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บทคัดย่อ 
 

โปรโตซัวที่ดํารงชีพเป็นอิสระในจีนัสอะแคนธามีบาสามารถก่อให้เกิดการติดเชื้อที่รุนแรงและถึงแก่ชีวิตในคนได้
โดยเฉพาะอย่างยิ่งภาวะกระจกตาอักเสบและภาวะสมองและเยื่อหุ้มสมองอักเสบ ในธรรมชาติอะแคนธามีบาดํารง
อยู่ในสภาวะแวดล้อมที่หลากหลาย อาทิ ในดิน ฝุ่น ระบบทําความเย็น น้ําเสียและแหลง่น้ําในธรรมชาติ เป็นต้น 
การจําแนกจีโนไทป์ของอะแคนธามีบาในปัจจุบันอาศัยการวิเคราะห์ลําดับนิวคลีโอไทด์ของไดแอกโนสติกแฟรก
เม้นต์ 3 (DF3) ในยีนไรโบโซมหน่วยย่อยขนาดเล็กซึ่งมักมีปัญหาในการจัดเรียงลําดับนิวคลีโอไทด์ ดังนั้นการค้นหา
ยีนอื่นจึงมีความจําเป็นเพื่อการจําแนกจีโนไทป์ของอะแคนธามีบา เช่น ยีนในจีโนมของไมโตคอนเดรีย ทั้งนี้จีโนมใน
ไมโตคอนเดรียของอะแคนธามีบามีขนาดประมาณ 39.2 กิโลเบสถึง 41.6 กิโลเบส ประกอบด้วยยีนอย่างน้อย 55 
ชนิดซึ่งยีนหนึ่งคือยีนสําหรับไซโตโครมบี ขอบเขตของการวิจัยนี้ครอบคลมุการศึกษาระบาดวิทยาของอะแคนธามี
บาในแหล่งน้ําในธรรมชาติของประเทศไทยและการวิเคราะห์จีโนมของไมโตคอนเดรียของอะแคนธามีบาจากจีโน
ไทป์ที่ชัดเจน ในการศึกษาอุบัติการณ์ของอะแคนธามีบาได้ทําการสํารวจแหล่งน้ําจืด 40 แห่งที่อยูใ่น 10 จังหวัดใน 
5 ภูมิภาคของประเทศไทย ได้แก่ จังหวัดอุตรดิตถ์ ลําพูน สกลนคร ชัยภูมิ สระบุรี สพุรรณบุรี ปราจีนบุรี ระยอง 
ระนอง และพัทลุง โดยใช้ตัวอย่างทั้งสิ้น 4,000 ตัวอย่าง ทําการเพาะเลี้ยงโดยใช้วุ้นร้อยละ 1.5 ในจานเพาะเลี้ยงที่
มีแบคทีเรียเอสเชอริเชียโคไลที่ผ่านความรอ้น ผลการศึกษาพบว่าสามารถตรวจพบอะแคนธามีบาจากแหล่งน้ําใน
ทุกจังหวัดที่สํารวจ โดยมีอัตราการตรวจพบเฉลี่ยร้อยละ 14.43 ของตัวอย่างทั้งหมด อะแคนธามีบาที่พบมีทุกกลุ่ม
จําแนกตามลักษณะของระยะซีสต์ซึ่งซีสต์ที่อยู่ในกลุ่ม 2 พบมากที่สุดคือรอ้ยละ 67.42 รองลงมาคือซีสต์ที่อยู่ใน
กลุ่ม 3 และกลุ่ม 1 ตามลําดับ ตัวอย่างร้อยละ 22.01 มซีสีต์ที่อยู่ปะปนกันมากกว่า 1 กลุ่ม จากการวิเคราะห์ส่วน 
DF3 ในยีนไรโบโซมหน่วยย่อยขนาดเล็กจาก 214 ตัวอย่างพบว่าประกอบด้วยแฮปโปลไทป์ต่างกัน 74 แบบ 
อย่างไรก็ตามเมื่อวิเคราะห์ลําดับนิวคลีโอไทด์ในยีนไรโบโซมหน่วยย่อยขนาดเล็กครอบคลุม 2.0 กิโลเบสถึง 2.2 
กิโลเบส พบว่าตัวอย่างเหล่านี้สามารถจําแนกเป็นจีโนไทป์ได้ 16 แบบ ได้แก่ จีโนไทป ์ T2/6b, T3, T4B, T4C, 
T4D, T4F, T4G, T4Neff, T5, T11, T12, T13, T17, T18, T20 และ New#1 ซึ่งเป็นจีโนไทป์ใหม่ เป็นที่น่า
สังเกตว่าตัวอย่างอะแคนธามีบาทุกตัวอย่างจากผู้ป่วยกระจกตาอักเสบและตัวอย่างจากแหล่งน้ําในธรรมชาติที่มีจี
โนไทป์ T4B, T4C, T4D และ T4G มีคุณลกัษณะทนความร้อน โดยสามารถเจริญไดท้ี่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส 
ในการเพิ่มปริมาณดีเอนเอโดยวิธีปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรสเพื่อให้ได้ผลผลิตสายยาวจํานวน 6 ส่วนที่ครอบคลุม
ความความยาวตลอดทั้งจีโนมของไมโตคอนเดรียของอะแคนธามีบาโดยแต่ละส่วนมีความยาว 4.3 กโิลเบสถึง 9.4 
กิโลเบสจาก 20 ตัวอย่างที่มีจีโนไทป์ต่างกันได้เป็นผลสําเร็จเพื่อใช้ในการเป็นดีเอนเอต้นแบบสําหรับการหาลําดับ 
นิวคลีโอไทด์ในการศึกษาต่อไป สําหรับการวิเคราะห์ลําดับนิวคลีโอไทด์ในยีนสําหรับไซโตโครมบีครอบคลุมความ
ยาว 1,155 เบสจาก 65 ตัวอย่าง พบว่ามีการแทนทีข่องนิวคลีโอไทด์จํานวนมากซึ่งสามารถใช้จําแนกจีโนไทป์โดย
การวิเคราะห์สายใยพันธุกรรมได้เป็นจีโนไทป์ต่าง ๆ ที่สอดคล้องกับการจําแนกโดยใช้ข้อมูลลําดับนิวคลีโอไทด์ใน
ยีนไรโบโซมหน่วยย่อยขนาดเล็ก โดยสรุปพบว่าแหล่งน้ําในธรรมชาติในประเทศไทยมอีะแคนธามีบาหลากหลายจี
โนไทป์ปะปนอยู่และพบว่ายีนในจีโนมของไมโตคอนเดรียสามารถใช้เป็นเป้าหมายทางเลือกในการจําแนกจีโนไทป์
ของอะแคนธามีบาได้ 
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Abstract 
 

Free-living protozoa in the genus Acanthamoeba can cause severe and lethal infections in 
humans, especially keratitis and meningoencephalitis. In nature, acanthamoebae occupy diverse 
ecological niche such as soil, dust, cooling systems, sewage and natural water sources. To date, 
genotype assignment of Acanthamoeba is solely relied on sequence analysis of the diagnostic 
fragment 3 (DF3) of the nuclear small subunit ribosomal RNA (SSU rRNA) gene that can be 
compromised by unreliable sequence alignment. Therefore, searching for alternative gene target 
such as loci in mitochondrial genome is promising for genotyping of Acanthamoeba. The 
mitochondrial genomes of Acanthamoeba comprised ~39.2 kb to 41.6 kb in which at least 55 
genes have been identified, one of which is the gene encoding cytochrome b. The scopes of this 
study include epidemiology of Acanthamoeba in natural water sources in Thailand and analysis 
of the mitochondrial genome of certain genotypes. To determine the prevalence and 
distribution of Acanthamoeba, 4,000 water samples from 40 natural fresh water sources located 
in 10 provinces (Uttaradit, Lamphun, Sakon Nakhon, Chaiyaphum, Saraburi, Suphan Buri, 
Prachinburi, Rayong, Ranong and Phatthalung) in 5 regions of Thailand were collected and 
searched for Acanthamoea by cultivation with 1.5% non-nutrient agar plate lawn with heat-
inactivated Escherichia coli. Results revealed that Acanthamoeba could be isolated from the 
water sources of all these provinces with an average recovery rate of 14.43%. All three 
morphological groups of Acanthamoeba cysts were recovered, characterized by the most 
common group II accounting for 67.42% of positive samples, followed by groups III and I. Mixed 
morphological groups were also common among isolates, representing 22.01% of samples. 
Based on analysis of the DF3 region in the SSU rRNA gene, 74 distinct haplotypes were found 
among 214 isolates. However, further sequencing of the SSU rRNA gene encompassing 2.0-2.2 kb 
has validated that these haplotypes could be assigned to 16 genotypes including a novel 
genotype, i.e. T2/6b, T3, T4B, T4C, T4D, T4F, T4G, T4Neff, T5, T11, T12, T13, T17, T18, T20 and 
New#1. Interestingly, all clinical isolates from keratitis patients and isolates from natural water 
sources bearing genotypes T4B, T4C, T4D and T4G exhibited thermotolerance phenotype with 
the capability of growing at 42°C in culture condition. Meanwhile, long PCR amplification of 6 
overlapping fragments, measured 4.3-9.4 kb for each fragment, encompassing the complete 
mitochondrial genomes of 20 distinct genotypes of Acanthamoeba was accomplished for 
deploying as sequencing templates in a subsequent study. Sequencing of the complete 
cytochrome b gene, spanning 1,155 bp of 65 isolates has revealed substantial nucleotide 
substitutions that could be phylogentically assigned to distinct genotypes corresponding to 
genotyping based on the SSU rRNA locus. In conclusion, natural water sources in Thailand 
contained various genotypes of Acanthamoeba and the mitochondrial cytochrome b gene is an 
alternative target for genotyping of Acanthamoeba.  
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คําอธบิายสัญลักษณ์และคําย่อที่ใช้ในการวิจัย 
 

PCR   =  polymerase chain reaction 
DNA  =  deoxyribonucleic acid 
RNA  =  ribonucleic acid  
SSU rRNA = small subunit ribosomal RNA 
A         =  adenine 
T   =  thymine 
G   =  guanine  
C   =  cytosine 
dNTP  =  deoxyribonucleotide triphosphate 
dATP  =  deoxyadeninosine triphosphate 
dTTP   =  deoxythymine triphosphate 
dCTP   =  deoxycytosine triphosphate 
dGTP  =  deoxyguanosine triphosphate 
PCR  =  polymerase chain reaction 
Tm  =  melting temperature 
Taq  =  Thermus aquaticus 
ddH2O =  double distilled water 
bp   =   base pair 
kb   =  kilobases 
ml   =  millilitre 
mm  =  millimetre 
mM  =  millimolar 
ng   =  nanogram 
μg   =  microgram 
μl   =   microlitre 
μM  =  micromolar 
UV   =  ultraviolet 
oC   =   degree celsius 
MgCl2  =   Magnesium chloride 
πS   =   synonymous nucleotide diversity 
πN   =   nonsynonymous nucleotide diversity 
π     =  nucleotide diversity 
k   =  nucleotide divergence 
Dxy  =  average number of nucleotide substitution per site between populations 
Rm  =  minimum number of recombination events 
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1. บทนํา 
Acanthamoeba ถูกค้นพบครั้งแรกในปี ค.ศ.1913  โดย Puschkarew ได้แยกเช้ือดังกล่าวได้จาก

ละอองฝุ่น (Pushkarew 1913; Page 1967) พยาธิสภาพในสมองที่เกิดจาก Acanthamoeba เรียกว่า 
granulomatous amoebic encephalitis  ซึ่งจัดเป็นโรคที่เกิดจากจุลชีพฉวยโอกาส (opportunistic disease) 
ชนิดหนึ่งเนื่องจากส่วนใหญพ่บในผู้ที่มีภาวะบกพร่องในระบบเมตาโบลิซึม ระบบสรีรวิทยา ตลอดจนระบบ
ภูมิคุ้มกัน เช่น ผู้ที่ติดเชื้อ HIV/AIDS ผู้ป่วยโรค systemic lupus erythematosus ผู้ที่มีการเจ็บป่วยเรื้อรัง ผู้ป่วย
โรคเบาหวาน ผู้ที่เจ็บป่วยด้วยโรคเรื้อรังต่าง ๆ หรือในผู้ทีไ่ด้รับการปลูกถ่ายอวัยวะ ทั้งนี้ผู้ป่วยเหล่านี้ไม่จําเป็นต้อง
มีประวัติการสัมผัสกับแหล่งน้ํามาก่อน (Schuster and Visvesvara 2004a; Schuster and Visvesvara 2004b; 
Shirwadkar et al 2006) อาการของโรค granulomatous amoebic encephalitis มักดําเนินไปอย่างช้า ๆ กิน
เวลาหลายสัปดาห์หรือแรมเดือน โดยผู้ป่วยจะมีอาการปวดศีรษะ คอแข็ง ภาวะการรู้สติเปลี่ยนแปลงจากปกติ 
คลื่นไส้ อาเจียน ผู้ป่วยมักมีไข้ตํ่า ๆ อ่อนเพลีย  การมองเห็นผิดปกติ อัมพาต ชักและหมดสติ  หรืออาการทางอื่น 
ๆ ทางสมอง ทัง้นี้ขึ้นกับบริเวณของสมองที่ถูกทําลาย (Martinez and Visvesvara 1997) สําหรับการพยากรณ์
โรคนั้นพบว่าผู้ป่วยส่วนใหญม่ักเสียชีวิตเนื่องจากการวินิจฉัยโรคมักล่าช้าหรือวินิจฉัยได้หลังจากการผ่าศพผู้ที่
เสียชีวิต การที่ Acanthamoeba สามารถเปลี่ยนจากระยะ trophozoite เป็น cyst ในเนื้อเยื่อได้ดี ส่งผลทําให้ยา
ต้านจุลชีพหลายชนิดไม่สามารถทําลายเชื้อได้ นอกจากนี้ภาวะภูมิคุ้มกันบกพร่องของผู้ป่วยที่มีอยู่เดิมล้วนมีผลต่อ
ความรุนแรงของโรคเช่นกัน (Marciano-Cabral and Cabral 2003) 

