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ...  [630] 
#GL518_A  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ...  [630] 
#GL518_B  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ...  [630] 
#GL518_C  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .A. ..G ... ... ... ...  [630] 
#GL518_D  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ...  [630] 
#GL518_E  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ...  [630] 
#GL279    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ...  [630] 
#GL719_A  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ...  [630] 
#GL719_B  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ...  [630] 
#GL719_C  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ...  [630] 
#GL719_D  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ...  [630] 
#GLT2     ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ...  [630] 
#GLH13    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ...  [630] 
#GLA2     ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ...  [630] 
#GLA9_A   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ...  [630] 
#GLA9_B   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ...  [630] 
#GLA9_C   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ...  [630] 
#GLA9_D   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... G.. ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ...  [630] 
#GLA9_E   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ...  [630] 
 
#AY072725 GAG CAG CTC GAG AAC GTC GCC TCG GAG ATC CGC GCC ATC CAG GAG GAG ATC GAC CGC GAG AAG GCA GAG CGC AAG GAG GCA GAG GAC AAG  [720] 
#GL5      ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [720] 
#GL44     ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [720] 
#GL253_A  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [720] 
#GL253_B  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [720] 
#GL253_C  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [720] 
#GL253_D  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [720] 
#GL253_E  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [720] 
#GL751_A  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..A ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [720] 
#GL751_B  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [720] 
#GL751_C  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [720] 
#GL773_A  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [720] 
#GL773_B  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [720] 
#GL773_C  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [720] 
#GL773_D  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [720] 
#GL773_E  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [720] 
#GL107_A  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [720] 
#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] 
 



    

 

113 

#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 

*  ตําแหนงนิวคลีโอไทดนับจาก 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] 
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#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   .......... .......... .......... .........  

 *  ตําแหนงนิวคลีโอไทดนับจาก start codon ของ coding region gene ใน reference strain X85958 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

 นางสาวรัตนตพิร  โกสุวนิทร เกิดเมื่อวันที่ 14 กันยายน 2526 จังหวัดตาก สําเร็จการ 

ศึกษาปริญญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาชีววทิยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยนเรศวร           

ในปการศึกษา 2548 และเขาศึกษาตอในหลกัสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาวิชาปรสิตวิทยา

ทางการแพทย ภาควิชาปรสิตวิทยา คณะแพทยศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 

2550 
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