นอกจาก granulomatous amoebic encephalitis แล้ว Acanthamoeba ยังสามารถก่อโรคในอวัยวะ
อื่น ๆ เช่น ผิวหนัง ปอด และกระจกตา เป็นต้น โดยภาวะกระจกตาอักเสบจาก Acanthamoeba 
(Acanthamoeba keratitis) นั้นพบได้บ่อยกว่า granulomatous amoebic encephalitis และการติดเชื้อ 
Acanthamoeba ในระบบอื่น ๆ ของร่างกาย Acanthamoeba keratitis เป็นการอักเสบของกระจกตาร่วมกับ
อาการปวดตาที่รุนแรง ผู้ป่วยอาจสูญเสียความสามารถในการมองเห็นหรืออาจต้องได้รับการผ่าตัดเปลี่ยนกระจกตา
หรือเอาลูกตาออก ซึ่งมักพบในกรณีที่วินิจฉัยไม่ได้ในระยะแรก (Jones et al 1975; Jongwutiwes et al 2000; 
Seal 2003) สาํหรับปัจจัยที่ทําให้เกิดการติดเชื้อมักพบว่าสัมพันธ์กับการเกิดแผลถลอกที่กระจกตา เช่น จาก
อุบัติเหตุของแข็งกระทบกระจกตา หรือการใช้ contact lens ที่มีการใช้น้ําเกลือที่มีการปนเปื้อนของ 
Acanthamoeba ในการทําความสะอาด contact lens ดังกล่าว โดยทั่วไปผู้ที่เป็น Acanthamoeba keratitis 
มักเกิดขึ้นกับตาเพียงข้างเดียวเป็นส่วนใหญ ่เนื่องจาก Acanthamoeba keratitis เป็นการอักเสบและเกิดแผลที่
กระจกตาคล้ายกับการติดเชื้อ herpes simplex virus หรือการติดเชื้อราบางชนิด ดังนั้นการวินิจฉัยแยกโรคโดย
อาศัยการตรวจทางห้องปฏิบัติการจึงมีความสําคัญอย่างยิ่ง อย่างไรก็ตามผู้ป่วยที่เป็น Acanthamoeba keratitis 
มักเป็นการติดเชื้อเฉพาะที่ โดยไม่มีการลุกลามหรือแพร่กระจายไปยังอวัยวะอื่น จึงไม่พบว่า Acanthamoeba 
keratitis มีความสัมพันธ์กับการเกิด granulomatous amoebic encephalitis ในภายหลัง สําหรบัการวินิจฉัย 
Acanthamoeba keratitis สามารถทําได้โดยการขูดตัวอย่างเนื้อเยื่อกระจกตาที่เป็นแผลมาทําการตรวจหา 
Acanthamoeba ระยะ trophozoite หรือ cyst โดยตรงหรือการนําตัวอย่างดังกล่าวไปเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยง
เช้ือที่มี heat-inactivated Escherichia coli โดยวิธีดังกล่าวสามารถตรวจพบเชื้อได้เพียงร้อยละ 33 และร้อยละ 
7 ตามลําดับเทา่นั้น ในขณะทีวิ่ธีการตรวจหา DNA ของ Acanthamoeba ให้ผลบวกที่สูงกว่า โดยพบว่าให้ความ
ไวมากถึงร้อยละ 94 (Petry et al 2006) จากการศึกษาคุณลักษณะของเชื้อที่ก่อโรค Acanthamoeba keratitis 
พบว่าส่วนใหญ่มี genotype T4 และมักเป็นสายพันธ์ุที่เจริญได้ดีที่อุณหภูมิตํ่ากว่าสายพันธ์ุที่ทําให้เกิด 
granulomatous amoebic encephalitis  อย่างไรก็ตามมักพบว่าผู้ป่วย Acanthamoeba keratitis มักมีระดับ
ของ secretory IgA ตํ่ากว่าปกติ (Clarke and Niederkorn 2006) ภาวะดังกล่าวจึงอาจเป็นปัจจัยเสี่ยงประการ
หนึ่งในการเกิดโรค (Visvesvara and Stehr-Green 1990) สําหรับสถานการณ์ของการติดเชื้อ Acanthamoeba 
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ในประเทศไทยพบว่า ส่วนใหญ่ทําให้เกิดภาวะกระจกตาอักเสบและเป็นแผล (Jongwutiwes et al 2000; 
Kosrirukvongs et al 1988) โดยมีผู้ป่วยจํานวนหนึ่งที่ต้องสูญเสียสายตาแม้จะได้รับการปลูกถ่ายกระจกตา ผู้ป่วย
ส่วนน้อยที่มีภาวะ granulomatous amoebic encephalitis ซึ่งพบในผู้ที่มีประวัติการเจ็บป่วยเรื้อรังด้วยโรคอ่ืน
มาก่อน นอกจากนี้ภายใน Acanthamoeba ยังสามารถตรวจพบเชื้อแบคทีเรียหลายชนิดและบางชนิดสามารถก่อ
โรคในคนได้ เช่น Legionella pneumophila, Chlamydia, Mycobacterium และ Pseudomonas 
aeruginosa เป็นต้น (Adeleke et al 1996; Amann et al 1997; Essig et al 1997; Fritsche et al 1993; 
Krishna et al 1978; Michel et al 1995; Rowbotham et al 1980; Winiecka-Krusnell and Linder 2001) 
ดังนั้นจึงเชื้อว่า Acanthamoeba อาจมีบทบาทในการแพร่กระจายจุลชึพเหล่านี้ได้  

ในระยะแรกของการศึกษาเพื่อจัดหมวดหมู่ นั้น Pussard และ Pons ได้แบ่งโปรโตซัวใน genus 
Acanthamoeba ออกเป็น 3 กลุ่มซึ่งใช้สญัฐานของระยะ cyst เป็นเกณฑ์ โดยผนังชั้นในของ cyst (endocyst) 
จะหดตัวเข้าไปในรูปแบบที่ต่างกันทําให้เห็นเป็นส่วนยื่นออก (arm) มาชิดกับผนังชั้นนอก (ectocyst) โดยคํานึงถึง
ขนาดและจํานวนของส่วนที่ย่ืนออกภายใน cyst ดังนี้ (Pussard and Pons, 1977) 

กลุ่มที ่1 เส้นผา่ศูนย์กลางของ cyst ยาวมากกว่า 18 ไมโครเมตร trophozoite มีขนาดใหญ่ ผนังของ
endocyst และ ectocyst มรีะยะห่างกันมาก ตัวอย่าง Acanthamoeba ในกลุม่นี้ เช่น A. astronyxis, A. 
comandoni และ A. echinulata เป็นต้น 

กลุ่มที ่2 เส้นผา่ศูนย์กลางของ cyst ยาวน้อยกว่า 18 ไมโครเมตร endocyst และ ectocyst อาจอยู่ชิด
หรือห่างจากกัน ผนังช้ันนอกอาจหนาหรือบาง ผนังช้ันในมีทั้งรูปสามเหลีย่ม หลายเหลีย่ม หรือกลม ตัวอย่าง 
Acanthamoeba ในกลุ่มนี ้เช่น A. mauritaniensis, A. castellanii, A. polyphaga, A. quina, A. 
divionensis, A. triangularis, A. lugdunensis, A. griffini, A. rhysode, A. paradivionensis และ A. 
hatchetti เป็นต้น 

กลุ่มที ่3 เส้นผา่ศูนย์กลางของ cyst ยาวน้อยกว่า 18 ไมโครเมตร ผนังช้ันนอกบาง ผนังช้ันในอาจมีมุมเล็ก 
ๆ 3-5 มุม ตัวอย่าง Acanthamoeba ในกลุ่มนี้ เช่น A. palestinensis, A. culbertsoni, A. royreba, A. 
lenticulata และ A. pustulosa เป็นต้น 

อย่างไรก็ตามตราบเท่าปัจจุบันความชัดเจนในการจําแนก species ของอะมีบาในกลุ่มนี้ยังไม่สามารถ
ยึดถือจากลักษณะทางสัณฐานของระยะ trophozoite หรือระยะ cyst ได้ นอกจากนี้ลักษณะของ cyst ยังมีความ
แปรเปลี่ยนได้ขึ้นกับสภาวะแวดล้อม เช่น คณุภาพของอาหารเลี้ยงเชื้อ เป็นต้น หรือจากตัวอย่างที่ได้จากผู้ป่วยแม้
จะเป็น species เดียวกัน (Jongwutiwes et al 2000) ดังนั้นในระยะต่อมาจึงมีการประยุกต์โดยการวิเคราะห์
โปรตีนของ Acanthamoeba ซึ่งสามารถใช้จําแนก species ได้ แต่วิธีดังกล่าวยังขาดข้อมูลมาตรฐานในการบ่ง
บอกถึง species ที่จําเพาะ ในปัจจุบันได้มีการประยุกต์ใช้วิธีการทางอณูชีววิทยา โดยอาศัยข้อมูลลาํดับเบสของยีน
สําหรับไรโบโซมยูนิตย่อยขนาดเล็ก (small subunit ribosomal RNA, SSU rRNA)  พบว่าสามารถจําแนก 
Acanthamoeba ทั่วโลกได้ 20 genotypes ได้แก่ T1-T20 (Sotthard et al 1998; Horn et al 1999; Gast 
2001; Hewett et al 2003; Marciano-Cabral and Cabral 2003; Khan 2006; Koshler et al 2006; Fuerst 
2014) ซึ่งในอนาคตการค้นพบ Acanthamoeba ชนิดใหม่ ๆ โดยอาศัยข้อมูลทางพันธุกรรมดังกล่าวพบว่ามี
แนวโน้มเพิ่มมากขึ้นโดยลําดับ ทั้งนี้ยีน small subunit ribosomal RNA ประกอบด้วยบริเวณที่ลําดับนิวคลีโอ
ไทด์ที่มีความจําเพาะต่อ genus Acanthamoeba และมีบริเวณที่มีความหลากหลายสูงแปรเปลี่ยนตามสายพันธ์ุ
ของเชื้อ โดยความผันแปรดังกล่าวสามารถจัดกลุ่มและใชเ้ป็นตัวกําหนด genotype ของเชื้อได้ ยีน small 
subunit ribosomal RNA ของ Acanthamoeba มีความยาวประมาณ 2,300-2,700 คู่เบส โดยที่ 
Acanthamoeba ในกลุ่มที ่2 และ 3 มีความยาวของยีน small subunit ribosomal RNA ประมาณ 2,300 bp 
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ส่วน A. astronyxis, A. castellani และ A. tubioshi มีความยาวของยีนประมาณ 2,600 ถึง 2,700 bp 
(Stothard et al 1998)  

ในการจําแนก genotype ของ Acanthamoeba มีการศกึษาโดยใช้ยีน small subunit ribosomal 
RNA แบ่งเป็น 3 บริเวณได้แก่ (1) บริเวณ ASA.S1 ครอบคลุมนิวคลีโอไทด์ที่ 938-1402 (2) บริเวณ GTSA.B1 
ครอบคลุมนิวคลีโอไทด์ที ่1-1475 และ (3) บริเวณ Diagnostic Fragment 3 (DF3) ครอบคลุมประมาณ 240 นิ
วคลีโอไทด์ ซึ่ง DF3 เป็นบริเวณที่อยู่ภายใน ASA.S1 (Schroeder et al 2001) ทั้งนี้บริเวณ DF3 นับเป็นส่วนที่
สามารถใช้จําแนก genotype ได้ดีกว่าบริเวณอื่น ๆ เมื่อใช้ไพรเมอร์ JDP1 และ JDP2 เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอใน
ลําดับเบสคู่ที่ 936-1402 จะได้บริเวณ ASA.S1 ซึ่งมขีนาดประมาณ 113 คู่เบส สามารถแยกได้ 12 genotypes 
(Booton et al 2005; Booton et al 2009) ซึ่งปัจจุบันพบถึง 20 จีโนไทป์ จากการใช้ลําดับนิวคลีโอไทด์ที่
ครอบคลุมในสว่น DF3 ประมาณ 240 คู่เบส สามารถแยกจโีนไทป์ที่ T13 (Horn et al 1999), T14 (Gast 2001) 
T15 (Hewett et al 2003) T16 (Corsaro and Venditti 2010) T17 (Nuprasert et al 2010) T18 
(Qvarnstrom et al 2013) T19 (Magnet et al 2014) และ T20 (Corsaro et al 2015) ได้ตามลําดับ 
การศึกษา genotype ของ Acanthamoeba ที่พบได้ในสิ่งแวดล้อมมรีายงานจากหลายภูมิภาคในโลก เช่น 
ประเทศอิหร่านพบ genotype T2 ที่ได้จากสิ่งแวดล้อมมากที่สุด รองลงมาคือ T4 (Maghsood et al 2005) 
ในขณะที่ประเทศอังกฤษพบ genotype T4 ได้มาก (Maghsood et al 2005) การศึกษา genotype ของ 
Acathamoeba ตามแหล่งน้ําในกรุงเทพมหานครและปริมณฑลพบ genotype T4 มากที่สุดและในการสํารวจ
ครั้งนั้นพบ genotype 17 เป็นครั้งแรกของโลก (Nuprasert et al 2010) ปัจจุบันพบว่ามี genotype ที่เป็น
สาเหตุของภาวะกระจกตาอักเสบ ได้แก่ T2, T3, T4, T5, T6, T7, T10, T11 และ T15 โดยการศึกษาส่วนใหญ่
พบว่า T4 เป็น genotype ที่พบมากและเป็นสาเหตุหลักของ Acanthamoeba keratits ทั้งนี้ในการศึกษา
ความสัมพันธ์ระหว่าง genotype และการจดัหมวดหมู่โดยอาศัยสัณฐานของระยะ cyst ตามวิธีของ Pussard และ 
Pons ได้ดังนี้ กลุ่มที ่1 ประกอบด้วย genotypes T7, T8, T9, T17 และ T18 กลุม่ที่ 2 ได้แก่ genotypes T1, 
T3, T4 และ T11 กลุ่มที่ 3 ได้แก่ genotypes T2, T5, T6, T10, T12, T14, T15, T16 และ T19 (Booton et al 
2005; Fuerst 2014) ในขณะที่ genotype T20 มีลักษณะ cyst ที่ก้ําก่ึงระหว่างกลุ่มที่ 2 และกลุม่ที ่3 (Corsaro 
et al 2015) 

ในการสํารวจ free-living amoebae ที่ก่อโรคได้ในคนตามที่ปรากฎในธรรมชาติ พบว่ามีความแตกต่าง
กัน เช่น พบ Acanthamoeba จากตัวอย่างน้ําประปาในบ้านผู้ป่วย Acanthamoeba keratitis ในประเทศ
อังกฤษ ร้อยละ 89 โดยส่วนใหญ่พบจากตัวอย่างน้ําประปาในห้องน้ํา (Kilvington et al 2004) นอกจากนี้มี
ผู้สํารวจ Acanthamoeba ในแหล่งน้ําบริเวณแม่น้ําไนล์ จากทั้งหมด 37 ตัวอย่าง พบเชื้อดังกล่าว 16 ตัวอย่าง 
หรือร้อยละ 43.2 โดย Acanthamoeba เหล่าน้ําสามารถจําแนกได้ 5 genotypes (Lorenzo-Morales et al 
2006) สําหรับประเทศไทย วริษาและคณะในปี พ.ศ. 2552 (Nuprasert et al 2010) ได้สํารวจหาเชื้อ 
Acanthamoeba จากการเก็บตัวอย่างน้ําในเขตกรุงเทพมหานคร จํานวน 374 ตัวอย่าง ผลพบเชื้อ 
Acanthamoeba ทั้งหมด 16 ตัวอย่าง และผลการวิเคราะห์ลําดับเบสของยีน small subunit ribosomal RNA 
สามารถจัดตัวอย่างเหล่านี้เป็นชนิด T4 ซึ่งเป็นชนิดที่สามารถก่อให้เกิดโรคในคนได้จํานวน 12 ตัวอย่าง นอกจากนี้
ยังพบชนิด T9 และ T11 ชนิดละ 1 ตัวอย่าง และที่สําคญัยังพบชนิดใหม่ที่ยังไม่มีการคน้พบมาก่อนคือ T17 
จํานวน 2 ตัวอย่าง ในขณะเดียวกันคณะผู้วิจัยยังได้ตรวจพบเชื้อ Acanthamoeba จากผู้ป่วย keratitis ที่มารับ
การรักษาจากโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ในช่วงปี พ.ศ. 2551-2553 จํานวน 7 ราย จากผูป่้วยทั้งหมด 42 ราย คิด
เป็นร้อยละ 16.6 และจากผลการวิเคราะห์ลําดับเบสพบว่าตัวอย่างจากผู้ป่วยทั้งหมดเป็นชนิด T4 ยกเว้นมี 1 
ตัวอย่างเป็นชนิด T10 ซึ่งเป็นการค้นพบครั้งแรกที่ชนิดนี้ก่อให้เกิดโรค keratitis  จะเห็นได้ว่าอุบัติการณ์ของโรคที่
เกิดจากเชื้อ Acanthamoeba มีเพิ่มมากขึ้นในปัจจุบัน และยังมีการคน้พบสายพันธ์ุใหม่จากตัวอย่างในธรรมชาติ 
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ผลการพบเชื้อดังกล่าวจึงเป็นการยืนยันว่าผู้ป่วยเหล่านี้มีโอกาสได้รับเชื้อ Acanthamoeba ตามธรรมชาติ ดังนั้น
การสํารวจการแพร่กระจายของเชื้อในตัวอย่างน้ําตามภูมิภาคต่าง ๆ ของประเทศไทยจงึมีความจําเป็นเพื่อการเฝ้า
ระวังโรคต่อไป (Nuprasert et al 2010) 

แม้ว่าการจําแนก genotypes ของ Acathamoeba โดยเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทด์ของยีน small 
subunit ribosomal RNA จะให้ข้อมูลที่เป็นประโยชน์ อย่างไรก็ตามพบว่าการใช้ DF3 อย่างเดียวอาจให้ข้อมูลที่
คาดเคลื่อนได้ เนื่องจากบาง genotype ที่ต่างกันมีความแตกต่างของลําดับนิวคลีโอไทด์ใน DF3 น้อยกว่าร้อยละ 5 
อันเนื่องจากลําดับนิวคลีโอไทด์ที่ต่างกันอยู่นอกบริเวณดังกล่าว นอกจากนี้การเรียงลําดับนิวคลีโอไทด์เพื่อ
เปรียบเทียบในการประเมินความแตกต่างระหว่าง genotype ยังมีข้อจาํกัดจากการพบการแทรก (insertion) หรอื
การขาดหายไป (deletion) ของลําดับนิวคลีโอไทด์ที่เกิดขึ้นระหว่าง genotype ซึ่งพบได้บ่อยใน small subunit 
ribosomal RNA gene ทําให้ข้อมูลที่ได้ยังขาดความชัดเจนโดยเฉพาะในกรณีของ genotype ที่ต่างกันแต่มีความ
ใกล้ชิดทางพันธุกรรม เนื่องจากการติดเชื้อ Acanthamoeba spp. ที่กระจกตาไม่ได้มีสาเหตุจากการติดเชื้อ 
species หรือ genotype เดียว ในขณะเดียวกันหลาย species หรือ genotype ที่พบในธรรมชาติไม่ได้เป็น
สาเหตุของการเกิดโรคในคน ดังนั้นการพัฒนาระบบการจําแนก genotype ใหม่จึงมีความสําคัญเพื่อใช้ควบคู่กับ
การวิเคราะห์แบบเดิมในกรณทีี่การกําหนด genotype ได้ไม่ชัดเจน เช่นการใช้ลําดับนิวคลีโอไทด์ในบางส่วนชอง 
mitochondrial genome เนื่องจาก mitochondrial genome มีความสัมพันธ์กับสายวิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิตจึง
มีความแตกต่างของลําดับนิวคลีโอไทด์ระหว่าง species ที่แตกต่างกัน ในขณะที่ความแตกต่างของลําดับนิวคลีโอ
ไทด์ภายใน species มีความแตกต่างกันน้อยมาก โดย mitochondrial genome ของสิ่งมีชีวิตส่วนใหญ่มีลกัษณะ
เป็น circular DNA และมีหลายชุดในแต่ละเซลล ์(Burger et al 2003) จึงเป็นเป้าหมายท่ีดีสําหรับการตรวจ
วินิจฉัยในเวชปฏิบัติ ดังเช่นการเลือกใช้ยีนmitochondrial cytochrome b ในการจําแนกและวินจิฉัยเชื้อ
มาลาเรียที่ก่อโรคคนทั้ง 5 species ออกจากกันอย่างมีประสิทธิภาพดีกว่าการใช้ small subunit ribosomal 
RNA gene (Putaporntip et al 2011) สําหรับลําดับนิวคลีโอไทด์ที่สมบูรณ์ของ Acanthamoeba castellanii 
มีขนาด 41,591 bp ซึ่งเป็นเชื้อที่จัดอยู่ใน genotype T1 และเป็นข้อมลูเดียวที่มีการศึกษาสําหรับโปรโตซัวในกลุม่
นี้ (Burger et al 1995)  

Mitochondrial genome ของ Acathamoeba castellanii ประกอบด้วยเบส adenine และ 
thymine รวมกันคิดเป็นรอยละ 70.6 โดยแต่ละชุด (copy) ของ circular mitochondrial genome 
ประกอบด้วยยีน small subunit ribosomal RNA และ large subunit ribosomal RNA อย่างละ 1 ชุด พบยีน
ที่สร้าง transfer RNA 16 ชนิดอย่างละ 1 ชุด พบยีนที่เกี่ยวข้องกับการสร้างเอ็นไซม์ใน electron 
transport/oxidative phosphorylation จํานวน 16 ยีน ประกอบด้วยยีนที่สร้างเอ็นไซม์ใน respiratory chain 
ได้แก่ NADH dehydrogenase (nad1, nad2, nad3, nad4, nad4L, nad5, nad6, nad7, nad9 และ nad11) 
apocytochrome b (cob) และ cytochrome oxidase (cox1/2 และ cox3) รวมทั้งยีนที่เกี่ยวข้องกับ ATP 
synthase complex ประกอบด้วย F0-ATPase (atp6 และ atp9) และ F1 ATPase (atp1) นอกจากนี้ยัง
ประกอบด้วยยีนที่สร้าง ribosomal protein 16 ชนิดได้แก่ small subunit 10 ชนิด (rps2, rps3, rps4, rps7, 
rps8, rps11, rps12, rps13, rps14 และ rps19) และ large subunit 6 ชนิด (rpl2, rpl5, rpl6, rpl11, rpl14 
และ rpl16) นอกจากนี้ยังประกอบด้วย open reading frames ที่ไม่ทราบหน้าที่อีก 8 ตําแหน่ง (Burger et al 
1995) เนื่องจาก mitochondrial genome มีความคงที่ของลําดับนิวคลีโอไทด์ภายใน species ค่อนข้างสูงและ
มักไม่พบว่ามีการแลกเปลี่ยนทางพันธุกรรมระหว่างกัน (recombination) จึงสามารถใช้ศึกษาความสัมพันธ์ทาง
วิวัฒนาการ การจําแนก species และพันธุกรรมประชากร (population genetics) ของจุลชีพได้ดีดังเช่นการ
ประยุกต์ใช้สําหรับการศึกษาเชื้อมาลาเรียเป็นต้น (Escalante et al; Putaporntip et al 2011; Jongwutiwes 
et al 2005) 
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ในปัจจุบันการประยุกต์ใช้ข้อมูลจาก mitochondrial genome ของ Acanthamoeba เพื่อการจัด
หมวดหมู่ของเชื้อในกลุ่มนี้รวมทั้งการประยุกต์ใช้ในการวินิจฉัยโรคจึงมขี้อจํากัด ดังนั้นการวิเคราะห์ลําดับนิวคลีโอ
ไทด์ที่สมบูรณข์อง Acanthamoeba ทุก genotype จึงมีความสําคัญอยา่งยิ่งในการประยุกต์ดังกล่าว รวมทั้ง
การศึกษาสายใยวิวัฒนาการ (phylogeny) ของโปรโตซัวในกลุ่มนี้ ทั้งนี้การจัดหมวดหมู่ที่ชัดเจนและการเข้าใจ
สายใยวิวัฒนาการจะเป็นการสร้างรากฐานที่สําคัญสําหรบัการเปรียบเทียบเชื้อสายพันธ์ุที่ก่อโรคและไม่ก่อโรคใน
คน ตลอดจนการค้นหายีนที่เกี่ยวข้องกับกลไกการก่อโรคและพยาธิกําเนิด รวมทั้งแนวทางการรักษาและป้องกัน
โรคต่อไปในอนาคต 

 
2. วัตถุประสงค์ของการวิจัย 
2.1 เพื่อวิเคราะห์ลําดับนิวคลีโอไทด์ที่สมบูรณ์ใน mitochondrial genome ของ Acanthamoeba ที่พบใน
ประเทศไทยทกุ genotypes 
2.2 เพื่อจําแนก genotype ของ Acanthamoeba โดยอาศัยข้อมูลจากการวิเคราะห์ลําดับนิวคลีโอไทด์ที่สมบูรณ์
ใน mitochondrial genome เปรียบเทียบกับการวิเคราะห์ลําดับนิวคลีโอไทด์ของ small subunit ribosomal 
RNA gene 
2.3 เพื่อวิเคราะห์ขอบเขตความหลากหลายของ mitochondrial genome ภายใน genotype T4 ของ 
Acanthamoeba ที่ก่อโรคในคนมากที่สุด 
2.4 เพื่อศึกษาสายใยวิวัฒนาการ (phylogeny) ของ Acanthamoeba ที่พบในประเทศไทยเปรียบเทียบกับ
ฐานข้อมูลของเชื้อที่พบทั่วโลก 
2.5 เพื่อพัฒนาการวินิจฉัย genotype ของ Acanthamoeba จากแหลง่น้ําในธรรมชาติด้วยวิธี PCR โดยใช้ 
mitochondrial genome เป็นยีนเป้าหมาย 
 
3. วิธีดําเนินการวิจัย       
แผนการวิจัย 

1. สํารวจ Acanthamoeba จากแหล่งน้ําในธรรมชาติ 
2. การคัดเลือกและเตรียมตัวอย่าง Acanthamoeba สําหรบัวิเคราะห์ mitochondrial genome 
3. การเพิ่มปริมาณ DNA และการหาลําดับนิวคลีโอไทด์ของ nuclear small subunit ribosomal RNA 
4. การเพิ่มปริมาณ DNA และการหาลําดับนิวคลีโอไทด์ของ mitochondrial genome  
5. พัฒนาวิธีตรวจสอบ genotype จาก mitochondrial genome 
6. ทดสอบวิธีที่พัฒนาขึ้นกับตัวอย่างจากแหล่งน้ําในธรรมชาติ 
7. วิเคราะห์ข้อมูล 
8. สรุปผลและเขยีนรายงาน 

หมายเหตุ: แผนการดําเนินงานวิจัยในปีที่ 1 ครอบคลุมหัวข้อที่ 1 ถึงหัวข้อที่ 3 และดําเนินงานตามหัวข้อที่ 4 ใน
บางส่วน ส่วนการดําเนินงานตามหัวข้อที่ 4 ส่วนที่เหลือจนเสร็จสิ้นโครงการจะดําเนินการในปีที่ 2  
ขั้นตอนการดาํเนนิการวิจัยในปีที่ 1 

1.  สํารวจ Acanthamoeba จากแหล่งน้ําในธรรมชาติ 
      เก็บตัวอย่างเชื้อจากแหล่งน้ําธรรมชาติหรือแหล่งน้ําในเขตชุมชน โดยใช้ปริมาณน้ํา 2 ลิตร พื้นที่เก็บ

ตัวอย่างได้แก่ ภาคตะวันออกประกอบด้วยจังหวัดปราจีนบุรี และระยอง ภาคตะวันออกเฉียงเหนือประกอบด้วย
จังหวัดชัยภูมิ และสกลนคร ภาคเหนือประกอบด้วยจังหวัดลําพูน และอตุรดิตถ์ ภาคกลางประกอบด้วยจังหวัด
สุพรรณบุรี และสระบุรี ภาคใต้ประกอบด้วยจังหวัดระนอง และพัทลุง รวม 10 จังหวัด โดยสุ่มตัวอย่างจากแหล่ง
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น้ํา 4 แหล่งในแต่ละจังหวัด ทําการเก็บตัวอย่างน้ํา 10 ตัวอย่างต่อแหล่งน้ํา 1 แหล่ง รวมตัวอย่างน้ําทั้งหมด 400 
ตัวอย่าง ซึ่งคาดว่าจะได้ตัวอย่างที่พบเชื้อ Acanthamoeba จากแต่ละจังหวัด ๆ ละประมาณ 10 ตัวอย่าง รวม
ทั้งสิ้นตลอดการสํารวจคาดว่าจะได้ Acanthamoeba ประมาณ 100 ตัวอย่างจากแหล่งน้ําที่สํารวจทั้งหมด 
โดยประมาณจากการสํารวจเบื้องต้นของคณะผู้วิจัย (Nuprasert et al 2010) พบอัตราการตรวจพบประมาณร้อย
ละ 20 จากตัวอย่างน้ําในกรุงเทพมหานครทีใ่ช้ทดสอบ 

2.  การเพาะตรวจหา Acanthamoeba  
โดยนําตัวอย่างน้ําปริมาตร 2 ลิตรมาป่ันที่ความเร็ว 1,000 g เป็นเวลา 5 นาที นําตะกอนที่ได้ไปเพาะเลี้ยง

ใน 1.5% non-nutrient agar ที่มี heat-inactivated Escherichia coli เพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิห้อง ตรวจหา free-
living amoebae ทุกวัน เป็นเวลา 5 วัน ถา้ตัวอย่างใดให้ผลบวกจะทําการแยก Acanthamoeba จากสิ่งมีชีวิต
อื่นที่พบในอาหารเลี้ยงเชื้อดังกล่าว โดยวิธี micromanipulation ภายใต้กล้อง inverted microscope ซึ่งบาง
ตัวอย่างอาจต้องทําต่อเนื่องเช่นนี้ซ้ําหลายครั้ง เพื่อให้ได้เช้ือที่เป็นชนิดเดียวกัน  

3.  การเตรียม DNA 
นําเชื้อในระยะโทรโฟซอยต์มาป่ันตกตะกอนด้วยความเร็วรอบ 8,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที นําตะกอน

ที่ได้มาสกัดดีเอ็นเอโดยใช้ชุดสกัดดีเอ็นเอ QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN) เก็บรักษาดีเอ็นเอที่ได้ไว้ที่อุณหภูมิ -
20 องศาเซลเซียส เพื่อใชใ้นกระบวนการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่โพลีเมอร์เรส (PCR) ต่อไป 

4.  ทําการตรวจสอบ genotype ของ Acanthamoeba 
ทําโดยการเพิ่มปริมาณ DNA ของ small subunit ribosomal DNA ในส่วน DF3 ซึ่งมีความยาวประมาณ 

250 bp โดยนําดีเอ็นเอที่สกัดไว้มาเพิ่มจํานวนเพื่อทดสอบหาเชื้อ Acanthamoeba โดยผ่านกระบวนการเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอในส่วนของ SSU rRNA ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่โพลีเมอร์เรส (PCR) โดยใช้ primer ACAN 18S F0 โดย
มีลําดับนิวคลีโอไทด์ 5’- TCCTGCCAGTAGTCATATGC -3’ (ตําแหน่งเบสที่ 9-28) และ ACAN 18S R0 มีลําดับนิ
วคลีโอไทด์ 5'- CTTCTCCTTCCTCTAAATGGT -3' (ตําแหน่งเบสที่ 2236-2256) ดังแสดงในรูปที่ 1 ม ีLA Taq 
DNA polymerase เป็นเอ็นไซม์เร่งปฏิกิริยา ประกอบด้วยขั้นตอนแยกสายดีเอ็นที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 1 
นาที ขั้นตอนการจับคู่ของ primer กับสายดีเอ็นเอที่อุณหภูมิ 96 องศาเซลเซียส 0.2 นาที ที่อุณหภูม ิ62 องศา
เซลเซียส 2 นาที และขั้นตอนการสังเคราะห์สายดีเอ็นเอที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 10 นาที ทําปฏิกิริยาทั้งหมด 
35 รอบ นํา PCR product ที่ได้ไปตรวจผลโดยวิธี Gel electroporesis และใช้ λ Hind III เป็นตัวบอกขนาดดี
เอ็นเอ (Marker) โดยใช้กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 30 นาท ีจากน้ันนํา agarose gel เข้มข้น 1% ไปย้อม
ด้วย ethidium bromide 15 นาที และนําไปดูการเรืองแสงของดีเอ็นเอภายใต้แสงอุลตราไวโอเลต และทําการหา
ลําดับเบสในสว่นของ DF3 โดยใช้ไพรเมอร์ ACAN 18S F3 โดยมีลําดับนิวคลีโอไทด์ 5’- 
CAGAGGTGAAATTCTTGG -3’ (ตําแหน่งเบสที่ 1120-1137) จากกนั้นวิเคราะห์ลําดับนิวคลีโอไทด์เปรียบเทียบ
กับฐานข้อมูลของ 20 genotypes ที่เคยมีรายงานมาก่อนใน GenBank Database 
 

 
 
รูปที่ 1  ตําแหน่งของ primers ที่ใช้ในการทํา PCR และ sequencing ของยีน SSU rRNA (18S rRNA) 
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5.  การเพิ่มปริมาณ DNA และการหาลาํดับนิวคลีโอไทด์ของ nuclear small subunit ribosomal 
RNA    

เพื่อให้ได้ข้อมูลที่สมบูรณ์แมว่้าลําดับนิวคลีโอไทด์ของ DF3 สามารถใช้กาํหนด genotype ได้ แต่เพื่อให้
การเปรียบเทียบมีความสมบูรณ์และชัดเจนจึงต้องทําการหาลําดับนิวคลีโอไทด์ของยีน small subunit ribosomal 
RNA ทั้งหมดซึง่ครอบคลุมความยาวประมาณ 2,300-2,700 bp โดยใช้วิธี long PCR และ direct sequencing 
จาก purified PCR template โดยการหาลําดับนิวคลีโอไทด์จําเป็นต้องใช้ sequencing primers และการหา
ลําดับนิวคลีโอไทด์ดําเนินการจากทั้ง 2 ทิศทาง (bi-directional sequencing) 

6. การเพิ่มปรมิาณ DNA และการหาลําดบันิวคลีโอไทดข์อง mitochondrial genome ในส่วนของ
ยีน cytochrome b  

เนื่องจากข้อมูลลําดับนิวคลีโอไทด์ของ nuclear small subunit ribosomal RNA ยังมีขีดจํากัดในการใช้
แยกจีโนไทป์ในบางกลุ่มดังนั้นผู้วิจัยจึงทําการศึกษาเพิ่มเติมโดยการหาลําดับเบสในส่วนของยีน cytochrome b 
ของ mitochondrial genome เพื่อให้ข้อมูลที่ได้มีความถูกต้องชัดเจนมากขึ้น โดยทาํการออกแบบ PCR primers 
ซึ่ง PCR primers ที่ออกแบบจะได้ overlapping PCR fragment ในสว่นของยีน cytochrome b (ประมาณ 
5,000-9,000 bp) ซึ่งผลผลิต PCR ที่ได้นี้สามารถนําไปใช้หาลําดับเบสในส่วนของยีนอื่น ๆ ที่อยู่ข้างเคียงยีน 
cytochrome b ในการออกแบบ primers โดยอาศัยข้อมูลลําดับนิวคลโีอไทด์ใน genome ของ mitochondria 
ที่มีในฐานข้อมลู GenBank ซึง่มี 4 genomes ภายใต้ GenBank accession numbers NC001637 
(Acanthamoeba castellanii Neff), KX580904 (Acanthamoeba castellanii TN), KT185628 
(Acanthamoeba castellanii BCPEM3VF211) และ KP05447 (Acanthamoeba polyphaga LincAp1) ทํา
การเรียงลําดับนิวคลีโอไทด์โดยอาศัยโปรแกรม Clustal_X และจําแนกส่วนที่มีลําดับนิวคลีโอไทด์คล้ายคลึงกัน
ระหว่างสายพันธ์ุหรือ conserved regions และส่วนทีม่ลีําดับนิวคลีโอไทด์แตกต่างกันหรือ variable regions 
เพื่อเป็นพื้นฐานในการออกแบบ primers ทั้งนี้ภายหลังการออกแบบ primers แล้วต้องทําการทดสอบกับตัวอย่าง
ที่มี genotype ต่างกันเพื่อให้ได้ primers ที่สามารถใช้สาํหรับการเพิ่มปริมาณส่วนของ DNA ใน genome ของ 
mitochondria ได้ทุกตัวอย่าง โดยในแผนการทํา long PCR จะเพิ่มปริมาณ DNA แบ่งเป็น 6 fragments โดยแต่
ละ fragment ครอบคลุมประมาณ 5,000–9,000 bp ในการวิเคราะห์ลําดับนิวคลีโอไทด์ของ complete 
mitochondrial genome จําเป็นต้องใช้ sequencing primers และการหาลําดับนิวคลีโอไทด์ดําเนินการจากทั้ง 
2 ทิศทาง สําหรับโครงสร้างของ genome ของ mitochondria ของ Acanthamoeba และองค์ประกอบของยีน
ต่าง ๆ แสดงในรูปที่ 2 

                         
 

รูปที่ 2 โครงสร้างและองค์ประกอบของยีนใน mitochondrial genome ของ Acanthamoeba 
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7. วิเคราะหข์อ้มูล 
การเรียงลําดับลําดับนิวคลีโอไทด์ในการเปรียบเทียบระหว่าง genotypes โดยใช้โปรแกรม Clustal X  

การคํานวนค่า nucleotide diversity (π), recombination parameter (Rm) และ neutrality test โดยใช้ 
Tajima D statistics ใช้โปรแกรม DnaSP ทําการเปรียบเทียบ nonsynonymous nucleotide diversity (πS) 
และ nonsynonymous nucleotide diversity (πN) ภายใน genotype การสร้าง phylogenetic tree ใช้วิธี 
neighbor-joining ภายใต้ Kimura 2 parameter substitution model การทดสอบระดับความเชื่อมั่นของการ
แยกสายวิวัฒนาการ (tree branch) โดยใช้วิธี bootstrap จาก 1,000 pseudoreplicates ในโปรแกรม 
MEGA6.0 ทําการเปรียบเทียบความแตกต่างของการแทนที่ของนิวคลีโอไทด์ระหว่าง genotype และระหว่างกลุ่ม 
genotype โดยทําการวิเคราะห์ nucleotide divergence (k) ระหว่าง genotypes และค่าเฉลี่ยการแทนที่ของนิ
วคลีโอไทด์ต่อตําแหน่งโดยเปรียบเทียบระหว่างประชากร (average number of nucleotide substitution per 
site between populations) หรือค่า Dxy 

 

4. ผลการวิจัย 
4.1 การสํารวจพื้นที่และเก็บตัวอย่างจากแหล่งน้ําตามพื้นที่ต่าง ๆ 

การสํารวจ Acanthamoeba จากแหล่งน้าํในธรรมชาติ โดยเก็บตัวอย่างน้ําจากแหล่งน้ําในจังหวัดลําพูน 
อุตรดิตถ์ ชัยภูมิ สกลนคร สพุรรณบุรี สระบุรี ปราจีนบุรี ฉะเชิงเทรา ระนองและพัทลุง รวม 10 จังหวัด (รูปที่ 3 
และตารางที่ 1) โดยเก็บตัวอย่างจังหวัดละ 400 ตัวอย่าง รวมจํานวนตัวอย่างทั้งสิ้น 4,000 ตัวอย่าง นําตัวอย่างน้ํา
มาผ่านขั้นตอนการเตรียมตะกอนให้เข้มข้นตามวิธีที่เสนอในโครงการวิจัย โดยทําการเพาะเชื้อโดยใช้ 1.5% non-
nutrient agar ที่มี heat-inactivated Escherichia coli ในลักษณะของ suspension อยู่ด้านบน โดยทําการ
เพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 25-30 องศาสเซลเซยีส ผลการเพาะเลี้ยงพบว่ามี free-living organisms ปรากฎจํานวนมาก 
อย่างไรก็ตามตัวอย่างที่มี Acanthamoeba สามารถสังเกตระยะ trophozoite ได้ภายใน 2-5 วันแรกที่ทําการ
เพาะเชื้อ ส่วนระยะ cyst ที่มีลักษณะเฉพาะสําหรับ Acanthamoeba สามารถสังเกตได้ต้ังแต่วันที่ 3 เป็นต้นไป 
จากผลการเพาะเลี้ยงดังกล่าวพบว่าตัวอย่างที่ตรวจพบ Acanthamoeba มีจํานวน 577 ตัวอย่าง คิดเป็นอัตราการ
ตรวจพบโดยรวมทั้งหมดร้อยละ 14.43 โดยแหล่งน้ําในภาคเหนือตรวจพบ 113 ตัวอย่างจาก 800 ตัวอย่าง ภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือพบ 136 ตัวอย่าง ภาคกลางตรวจพบ 102 ตัวอย่าง ภาคตะวันออกตรวจพบ 130 ตัวอย่าง 
ส่วนภาคใต้ตรวจพบ 96 ตัวอย่างจาก 800 ตัวอย่าง สําหรับอัตราการตรวจพบ Acanthamoeba จากตัวอย่างน้ํา
ในแต่ละจังหวัดแสดงในตารางที่ 2 จากการสํารวจพบว่าตัวอย่างน้ําที่มีเชื้อ Acanthamoeba จากการตรวจโดย
เพาะเชื้อมีอัตราการตรวจพบตั้งแต่ร้อยละ 11.25 ถึงร้อยละ 17.75 เฉลี่ยอัตราการตรวจพบจากแหล่งน้ําทุกแห่งที่
สํารวจพบประมาณร้อยละ 14.43 ทั้งนี้เมื่อเปรียบเทียบอัตราการตรวจพบ Acanthamoeba ระหว่างจังหวัดใน
ภาคเดียวกันพบว่าจังหวัดเดียวกันในภาคเหนือคือจังหวัดอุตรดิตถ์มีอัตราการตรวจพบมากกว่าจังหวัดลําพูนอย่างมี
นัยสําคัญ (p=0.019) ในขณะที่จังหวัดเดียวกันในภาคอื่น ๆ มีอัตราการตรวพบเชื้อไม่แตกต่างกัน (p=0.39 – 
p=0.57) อย่างไรก็ตามอัตราการตรวจพบเมื่อพิจารณาเป็นภาคพบว่าภาคเหนือมีอัตราการตรวจพบไม่ต่างจากภาค
อื่น ๆ (p=0.11 – p=0.42) สําหรับภาคตะวันออกเฉียงเหนือมีอัตราการตรวจพบมากกว่าภาคกลางและมากกว่า
ภาคใต้อย่างมีนัยสําคัญ (p=0.017 และ p=0.0045 ตามลําดับ) ส่วนภาคกลางมีอัตราการตรวจพบน้อยกว่าภาค
ตะวันออกอย่างมีนัยสําคัญ (p=0.047) นอกจากนี้ยังพบว่าภาคตะวันออกตรวจพบมากกว่าภาคใต้อย่างมีนัยสําคัญ 
(p=0.047) ดังนั้นจะเห็นว่าอัตราการตรวจพบ Acanthamoeba ในแหล่งน้ําต่าง ๆ มีอัตราใกล้เคียงกันแต่ในบาง
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พื้นที่อาจมีอัตราการตรวจแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญ ทัง้นี้อาจขึ้นกับปัจจัยต่าง ๆ ทางกายภาพ ลักษณะของแหลง่
น้ํา ตลอดจนความแตกต่างทางภูมิศาสตร์ ซึง่ต้องมีการศึกษาต่อไป 

 

 
รูปที่ 3 แผนทีแ่สดงจังหวัดที่เก็บตัวอย่างน้ํา 
 
ตารางที ่1  รายละเอียดสถานที่เก็บตัวอย่างน้ําและคุณภาพของน้ําในแต่ละจังหวัด  

จังหวัด แหล่งน้าํ pH อุณหภูมิ (°C) จํานวนตัวอยา่ง 

ปราจีนบุรี อ่างเก็บนํ้าค่ายจักรพงษ์ 7.0 31.0 100 
 หนองบัว 7.5 32.5 100 
 แม่น้ําปราจีนบุรี 7.5 29.0 100 
 สวนสาธารณะปราจีนวนารมย์ 7.0 33.0 100 
ระยอง สวนสาธารณะศรีเมือง 7.0 29.0 100 
 บึงจํารุง 6.5 28.5 100 
 อ่างเก็บนํ้าดอกกราย 7.0 29.0 100 
 สวนรุกขชาติหนองสนม 7.0 29.0 100 
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จังหวัด แหล่งน้าํ pH อุณหภูมิ (°C) จํานวนตัวอยา่ง 

ชัยภูมิ แม่น้ําชี 7.5 30.0 100 
 บึงละหาน 7.5 30.0 100 
 สวนสาธารณะหนองปลาเฒ่า 7.5 30.0 100 
 ห้วยลําปะทาว 8.0 33.5 100 
สกลนคร สวนสมเด็จพระศรีนครินทร์ สกลนคร 7.5 34.5 100 
 อ่างสกลนคร 7.5 33.0 100 
 สวนสาธารณะริมน้ําพุง 7.0 34.0 100 
 หนองหาน 7.5 30.0 100 
ลําพูน แม่น้ําลี ้ 8.0 29.0 100 
 สวนสาธารณะเทศบาลเมืองลําพูน 7.5 31.0 100 
 สวนสาธารณะกู่ช้าง 8.0 29.0 100 
 สวนสาธารณะ เจ้าหญิงแขกแก้ว 8.0 28.0 100 
อุตรดิตถ์ สวนสาธารณะริมน้ําน่าน 7.0 30.0 100 
 สวนสาธารณะหนองพระแล 7.5 35.0 100 
 สวนสาธารณะเฉลิมพระเกียรติฯ 7.0 31.0 100 
 สวนสาธารณะบึงทับกระดาน 7.0 31.0 100 
สุพรรณบุร ี สวนเฉลิมภัทรราชินี 7.0 33.0 100 
 สวนสาธารณะจังหวัดสุพรรณบุรี 6.5 32.0 100 
 บึงฉวากเฉลิมพระเกียรติ 7.0 31.0 100 
 บึงระหาร 7.5 32.0 100 
สระบุรี แม่น้ําป่าสัก 7.0 29.0 100 
 สวนมิ่งมงคล 7.5 30.0 100 
 สวนพฤกษศาสตร์ภาคกลาง (พุแค) 7.0 29.0 100 
 คลองบึงไม้ 7.0 29.0 100 
ระนอง แม่น้ํากระบุร ี 7.5 28.0 100 
 สวนสาธารณะเฉลิมพระเกียรติ ร. 9 7.0 29.0 100 
 สวนสาธารณะ เทศบาลตําบลกะเปอร์ 6.5 28.5 100 
 สวนรุกขชาติรักษะวาริน 6.0 27.0 100 
พัทลุง ทะเลน้อย 8.5 30.0 100 
 สวนสาธารณะคูหาสวรรค ์ 7.5 31.0 100 
 สวนสาธารณะสวนกาญจนาภิเษก 6.5 31.0 100 
 สวนสาธารณะ"สาครินทร์"บ้านพี 7.5 32.5 100 
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ตารางที่ 2 อัตราการตรวจพบ Acanthamoeba จากแหล่งน้ําในจังหวัดต่าง ๆ  

ภาค จังหวัด จํานวนตัวอยา่งที่
ตรวจสอบ 

จํานวนตัวอยา่งที่
ตรวจพบ 

Acanthamoeba 
% positive 

เหนือ ลําพูน 400 45 11.25 
 อุตรดิตถ์ 400 68 17.00 
 รวม 800 113 14.13 
ตะวันออกเฉียงเหนือ ชัยภูมิ 400 71 17.75 
 สกลนคร 400 65 16.25 
 รวม 800 136 17.00 
กลาง สุพรรณบุร ี 400 55 13.75 
 สระบุรี 400 47 11.75 
 รวม 800 102 12.75 
ตะวันออก ปราจีนบุรี 400 69 17.25 
 ระยอง 400 61 15.25 
 รวม 800 130 16.25 
ใต้ ระนอง 400 45 11.25 
 พัทลุง 400 51 12.75 
 รวม 800 96 12.00 
รวมทั้งสิ้น  4,000 577 14.43 
 

4.2 Morphological group ของ Acanthamoeba 
เมื่อพิจารณาลักษณะของ Acanthamoeba โดยจําแนกตามลักษณะของ cyst โดยอาศัยข้อกําหนดที่

เสนอโดย Pussard and Pons ในปี ค.ศ. 1977 พบว่าตัวอย่างส่วนใหญ่พบ cyst มีเส้นผ่าศูนย์กลางน้อยกว่า 18 
ไมโครเมตร สว่นของ ectocyst และ endocyst มีส่วนทีอ่ยู่ชิดและห่างกันทําให้ผนัง cyst มีลักษณะหนาบางไม่
เท่ากัน รวมทั้งบางตัวอย่างพบ cyst มีลักษณะกลม สามเหลี่ยมหรืออาจมีลักษณะหลายเหลี่ยมซึ่งลักษณะดังกล่าว
เข้าได้กับ cyst ในกลุม่ที่ 2 ซึง่พบในตัวอย่างทั้งหมด 389 ตัวอย่างคิดเป็นร้อยละ 67.42 ของตัวอย่างทั้งหมด 
สําหรับตัวอย่างจํานวน 20 ตัวอย่างหรือร้อยละ 3.47 ของตัวอย่างที่ตรวจพบเชื้อ พบว่า cyst มีขนาด
เส้นผ่าศูนย์กลางมากกว่า 18 ไมโครเมตร ผนัง ectocyst และ endocyst มีขนาดต่างกันมากและมักพบ 
trophozoite ขนาดใหญซ่ึ่งเป็นลักษณะของ cyst ในกลุ่มที่ 1 ส่วน cyst ในกลุม่ที่ 3 ซึง่มีขนาดเล็กกว่า 18 
ไมโครเมตร ผนังช้ัยยอกบางและผนังช้ันในมีมุมเล็ก ๆ ประมาณ 3-5 มุม พบในตัวอย่างทั้งหมด 41 ตัวอย่างหรือ
ร้อยละ 7.11 ขอตัวอย่างที่ตรวจพบเชื้อ อย่างไรก็ตามพบว่ามีตัวอย่าง 127 ตัวอย่างหรือร้อยละ 22.01 มี cyst 
หลายขนาดและลักษณะของ cyst สามารถจําแนกได้มากกว่า 2 กลุ่มแสดงว่ามีเช้ือ Acanthamoeba มากกว่า 1 
morphological group ปะปนกันอยู่ (ตารางที่ 3) สําหรบัตัวอย่างลักษณะ cyst ใน morphological group II 
ของ Acanthamoeba ซึ่งพบมากที่สุดจากตัวอย่างในแหล่งน้ําที่ศึกษาแสดงในรูปที่ 4 
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ตารางที่ 3 การกระจายของ Acanthamoeba จําแนกตามลักษณะของระยะ cyst ในจังหวัดต่าง ๆ* 

จังหวัด No. isolates Group I 
(%) 

Group II 
(%) 

Group III 
(%) 

Mixed group 
(%) 

ลําพูน 45 0 (0) 34 (75.56) 5 (11.11) 6 (13.33) 
อุตรดิตถ์ 68 4 (5.88) 43 (63.24) 2 (2.94) 19 (27.94) 
     รวม 113 4 (3.54) 77 (68.14) 7 (6.19) 25 (22.12) 
ชัยภูมิ 71 3 (4.23) 45 (63.38) 4 (5.63) 19 (26.76) 
สกลนคร 65 4 (6.15) 39 (60.00) 3 (4.62) 19 (29.23) 
     รวม 136 7 (5.15) 84 (61.76) 7 (5.15) 38 (27.94) 
สุพรรณบุร ี 55 2 (3.64) 37 (67.27) 2 (3.64) 14 (25.45) 
สระบุรี 47 3 (6.38) 33 (70.21) 6 (12.77) 5 (10.64) 
     รวม 102 5 (4.90) 70 (68.63) 8 (7.84) 19 (18.63) 
ปราจีนบุรี 69 2 (2.90) 46 (66.67) 5 (7.25) 16 (23.19) 
ระยอง 61 0 (0) 41 (67.21) 6 (9.84) 14 (22.95) 
     รวม 130 2 (1.54) 87 (66.92) 11 (8.46) 30 (23.08) 
ระนอง 45 1 (2.22) 33 (73.33) 0 (0) 14 (31.11) 
พัทลุง 51 1 (1.96) 38 (74.51) 8 (15.69) 4 (7.84) 
     รวม 96 2 (2.08) 71 (73.96) 8 (8.33) 15 (15.63) 
รวมทั้งสิ้น 577 20 (3.47) 389 (67.42) 41 (7.11) 127 (22.01) 
* Pussard and Pons’ morphological group criteria (Pussard and Pond 1977) 
 
 

 
 
รูปที่ 4 ตัวอย่างลักษณะ cyst ใน morphological group II ของ Acanthamoeba จากแหล่งน้ําในจังหวัด
สระบุรี  
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4.3 การวิเคราะห์ genotype ของ Acanthamoeba 
เนื่องจากตัวอย่างที่ให้ตรวจพบ Acanthamoeba มีจํานวนมาก ดังนั้นตัวอย่างที่มีลักษณะของ 

morphological group ต่างกันมากกว่า 1 กลุ่มจึงไม่ใช้ในการศึกษาต่อ อย่างไรก็ตามจํานวนตัวอย่างที่ใช้ในการ
วิเคราะห์ DNA จึงคัดเลือกจาก 450 ตัวอย่างที่มี morphological group เดียวในแต่ละตัวอย่าง ทั้งนี้ตัวอย่างที่มี 
morphological group เดียวกันอาจมีหลาย genotype ปะปนกัน ทั้งนี้จากการวิเคราะห์ DNA ของตัวอย่างที่มี 
morphological group เดียวโดยใช้ PCR primers ที่เพิ่มปริมาณ DNA ใน diagnostic fragment 3 (DF3 
region) ซึ่งเป็นส่วนที่มีความแตกต่างของลําดับนิวคลีโอไทด์รวมทั้งจํานวนนิวคลีโอไทด์ ดังนั้นตัวอย่างที่มีผลผลิต 
PCR มากกว่า 1 แถบซึ่งแสดงถึงการปะปนของ Acanthamoeba ที่มี genotype ต่างกัน โดยพบว่ามีตัวอย่าง
จํานวน 201 ตัวอย่างหรือร้อยละ 44.67 ให้ผลผลิต PCR มากกว่า 1 แถบแสดงว่าตัวอย่างเหล่านี้มี genotype ที่
แตกต่างกันปะปนกันอยู่ อย่างไรก็ตามเมื่อทําการหาลําดับนิวคลีโอไทด์ในส่วน DF3 ของ 249 ตัวอย่างที่ให้ผลผลิต 
PCR เพียงแถบเดียวพบว่ามี 35 ตัวอย่างที่มีลักษณะ electropherogram ที่มี signal บางตําแหน่งทับซ้อนกัน
แสดงว่าตัวอย่างเหล่านี้ยังคงมี genotype มากกว่า 1 รูปแบบปะปนในตัวอย่างเดียวกัน  

ตัวอย่างจํานวน 214 ตัวอย่างที่มี genotype เดียวจากข้อมูลลําดับนิวคลโีอไทด์ในส่วน DF3 เมื่อทําการ
วิเคราะห์โดยใช้ genotype มาตรฐานที่มีในฐานข้อมูล GenBank database ในการเปรียบเทียบพบว่าตัวอย่าง
เหล่านี้ประกอบด้วย 74 haplotypes ในเบื้องต้นก่อนที่จะจําแนก genotypes ช่ือ haplotype จะเรียก
ตามลําดับตัวเลขโรมัน โดย haplotype #I ถึง haplotype #LII พบเพียงตัวอย่างเดียว haplotype #LIII ถึง 
haplotype #LVIII พบอย่างละ 2 ตัวอย่าง ส่วน haplotype #LIX ถึง haplotype #LXII พบอย่างละ 3 ตัวอย่าง 
haplotype #LXIII และ haplotype #LXIV พบอย่างละ 4 ตัวอย่าง สําหรับ haplotype #LXV พบ 5 ตัวอย่าง 
haplotype #LXVI และ haplotype #LXVII พบอย่างละ 6 ตัวอย่าง haplotype #LXVIII พบ 11 ตัวอย่าง 
haplotype #LXIX และ haplotype #LXX พบอย่างละ 12 ตัวอย่าง ส่วน haplotype #LXXI, haplotype 
#LXXII, haplotype #LXXIII และ haplotype #LXXIV พบจากตัวอย่างที่วิเคราะห์ 16, 18, 19 และ 25 ตัวอย่าง
ตามลําดับ (รูปที่ 5) 

 
 

 
รูปที่ 5 จํานวน genotypes ของ Acanthamoeba ที่พบจากแหล่งน้ําที่สํารวจ 214 ตัวอย่าง 
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ในการจําแนก genotype โดยวิธีการสร้าง phylogenetic tree ได้ทําการหาลําดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 
nuclear small subunit ribosomal RNA ครอบคลุมความยาวประมาณ 2 kb ถึง 2.2 kb ซึ่งมีความผันแปร
ระหว่างตัวอย่างเพื่อให้การเปรียบเทียบกับสายพันธ์ุมาตรฐานหรือสายพันธ์ุที่มีรายงานก่อนหน้านี้ที่มีในฐานข้อมลู
สากลมีความถกูต้องมากขึ้น เนื่องจากข้อมูลลําดับนิวคลีโอไทด์ในส่วน DF3 อาจมีข้อจํากัดในการจําแนกสําหรับ
บาง genotype ตัวอย่างแสดงการวิเคราะห์ genotype โดยอาศัยข้อมูลลําดับนิวคลีโอไทด์ดังกล่าว 

ทั้งนี้จากการวิเคราะห์โดยใช้วีธี neighbor-joining และใช ้Kimura 2 parameter model พบว่าตัวอย่าง
ทั้ง 74 haplotypes สามารถจําแนกเป็น genotype ที่ต่างกัน 16 genotypes ได้แก่ genotype T2/6b จํานวน 
4 ตัวอย่าง genotype T3 จํานวน 32 ตัวอย่าง genotype T4B จํานวน 41 ตัวอย่าง genotype T4C จํานวน 32 
ตัวอย่าง genotype T4D จํานวน 5 ตัวอย่าง genotype T4F จํานวน 59 ตัวอย่าง genotype T4G จํานวน 6 
ตัวอย่าง genotype T4Neff จํานวน 3 ตัวอย่าง genotype T5 จํานวน 3 ตัวอย่าง genotype T11 จํานวน 19 
ตัวอย่าง genotype T12 จํานวน 4 ตัวอย่าง genotypes T13, T17 และ T18 อย่างละ 1 ตัวอย่าง genotype 
T20 พบ 2 ตัวอย่างและพบว่ามี 1 ตัวอย่างที่ไม่สามารถจดัในกลุ่ม genotype ใด ๆ ที่ทราบมาก่อน ดังนั้น 
genotype นี้จึงเป็น genotype ใหม่ในที่นี้เรียกว่า genotype T Novel#1 (รูปที่ 6 และรูปที่ 7) 

 

   
 
รูปที่ 6 การกระจายของ genotype ของ Acanthamoeba วิเคราะห์จากยีน SSU rRNA จากตัวอย่างน้ํา 214 
ตัวอย่าง 
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รูปที่ 7  Phylogenetic tree จากลําดับนิวคลีโอไทด์ในยีน SSU rRNA แสดง genotype ใหม่ (Novel#1) 

 
4.4 การเตรียมตัวอย่างสําหรับวิเคราะห ์mitochondrial DNA โดยวิธี cloning  

เนื่องจากการหาลําดับนิวคลีโอไทด์ใน mitochondrial genome ต้องใช้ตัวอย่างที่มาเซลล์เพียงเซลล์เดียว
เพื่อไม่ให้เกิดปัญหาของการปะปนของ genome จาก Acanthamoeba ต่างสายพันธ์ุกัน ดังนั้นจึงได้ทําการ 
clone ตัวอย่าง Acanthamoeba ที่ม ีgenotype ตามท่ีคัดเลือกไว้ โดยใช้ pipette ขนาด 10 ไมโครเมตแยก 
cyst ของ Acanthamoeba เพียง cyst เดียวที่อยู่บนอาหารเลี้ยงเชื้อภายใต้กล้องจุลทรรศน์ Olympus IX71 
กําลังขยายวัตถุ 200 เท่า แลว้นําไปเพาะเลี้ยงใหม่จนเชื้อเพิ่มปริมาณชัดเจน แล้วทําการแยก cyst เดียวโดยวิธีการ
เดียวกันทําซ้ํา 3 ครั้งสําหรับแต่ละตัวอย่าง ซึ่งในปีแรกได้ทาํการ clone จากตัวอย่าง Acanthamoeba ทั้งหมด 
20 ตัวอย่าง ได้แก่ genotypes T2/6b, T3, T4B, T4C, T4D, T4F, T4G, T5, T11, T12, T13, T17, T18, T20, 
และ T New#1 ซึ่งเป็นตัวอย่างจากแหล่งน้ําในธรรมชาติที่เก็บรวบรวมจากการศึกษานี้และ genotype T4 จํานวน 
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5 ตัวอย่างจากผู้ป่วยกระจกตาอักเสบที่เก็บรวบรวมมาก่อน ทั้งนี้ได้ทําการเตรียม DNA ของตัวอย่างที่ได้จากการ 
clone ทุกตัวอย่างเพื่อใช้เป็น DNA template สําหรับ long PCR ในขั้นต่อไป 
4.4 การเพิ่มปริมาณ mitochondrial DNA 

เนื่องจาก genome ของไมโตคอนเดรียของ Acanthamoeba มีขนาดใหญม่าก โดยในปัจจุบันข้อมูล
ลําดับนิวคลีโอไทด์ใน genome ดังกล่าวมีการวิเคราะห์จาก 4 สายพันธ์ุได้แก่ (1) Acanthamoeba castellanii 
สายพันธ์ุ Neff (GenBank accession no. NC001637) ประกอบด้วย 41,591 bp (Burger et al. 1995) (2) 
Acanthamoeba castellanii สายพันธ์ุ TN  (GenBank accession no. KX580904) ประกอบด้วย 41,588 bp 
(Greninger, Jerome and Dixon 4-OCT-2016) (3) Acanthamoeba castellanii สายพันธ์ุ BCPEM3VF211 
(GenBank accession no. KT185628) ประกอบด้วย 39,205 bp. (Fucikova and Lahr, 2016) และ 
Acanthamoeba polyphaga สายพันธ์ุ LincAp1 (GenBank accession no. KP05447) ประกอบด้วย 39,215 
bp. (Karlyshev 02-OCT-2015) ดังนั้นในการหาลําดับนิวคลีโอไทด์ครอบคลุมทั้งหมดใน genome ของไมโตคอน
เดรียจําเป็นต้องทําการเพิ่มปริมาณ DNA โดยวิธี long PCR amplification โดยมีส่วนของ overlapping 
fragment เพื่อให้สามารถเชือ่มลําดับนิวคลีโอไทด์ได้อย่างต่อเนื่องอย่างถูกต้อง  

สําหรับในการศึกษานี้ได้เพิ่มปริมาณ DNA โดย long PCR amplification โดยแบ่งส่วนของ genome 
ของไมโตคอนเดรียของ Acanthamoeba เป็น 6 ส่วน โดย fragment แรก (F1 fragment) ครอบคลุมต้ังแต่ยีน 
rnl หรือ large subunit ribosomal RNA (23S-like rRNA) จนถึงส่วนของยีน rns หรือ small subunit 
ribosomal RNA (16S-like rRNA) gene โดยใช้ primer F1 (5’-GTAAATTCCAGCAGAGAAATCTCTAA-3’) 
และ primer R1 (5’-CTATACCACTTCTAATCAAACCAATTC-3’) อยู่ในส่วนของยีน rns ซึ่งครอบคลุมประมาณ 
7.1-7.2 kb สําหรับ fragment ที่ 2 (F2 fragment) ครอบคลุมต้ังแต่ยีน small subunit ribosomal RNA จนถึง
ส่วนของยีน NAD11 หรือ NADH dehydrogenase subunit 11 gene โดยใช้ primer F2 (5’-
AAGTCGAGAGTATGAAGTAGGAATCG-3’) และ primer R2 (5’-CACATACGACAATTACCTGCAATAG-3’) ซึ่ง
ครอบคลุมประมาณ 7.3 kb ส่วน fragment ที่ 3 (F3 fragment) ครอบคลุมต้ังแต่ยีน NAD5 หรือ NADH 
dehydrogenase subunit 5 gene จนถึงส่วนของยีน trnL2 หรือ transfer RNA-Leucine  gene โดยใช้ 
primer F3 (5’-ATGAACAAGATATGCGTAAAATGGGTG-3’) และ primer R3 (5’-
GGTTTTAAGCCCATCGCGTCTAC-3’) อยู่ในส่วนของยีน rpl11 หรือ ribosomal protein L11 gene ซึ่ง
ครอบคลุมประมาณ 7 kb ส่วน fragment ที่ 4 (F4 fragment) ครอบคลุมต้ังแต่ยีน  trnW หรือ transfer RNA 
Tryptophan จนถึงส่วนของยีน rpl11 หรือ ribosomal protein L11 gene โดยใช้ primer F4 (5’-
AGGTAAAGTGACAATTTGTGAAG-3’) และ primer R4 (5’-AACCATATTGTATGGTATTTAGG-3’) อยู่ในส่วน
ของยีน rpl11 หรือ ribosomal protein L11 gene ซึ่งครอบคลุมประมาณ 7 kb ส่วน fragment ที่ 5 (F5 
fragment) ครอบคลุมต้ังแต่ยีน  trnW หรือ transfer RNA Tryptophan จนถึงส่วนของยีน rnl โดยใช้ primer 
F5 (5’-GTTATCCTCCAAAGTTAAAGATAAAGG-3’) และ primer R5 (5’-ATCTTATACAACTAACAAATACTG-
3’) อยู่ในส่วนของยีน rpl11 หรือ ribosomal protein L11 gene ซึ่งครอบคลุมประมาณ 7 kb ส่วน fragment 
ที่ 6 (F6 fragment) ครอบคลุมต้ังแต่ยีน  trnW หรือ transfer RNA Tryptophan จนถึงส่วนของยนี rnl โดยใช้ 
primer F6 (5’-GAGGTAAAGGCAGTCCAGCAG-3’) และ primer R6 (5’-TGTTTTCACTCACCATTACTAAC-3’) 
อยู่ในส่วนของยีน rnl ซึ่งครอบคลุมประมาณ 7 kb สําหรับตัวอย่างผลผลิต PCR สําหรับแต่ละ fragment ทั้งหมด
แสดงในรูปที่ 8  
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รูปที่ 8 แสดงตําแหน่งของ PCR primers สําหรับ 6 fragments จาก mitochondrial genome ของ 
Acanthamoeba  

 
เป็นที่น่าสังเกตว่าในแต่ละ fragment พบความผันแปรในความยาวขึ้นกับตัวอย่างที่ต่างกัน เช่น F1 

fragment มีความยาวแตกต่างกันอย่างน้อย 5 แบบซึ่งมคีวามยาวต้ังแต่ 5 kb ถึง 9 kb ส่วน F3 fragment มี
ความยาวต้ังแต่ 5 kb ถึง 7.5 kb และ F4 fragment มีความยาวต้ังแต่ 5.5 kb ถึง 7 kb ดังแสดงในรปูที่ 7 ทั้งนี้ได้
ทําการเพิ่มปริมาณ DNA จากตัวอย่าง ที่ทําการคัดเลือก genotype ละ 1 ตัวอย่าง ได้แก่ genotypes T2/6b, T3, 
T4B, T4C, T4D, T4F, T4G, T5, T11, T12, T13, T17, T18, T20 และ T New#1 รวม 15 ตัวอย่างที่มาจาก
แหล่งน้ําในธรรมชาติและ  genotype T4 จากผู้ป่วยที่เพาะเลี้ยงในห้องทดลองจํานวน 5 ตัวอย่าง ดังนั้นจํานวน
ตัวอย่างที่จะใช้วิเคราะห์ complete mitochondrial genome มีทั้งสิน้ประมาณ 20 ตัวอย่าง  
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รูปที่ 9 ตัวอย่างผลผลิต PCR จากการเพิ่มปริมาณ DNA จาก 6 fragments ใน mitochondrial genome ของ 
Acanthamoeba  

 
ตัวอย่างเหล่านี้ได้ทําการตรวจสอบคุณลักษณะของ thermotolerance ซึ่งมีความสมัพันธ์กับ

ความสามารถในการก่อโรคระดับหนึ่ง การทดสอบดังกล่าวทําโดยการเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อในลักษณะ
เดียวกัน แต่ในภาวะอุณหภูมิต่างกัน คือ ที่อุณหภูมิห้อง (25-30°C) 37°C และ 42°C สําหรับข้อมูลขนาด PCR 
fragment ทั้ง 6 fragments และข้อมูล thermotolerance ของแต่ละตัวอย่างแสดงในตารางที่ 4 และ 5 
ตามลําดับ โดยพบว่าตัวอย่างจากผู้ป่วยโรคกระจกตาอักเสบทั้ง 5 รายและต้วอย่างจากเหล่งน้ําที่ ที genotypes 
T4B, T4C, T4D และ T4G สามารถเจริญไดดี้ที่อุณหภูมิ 37°C และ 42°C ในขณะที่ genotypes T2/6b, T3, T5, 
T11, T12, T13, T17, T18, T20 และ T New#1 ไม่สามารเจิญได้ที่อุณหภูมิ 37°C และ 42°C อย่างไรก็ามแม้ว่า 
genotype T4F สามารถเจรญิได้ที่อุณหภูม ิ37°C แต่การเจริญเกิดได้ช้ามากและไมส่ามารถเจริญที่อุณหภูมิ 42°C 
เลย 
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ตารางที่ 4 ความสามารถในการเจริญในอณุหภูมิต่าง ๆ ของ Acanthamoeba ที่ใช้วิเคราะห์ลําดับนิวคลีโอไทด์
ของ mitochondrial genome 
Genotype  25-30°C 37°C 42°C 
T2/6b +++ 0 0 
T3 +++ 0 0 
T4B +++ +++ ++ 
T4C +++ +++ ++ 
T4D +++ +++ + 
T4F +++ + 0 
T4G +++ ++ + 
T5 +++ 0 0 
T11 +++ 0 0 
T12 +++ 0 0 
T13 +++ 0 0 
T17 +++ 0 0 
T18 +++ 0 0 
T20 +++ 0 0 
T New#1 +++ 0 0 
T4 (clinical isolate #1) +++ +++ ++ 
T4 (clinical isolate #2) +++ +++ +++ 
T4 (clinical isolate #3) +++ +++ +++ 
T4 (clinical isolate #4) +++ +++ ++ 
T4 (clinical isolate #5) +++ +++ +++ 
หมายเหตุ +++ หมายถึงเจริญได้ดีพบเชื้อภายใน 24 ช่ัวโมง 
             ++  หมายถึงเจรญิได้ดีพบเชื้อภายใน 48 ช่ัวโมง 
             +    หมายถึงเจรญิได้แต่พบเชื้อได้น้อยหลังจาก 48 ช่ัวโมง 
             0    หมายถึงไม่พบเช้ือภายหลังการสังเกตติดต่อกัน 5 วัน 
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ตารางที่ 5 ความยาวของผลผลิต PCR จําแนกตาม fragment ต่าง ๆ ในตัวอย่าง Acanthamoeba ที่ใช้วิเคราะห์
ลําดับนิวคลีโอไทด์ของ mitochondrial genome 
 

PCR Fragments (kb) 
Genotype 

F1 F2 F3 F4 F5 F6 
T2/6b 4.3  8.0  9.4  7.0  4.5 4.5 
T3 4.5  8.0 9.4  6.9  4.5 4.4 
T4B 6.4  8.5  9.1  6.4  4.4  4.4  
T4C 6.2  8.2 9.4  6.5  4.4 4.4 
T4D 9.4  8.1 9.4  6.5  4.4 4.4 
T4F 6.2  8.3 9.3  6.3  4.4 4.4 
T4G 4.3  8.1 9.3  6.5  4.5 4.4 
T5 6.1  8.3 9.2  6.8  4.6 4.6 
T11 5.8  8.4 6  7.1  4.6 4.7 
T12 4.7  8.3 9.0  7.2  4.5 4.4 
T13 5.9  8.0 9.2  6.9  4.5 4.4 
T17 7  8.1 9.3  7.0  4.5 4.8 
T18 7.5  8.2 9.2  7.2  4.5 4.3 
T20 5.8  8.3 9.1  6.7  4.7 4.6 
T New#1 7.9  8.2 9.0  6.9  4.5 4.5 
T4#1 6.5  8.4 9.3  6.6  4.4 4.4 
T4#2 6.3  8.1 9.3  6.5  4.4 4.5 
T4#3 6.4  8.3 9.4  6.5  4.4 4.4 
T4#4 6.4  8.2 9.4  6.4  4.4 4.4 
T4#5 6.4  8.0 9.3  6.6  4.4 4.4 
หมายเหตุ: T4#1 ถึง T4#5 คือตัวอย่าง genotype T4 จากผู้ป่วยกระจกตาอักเสบรายที่ 1 ถึงรายที่ 5 ตามลําดับ 
 
 

4.5 การหาลําดับนิวคลีโอไทด์ในยีน cytochrome b 
ได้ทําการหาลําดับนิวคลีโอไทด์ที่ครอบคลมุ F4 fragment ซึ่งครอบคลมุความยาว 6.3-7.4 kb ทั้งหมด 

20 ตัวอย่างดังกล่าวข้างต้น ซึ่งใน fragment ดังกล่าวมียีน cytochrome b เป็นองค์ประกอบภายใน เนื่องจากยีน
ดังกล่าวอาจมีศักยภาพในการจําแนก genotype ของ Acanthamoeba ดังนั้นเพื่อเป็นการวิเคราะห์ความเป็นไป
ได้ดังกล่าวจึงทําการวิเคราะห์ตัวอย่างเพิ่มอีก 45 ตัวอย่างเฉพาะในส่วนยีน cytochrome b สําหรับลําดับนิวคลีโอ
ไทด์ในยีน cytochrome b ดังกล่าวครอบคลุมความยาว 1155 bp ดังแสดงในรูปที่ 10 
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รูปที่ 10 ลําดับนิวคลีโอไทด์ของยีน cytochrome b ใน mitochondrial gehome ของ Acanthamoeba จาก
ตัวอย่างจากแหล่งน้ําในประเทศไทย (จุดหมายถึงนิวคลีโอไทด์ที่เหมือนกับสายพันธ์ุ T4B-ACGCC56-AcF082) 
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สําหรับการวิเคราะห์ phylogenetic tree โดยวิธี neighbor-joining ใช้ Kimura 2 parameter จากยีน 
cytochrome b พบว่าการจัดกลุ่ม genotype มีความสอดคล้องกับการจัดกลุ่มโดยใช้ลําดับนิวคลีโอไทด์ในยีน 
nuclear small subunit ribosomal RNA ที่ได้วิเคราะห์ในตอนต้น โดยการแยกกลุ่มดังกล่าวมีค่า bootstrap ที่
มีค่าสูง ตัวอย่างของ phylogentic tree ดังกล่าวแสดงในรูปที่ 11  
 

 
รูปที่ 11 Phylogenetic tree จากข้อมูลลาํดับนิวคลีโอไทด์ในยีน cytochrome b ของ mitochondrial 
genome ของ Acanthamoeba (ตัวเลขกํากับแขนงของ tree คือค่าร้อยละของ bootstrap)  
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 ในการเปรียบเทียบขอบเขตความหลากหลายของนิวคลีโอไทด์ในยีน cytochrome b ของแต่ละ 
genotype พบว่า genotype T4G มีค่า nucleotide diversity มากทีสุ่ด รองลงมาคือ genotype T4C ส่วน 
genotype T4Neff และ genotype T11 ไม่พบความแตกต่างของลําดับนิวคลีโอไทด์ในตัวอย่างที่ใช้วิเคราะห์
แม้ว่า genotype T11 มีจํานวนตัวอย่างที่ใช้วิเคราะห์มากกว่า genotype T4G ทั้งนี้ความหลากหลายของนิวคลี
โอไทด์ส่วนใหญ่เกิดจากการแทนที่ของนิวคลีโอไทด์ในตําแหน่งที่ไม่ทําให้กรดอะมิโนเปลี่ยนแปลง ดังนั้นค่า 
synonymous nucleotide diversity มีค่ามากกว่า nonsynonymous nucleotide diversity มากอย่างชัดเจน 
เช่น ใน genotype T4B และ genotype T4F ค่า synonymous nucleotide diversity มีค่ามากกว่า 
nonsynonymous nucleotide diversity 8.9 และ 34 เท่าตามลําดับ ยกเว้นตัวอย่างใน genotype T4C ซึ่งคา่
ดังกล่าวมีความแตกต่างกันไม่มาก (ตารางที่ 6) นอกจากนี้ในการตรวจสอบร่องรอยของกระบวนการแลกเปลี่ยน
พันธุกรรมภายใน genotype พบว่า genotypes T3, T4C และ T4F มกีารแลกเปลี่ยนทางพันธุกรรมเกิดขึ้น แต่ไม่
พบใน genotypes T4B, T4G และ T2/6B เมื่อทําการวิเคราะห์โดยใช้ Tajima’s D statistics พบว่า genotypes 
T3, T4B, T4C และ T4F ไมม่ีความแตกต่างจากค่าศูนย์อย่างมีนัยสําคัญในขณะที่ genotype T4G มีค่าเป็นบวก
อย่างมีนัยสําคัญ โดยค่า Tajima’s D ที่มีนยัสําคัญพบเฉพาะในตําแหน่งที่มีการแทนทีข่องนิวคลีโอไทด์ที่ไม่ทําให้
กรดอะมิโนเปลี่ยนแปลง (ตารางที่ 6) เมื่อทาํการวิเคราะห์ nucleotide divergence (k) ระหว่าง genotypes 
และค่าเฉลี่ยการแทนที่ของนวิคลีโอไทด์ต่อตําแหน่งโดยเปรียบเทียบระหว่างประชากร (average number of 
nucleotide substitution per site between populations) หรือค่า Dxy พบว่าค่า nucleotide divergence 
มีค่าต้ังแต่ 0.1177 ถึง 0.2359 ส่วนค่า Dxy มีค่าต้ังแต่ 0.1089 ถึง 0.2024 ทั้งนี้ค่าแตกต่างดังกล่าวมีค่ามากกว่า
ค่า nucleotide diversity ภายในแต่ละ genotype อย่างชัดเจน แสดงว่าการแทนที่ของนิวคลีโอไทด์ในยีน 
cytochrome b ของ mitochondrial genome สามารถใช้จําแนก genotype ของ Acanthamoeba ได้ 
(ตารางที่ 7) 
 
ตารางที่ 6 molecular diversity indices ในยีน cytochrome b ของแต่ละ genotype ของ Acanthamoeba 

genotype π πS πN Rm Tajima’s D 

T4B 0.00168 0.00525 0.00059 0 -0.294 

T4C 0.03997 0.04689 0.03797 3 -0.839 

T4F 0.00357 0.01403 0.00041 2 0.013 

T4G 0.04246 0.19205 0.00545 0 1.896* 

T4Neff 0.00000 0.00000 0.00000 0 NA 

T3 0.00275 0.00650 0.00163 1 -0.649 

T11 0.00000 0.00000 0.00000 0 NA 

T2/6B 0.00231 0.01007 0.00000 0 NA 

π, nucleotide diversity; πS, synonymous nucleotide diversity; πN, nonsynonymous nucleotide 
diversity; Rm, minimum number of recombination events; * p < 0.05 
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ตารางที่ 7 ค่า nucleotide divergence (k) และค่าเฉลีย่การแทนที่ของนิวคลีโอไทด์ต่อตําแหน่งระหว่าง
ประชากร (Dxy) ระหว่างกลุ่ม genotypes ในยีน cytochrome b ของ Acanthamoeba 

Genotype T4B T4F T4C T4G T4Neff T3 T11 T2/6B 

T4B  0.1354 0.1636 0.1090 0.1089 0.1643 0.1642 0.1682 

T4F 0.1493  0.1275 0.1393 0.1306 0.1687 0.1626 0.1629 

T4C 0.1846 0.1397  0.1611 0.1542 0.1802 0.1917 0.2024 

T4G 0.1178 0.1541 0.1814  0.1176 0.1646 0.1713 0.1730 

T4Neff 0.1177 0.1435 0.1726 0.1279  0.1518 0.1584 0.1616 

T3 0.1855 0.1910 0.2060 0.1858 0.1696  0.1615 0.1798 

T11 0.1854 0.1833 0.2214 0.1944 0.1780 0.1819  0.1660 

T2/6B 0.1904 0.1837 0.2359 0.1967 0.1820 0.2056 0.1876  

หมายเหตุ: ค่า k อยู่ซ้ายล่างและค่า Dxy อยู่ขวาบน 
 

5. วิจารย์ผลการทดลอง 
การกระจายของ genotype ของ Acanthamoeba มีความแตกต่างในแต่ละภูมิภาคของโลก รวมทั้งมี

ความแตกต่างตามสภาวะแวดล้อมเนื่องจากโปรโตซัวใน genus นี้มีการเจริญเป็นอิสระและต้องการอาหารจากการ
กินแบคทีเรียทีม่ีในธรรมชาติ (Visvesvara and Stehr-Green 1990) ในปัจจุบันการจําแนก genotype ของ 
Acanthamoeba ยังมีความจําเป็นต้องอาศัยข้อมูลจากลําดับนิวคลีโอไทด์ในยีน nuclear small subunit 
ribosomal RNA ซึ่งมีการศกึษาพบว่าในส่วน diagnostic fragment 3 หรือ DF3 ซึ่งครอบคลุมประมาณ 200 bp 
สามารถใช้จําแนก genotype ได้ (Booton et al 2005) อย่างไรก็ตามวิธีดังกล่าวอาจไม่สามารถจําแนกบาง 
genotype ออกจากกันได้เนื่องจากบริเวณ DF3 มีความคล้ายคลึงระหว่างบาง genotype ทั้งนี้เนื่องจากความ
แตกต่างส่วนใหญ่เกิดขึ้นในสว่นอื่นของยีน (Nuprasert et al 2010) นอกจากนี้ยีน nuclear small subunit 
ribosomal RNA ส่วนที่ใช้จาํแนก genotype รวมทั้งบริเวณ DF3 ยังมีจํานวนนิวคลีโอไทด์ที่แตกต่างกันระหว่าง
สายพันธ์ุแม้จะอยู่ใน genotype เดียวกัน ดังนั้นจึงเป็นอุปสรรคในการจดัเรียงลําดับนิวคลีโอไทด์เปรียบเทียบ
ระหว่างสายพันธ์ุก่อนการสร้าง phylogenetic tree ในการจําแนก genotype  

จากการสํารวจแหล่งน้ําใน 10 จังหวัดของประเทศไทยที่อยู่ในภูมิภาคต่างกันพบว่าแหล่งน้ําในทุกจังหวัดที่
สํารวจสามารถตรวจพบ Acanthamoeba ได้ซึ่งสอดคล้องกับการสํารวจแหล่งน้ําในกรุงเทพมหานครก่อนหน้านี้ 
(Nuprasert et al., 2010) จากการสังเกตลักษณะ cyst ของ Acanthamoeba ที่เพาะเลี้ยงได้จากแหล่งน้ํา 577 
ตัวอย่าง พบว่า Acanthamoeba ทั้ง 3 morphological groups ตามการจําแนกของ Pussard และ Pons 
(Pussard and Pons 1977) พบได้ทั่วไปในประเทศไทย โดยส่วนใหญ่ราวร้อยละ 67.42 จัดอยู่ใน 
morphological group II รองลงมาคือ morphological group III พบราวร้อยละ 7.11 ส่วน morphological 
group I พบน้อยที่สุดคือร้อยละ 3.47 อย่างไรก็ตามตัวอย่างที่มีการตรวจพบ Acanthamoeba ที่มี cyst ลักษณะ
ที่เข้าได้กับ morphological group ที่ต่างกันปะปนในตัวอย่างเดียวกันพบได้มากถึงร้อยละ 22.01 แสดงว่า 
Acanthamoeba ต่าง morphological group สามารถเจริญได้ดีร่วมกันในบางแหลง่น้ําที่มีคุณสมบัติเหมาะสม 
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ทั้งนี้ Acanthamoeba ใน morphological group II อาจมีการปรับตัวกับแหล่งน้ําในธรรมชาติโดยทั่วไปได้ดีกว่า 
Acanthamoeba ใน morphological group อื่น จึงสามารถตรวจพบได้ในอัตราที่มากกว่า 

ในการวิเคราะห์ haplotype โดยอาศัยลําดับนิวคลีโอไทด์ในส่วนของ DF3 ในยีน nuclear small 
subunit ribosomal RNA จากตัวอย่าง 214 ตัวอย่างที่มี morphological group เดียวและมีลําดับนิวคลีโอไทด์
แบบเดียวในแต่ละตัวอย่างพบว่าสามารถจําแนกเป็น 74 haplotypes โดย haplotype ส่วนใหญ่พบในตัวอย่าง
เดียวมากถึง 52 haplotypes ในขณะที ่haplotype ที่มีตัวอย่างมากกว่า 1 ตัวอย่างพบจํานวน 22 haplotypes 
ซึ่ง haplotype #LXXIV มีอตัราการพบสูงสุดโดยพบใน 25 ตัวอย่าง การพบ haplotype จํานวนมากแสดงถึง
ความหลากหลายทางพันธุกรรมของ Acanthamoeba ในธรรมชาติ การพบบาง haplotype มีจํานวนตัวอย่าง
มากแตกต่างกันอาจแสดงถึงความสามารถในการเจริญหรอืแพร่กระจายในธรรมชาติของแต่ละ haplotype มี
ความแตกต่างกัน  

 เมื่อทําการวิเคราะห์ลําดับนิวคลีโอไทด์ในยีน nuclear small subunit ribosomal RNA ครอบคลุม
เกือบตลอดทั้งยีนซึ่งมีจํานวนนิวคลีโอไทด์ประมาณ 2 kb ถึง 2.2 kb และเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทด์ที่
ทราบ genotype จากฐานข้อมูล Genbank database พบว่าสามารถจัดเป็น 15 genotypes ได้แก่ T2/6b, T3, 
T4B, T4C, T4D, T4F, T4G, T4Neff, T5, T11, T12, T13, T17, T18 และ T20 และพบว่ามี 1 ตัวอย่างที่ไม่
สามารถจัดอยู่ใน genotype ที่ทราบมาก่อน ดังนั้นตัวอย่างดังกล่าวจึงเป็น genotype ใหม่เรียกว่า genotype T 
New#1 เป็นที่น่าสังเกตว่า genotype T4F พบมากที่สุดรองลงมาคือ genotype T4B แสดงว่า genotype 
เหล่านี้มีการเติบโตในธรรมชาติหรือมีการแพร่กระจายตามแหล่งน้ําธรรมชาติในประเทศไทยได้ดีกว่า genotype 
อื่น ๆ ทั้งนี้การวิเคราะห์คุณสมบัติในการเจรญิในธรรมชาตจิําเป็นต้องมีการศึกษาต่อไป อย่างไรก็ตามในการ
คัดเลือกบางตัวอย่างจากแต่ละ genotype เพื่อศึกษาความสามารถในการเจริญในอุณหภูมิแตกต่างกัน พบว่า 
genotype T4 ที่ได้จากผู้ป่วยทั้ง 5 รายสามารถเจิญได้ดีที่อุณหภูมิ 42°C ในขณะที่ genotype T2/6b, T3, T4F, 
T5, T11, T12, T13, T17, T18, T20 และ T New#1 ไมส่ามารถเจริญที่อุณหภูมิดังกล่าว ซึ่งสอดคล้องกับ
การศึกษาก่อนหน้านี้ซึ่งพบว่า genotype ที่ก่อโรคได้มักมีความสามารถในการเจริญที่อณุหภูมิสูงกว่าอุณภูมิ 37°C 
(Nuprasert et al 2010) ดังนั้นตัวอย่างจากแหล่งน้ําในธรรมชาติที่ทดสอบในการศึกษานี้ได้แก่ genotypes T4B, 
T4C, T4D และ T4G สามารถเจริญได้ที่อุณหภูมิ 42°C อาจเป็นคุณลักษณะหนึ่งที่อาจบ่งบอกถึงศักยภาพในการ
ก่อโรคของตัวอย่างเหล่านี้ซึ่งต้องมีการศึกษาต่อไป 

ในการเพิ่มปริมาณ DNA ในส่วนต่าง ๆ ของยีนเพื่อให้ครอบคลุมตลอด mitochondrial genome 
ทั้งหมดของ Acanthamoeba ซึ่งเป็นขั้นตอนที่สําคัญและจําเป็นในการหาลําดับนิวคลีโอไทด์ให้ครบถ้วนทั้ง 
genome ของ mitochondria ในปีถัดไป ดังนั้นการเพาะเลี้ยง Acanthamoeba จาก cyst เดียวในแต่ละ
ตัวอย่างที่จะใช้เป็นตัวแทนสําหรับแต่ละ genotype จึงมีความสําคัญ จากการออกแบบและคัดเลือก primers 
สําหรับการทํา long PCR โดยอาศัยตําแหน่งที่มีความคงที่ของนิวคลีโอไทด์ระหว่าง genotype มากที่สุดทําให้
ได้ผลผลิต PCR ตามต้องการซึ่งในปีแรกได้ทําการเพิ่มปริมาณ DNA ดังกล่าวแบ่งเป็น 7 ส่วนได้แก่ fragments F1-
F6 ซึ่งครอบคลุมตลอด genome ของ mitochondria ทั้งนี้จากการวิเคราะห์ขนาดของ fragment เดียวกันใน
ตัวอย่าง genotype ที่แตกต่างกันพบว่าความยาวของผลผลิต PCR มีความแตกต่างกันในบางตัวอย่าง แสดงว่าใน 
genome ดังกล่าวมีการเพิ่มขึ้นหรือขาดหายไปในจํานวนนิวคลีโอไทด์ที่แตกต่างกันค่อนข้างมาก เช่น fragment 
F3 ของ genotypes T2/6b, T3, T4C และ T4D มีความยาวประมาณ 9.4 kb ในขณะที่ fragment เดียวกันของ 
genotype T11 มีความยาวเพียง 6 kb แสดงว่าการเพ่ิมขึ้นหรือขาดหายไปในจํานวนนิวคลีโอไทด์ดังกล่าวเกิดขึ้น
ในส่วนของ genome อย่างมาก ทั้งนี้การหาข้อมูลลําดับนิวคลีโอไทด์ตลอดทั้ง genome ดังกล่าวในปีถัดไปจะให้
ข้อมูลทีส่ําคัญเกี่ยวกับความแตกต่างในโครงสร้างและวิวัฒนาการของ genome ดังกล่าว โดนเฉพาะอย่างยิ่งกลไก
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การเกิด lateral gene transfer ซึ่งอาจมีความสําคัญในการเข้าใจคุณสมบัติในการก่อโรคของ Acanthamoeba 
ต่อไป 

การศึกษานี้ได้ทําการหาลําดับนิวคลีโอไทด์ในยีน cytochrome b ใน fragment F4 จากตัวอย่างทั้งหมด 
65 ตัวอย่างครอบคลุมความยาว 1155 bp ซึ่งจากการสร้าง phylogenetic tree เปรียบเทียบกับข้อมูลการ
จําแนก genotype จากยีน nuclear small subunit ribosomal RNA พบว่ามีความสอดคล้องกัน ทั้งนี้ค่า 
nucleotide diversity ในตัวอย่างที่ใช้วิเคราะห์มีค่าต้ังแต่ศูนย์ถึง 0.04246 ขึ้นกับ genotype อย่างไรก็ตามการ
แทนที่ของนิวคลีโอไทด์ส่วนใหญ่เกิดขึ้นในตําแหน่งที่ไม่ทาํให้กรดอะมิโนเปลี่ยนแปลง โดยพบว่า synonymous 
nucleotide diversity มีค่ามากกว่า nonsynonymous nucleotide diversity ในทกุ genotype ซึ่งสอดคล้อง
กับการที่ cytochrome b ทําหน้าที่สําคัญในกระบวนการขนส่งอิเล็กตรอนใน mitochondria ดังนั้นการ
เปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนอาจเป็นผลเสียต่อบทบาทหน้าที่ของ cytochrome b อย่างไรก็ตามในการวิเคราะห์นี้
แม้ว่า genotype ส่วนใหญ่ไม่พบการแลกเปลี่ยนทางพันธุกรรมใน mitochondrial genome ซึ่งคล้ายกับ 
genome เดียวกันในสิ่งมีชีวิตโดยทั่วไป แต่ในการศึกษานีพ้บว่า genotypes T3, T4C และ T4F ตรวจพบร่องรอย
ของกระบวนการแลกเปลี่ยนทางพันธุกรรมเกิดขึ้น ดังนั้นจึงอาจเป็นไปได้ที่ในระหว่างการกินอาหารของ 
Acanthamoeba อาจได้รับส่วนของ mitochondrial genome จาก Acanthamoeba อื่นซึ่งเกิดขึ้นในบาง 
genotype ดังนั้น mitochondrial genome ที่ต่างกันในเซลล์เดียวกันจึงอาจเกิดการแลกเปลี่ยนทางพันธุกรรมได้ 
ในขณะเดียวกัน mitochondrial genome จากจุลชีพอื่น ๆ ที่ Acanthamoeba ใช้เป็นอาหารอาจเกิดการ
แลกเปลี่ยนหรอืการส่งผ่านยีนในลักษณะของ lateral gene transfer เกิดขึ้น ซึ่งอาจเป็นปัจจัยที่ส่งผลใหข้นาด
ของ mitochondrial genome ของ Acanthamoeba มีความแตกต่างกันมาก 

จากการวิเคราะห์โดยใช้ Tajima’s D statistics พบว่า genotype T4B, T4C, T4F, T4Neff, T3, T11 
และ T2/6B ล้วนมีค่า D ไม่แตกต่างจากค่าศูนย์อย่างมีนัยสําคัญ แสดงว่ายีน cytochrome b มีวิวัฒนาการที่เป็น
กลาง (selective neutrality) สอดคล้องกับยีนใน mitochondrial genome ของสิ่งมีชีวิตอ่ืนโดยทั่วไป อย่างไรก็
ตามพบว่า genotype T4G มีค่า D มากกว่าศูนย์อย่างมีนัยสําคัญ (p < 0.05) ในทิศทางบวกแสดงว่า genotype 
ดังกล่าวอาจอยู่ภายใต้กระบวนการคัดเลือกในเชิงบวก (positive selection) แต่เมื่อพิจารณาเปรียบเทียบการ
แทนที่ของนิวคลีโอไทด์ที่ทําให้กรดอะมิโนเปลี่ยนและที่ไมท่ําให้กรดอะมโินเปลี่ยนพบว่า synonymous 
nucleotide diversity ใน genotype T4G มีค่ามากกว่า nonsynonymous nucleotide diversity ถึง 35.24 
เท่าและความแตกต่างดังกล่าวมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.001, z-test) ซึ่งสอดคล้องกับกระบวนการคัดเลือกใน
เชิงลบ (negative selection) ดังนั้นค่า Tajima’s D ที่เป็นบวกและมีนยัสําคัญจึงอาจเป็นผลจาก population 
process ซึ่งอาจเกิดจาก genotype T4G ได้ผ่านภาวะคอขวดทางพันธุกรรม (population genetic bottleneck) 
และไม่ใชผ่ลจากกระบวนการคัดเลือกตามธรรมชาติ 

 

6. สรุปผลการวิจัยจากผลงานโดยรวมตลอดโครงการ 
1. ได้ทําการสํารวจแหล่งน้ําตามธรรมชาติ 40 แหล่งใน 10 จังหวัดของประเทศไทยในทุกภาค ภาคเหนือ ได้แก่
จังหวัดลําพูนและอุตรดิตถ์ ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ได้แก่ จังหวัดชัยภูมิและสกลนคร ภาคกลาง ได้แก่ จังหวัด
สุพรรณบุรีและสระบุรี ภาคตะวันออก ได้แก่ จังหวัดปราจีนบุรีและระยอง ภาคใต้ ได้แก่ จังหวัดระนองและ 
พัทลุง โดยเก็บตัวอย่างน้ําจํานวน 4,000 ตัวอย่าง 
2.  สามารถตรวจพบ Acanthamoeba จากแหล่งน้ําในทุกจังหวัดที่สํารวจโดยการเพาะเลี้ยงเชื้อ ซึ่งมีอัตราการ
ตรวจพบคิดจากร้อยละของตัวอย่างที่สํารวจตามจังหวัดต่าง ๆ ดังนี้ จังหวัดลําพูนและอุตรดิตถ์พบร้อยละ 11.25 
และร้อยละ 17 ตามลําดับ จังหวัดชัยภูมิและสกลนครพบรอ้ยละ 17.75 และร้อยละ 16.25 ตามลําดับ จังหวัด
สุพรรณบุรีและสระบุรีพบร้อยละ 13.75 และร้อยละ 11.75 ตามลําดับ จังหวัดปราจีนบุรีและระยองพบร้อยละ 
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17.25 และร้อยละ 15.25 ตามลําดับ จังหวัดระนองและพัทลุงพบร้อยละ 11.25 และร้อยละ 12.75 ตามลําดับ 
เฉลี่ยทุกจังหวดัที่สํารวจพบร้อยละ 14.43 
3. การจําแนกลักษณะ cyst ของ Acanthamoeba ที่ตรวจพบจากแหล่งน้ําในธรรมชาติ พบว่าในประเทศไทยมี
ทุก morphological groups โดยพบ morphological group II มากที่สุดคือร้อยละ 67.42 รองลงมาคือ 
morphological groups III และ I ซึ่งพบร้อยละ 7.11 และ 3.47 ตามลําดับ นอกจากนี้พบว่าร้อยละ 22.01 ของ
ตัวอย่างที่ตรวจพบ Acanthamoeba ประกอบด้วย morphological groups ที่แตกต่างกันปะปนในตัวอย่าง
เดียวกัน 
4. เมื่อวิเคราะห์ตัวอย่างที่มี genotype เดียวโดยการหาลําดับนิวคลีโอไทด์ในส่วน diagnostic fragment 3 (DF3) 
ของยีน nuclear small subunit ribosomal RNA พบว่ามีความแตกต่างกันจําแนกได้เป็น 74 haplotypes โดย 
haplotype สว่นใหญ่หรือร้อยละ 70.27 พบในตัวอย่างเดียว แต่บาง haplotypes พบในตัวอย่างจํานวนมาก 
5. การหาลําดับนิวคลีโอไทด์ในยีน nuclear small subunit ribosomal RNA ครอบคลุมเกือบตลอดทั้งยีนความ
ยาวประมาณ 2-2.2 kb และเปรียบเทียบกับข้อมูลลําดับนิวคลีโอไทด์มาตรฐานสําหรับแต่ละ genotype พบว่า
ตัวอย่างจากแหล่งน้ําที่สํารวจประกอบด้วย 16 genotypes ได้แก่ genotypes T2/6b, T3, T4B, T4C, T4D, T4F, 
T4G, T4Neff, T5, T11, T12, T13, T17, T18, T20 และพบตัวอย่างที่เป็น genotype ใหม่คือ genotype 
New#1  
6. ได้ผลผลิต PCR ที่ครอบคลุม mitochondrial genome ทั้งหมดโดยแบ่งเป็น 6 overlapping fragments ที่มี
ความยาว fragment ละ 4.3-9.4 kb เพื่อเตรียมเป็น DNA template สําหรับการหาลําดับนิวคลีโอไทด์ใน 
genome ทั้งหมดในการศึกษาต่อไป จากตัวอย่างทั้งหมด 20 ตัวอย่าง ได้แก่ ตัวอย่างที่ได้จากแหล่งน้ําที่มี 
genotypes T2/6b, T3, T4B, T4C, T4D, T4F, T4G, T5, T11, T12, T13, T17, T18, T20 และ genotype 
New#1 และตัวอย่างที่มี genotype T4 จากผู้ป่วยกระจกตาอักเสบจากการติดเชื้อ Acanthamoeba จํานวน 5 
ตัวอย่าง โดยตัวอย่างจากผู้ป่วยทุกตัวอย่างและตัวอย่างจากแหล่งน้ําที่ม ีgenotypes T4B, T4C, T4D และ T4G 
สามารถเจริญได้ที่อุณหภูมิ 42°C 
7. ทําการวิเคราะห์ลําดับนิวคลีโอไทด์ในส่วนยีน cytochrome b ของ mitochondrial genome จาก 65 
ตัวอย่างที่ทราบ genotype จากการวิเคราะห์ nuclear small subunit ribosomal RNA พบว่าลําดับนิวคลีโอ
ไทด์ในส่วน cytochrome b สามารถจําแนก genotype ของ Acanthamoeba ได้สอดคล้องกับการวิเคราะห์ 
nuclear small subunit ribosomal RNA 
8.  ความหลากหลายทางพันธุกรรมในยีน cytochrome b ของ mitochondrial genome ของ 
Acanthamoeba ใน genotype เดียวกันมีค่าตํ่ากว่าความแตกต่างทางพันธุกรรมระหว่าง genotype มาก ดังนั้น
ยีน cytochrome b จึงมีศักยภาพในการใช้จําแนก genotype ของ Acanthamoeba ได้ดีทัดเทียมหรือมากกว่า
การวิเคราะห์ nuclear small subunit ribosomal RNA 
 

7. แผนการดําเนินงานต่อไป 
ทําการหาลําดับนิวคลีโอไทด์ใน mitochondrial genome ทั้งหมดจากผลผลิต long PCR ทั้ง 6 

fragments จํานวน 20 สายพันธ์ุและวิเคราะห์ข้อมูลในเชิง genotype assignment, lateral gene transfer 
และประยุกต์ขอ้มูลจาก mitochondrial cytochrome b เพื่อการจําแนก genotype โดยวิธี PCR ที่สามารถทํา
ได้อย่างรวดเร็วโดยไม่ต้องหาลําดับนิวคลีโอไทด์จากแต่ละตัวอย่างทําให้สามารถหาความเชื่อมโยงกับการก่อโรค
และทําใหท้ราบ virulence ของแต่ละ genotype ต่อไป  
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