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การตรวจหาเช้ืออะแคนทามบีาจากน ้าในบริเวณชุมชน อ าเภอเสาไห้ จังหวดัสระบุรี 

(DETECTION OF ACANTHAMOEBA SPP. FROM SURFACE WATER AND SOIL IN 

SAO HAI DISTRICT, SARABURI PROVINCE) 

อาจารย์ที่ปรึกษา : ผู้ช่วยศาสตราจารย์ เฉลิมพล แก้วใจ, 41หน้า 

อะแคนทามีบา (Acanthamoeba) เป็นโปรโตซัวชนิดเซลลเ์ดียวที่เคล่ือนที่ดว้ยขาเทียม 

(pseudopodia) พบไดท้ัว่ไปในธรรมชาต ิเช่น แหล่งน ้า ดนิ และฝุ่ น เช้ือน้ีสามารถก่อโรคในคนแบบ

ติดเช้ือโดยบงัเอิญ และเป็นสาเหตุส าคญัของ โรคกระจกตาอกัเสบ (Acanthamoeba keratitis) และ 

โรคสมองอกัเสบแบบแกรนูโลมา (GAE) การศึกษาน้ีด าเนินในพ้ืนท่ี บึงโงง้ อ าเภอเสาไห้ จงัหวดั

สระบุรี โดยตรวจหาเช้ือ Acanthamoeba spp. จากน ้าจ านวน 30 ตวัอย่าง ดว้ย 3 วิธี ไดแ้ก่ การตรวจ

ดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ การเพาะเล้ียง และการตรวจแบบ Conventional PCR พบว่า น ้ามีอุณหภูมิเฉล่ีย 

25.8°C และ pH 8.1                                                                                                                                            

 ผลตรวจดว้ยกลอ้งจุลทรรศนไ์ม่พบเช้ือ แต่ การเพาะเล้ียงพบเช้ือร้อยละ 30 โดยมีลกัษณะ

คลา้ยกลุ่ม Astronyxid และ Polyphagid ซ่ึงพบในส่ิงแวดลอ้มและอาจก่อโรคในมนุษย ์ส่วนการตรวจ

ดว้ย PCR ไม่พบช้ินส่วนดีเอ็นเอของเช้ือ อาจเกิดจากปริมาณดีเอ็นเอต ่าหรือมีสารรบกวน   

 สรุปไดว้่าการตรวจหาเช้ือ Acanthamoeba spp. ในแหล่งน ้าควรใชท้ั้งวิธีเพาะเล้ียงและ

เทคนิคอณูชีววิทยาร่วมกนั เพ่ือเพ่ิมความแม่นย  าและความไวในการตรวจหาเช้ือจากส่ิงแวดลอ้ม
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THESES ADVISOR: ASST. PROF. CHALERMPON KAEWJAI, 41 pages. 

   Acanthamoeba is a free-living unicellular protozoan that moves using pseudopodia. It is 

commonly found in natural environments such as water, soil, and dust. Human infection occurs 

accidentally and may lead to Acanthamoeba keratitis or granulomatous amoebic encephalitis 

(GAE). This study investigated water sources at Bueng Ngong, Sao Hai District, Saraburi Province, 

Thailand, using three detection methods for Acanthamoeba spp.: microscopic examination, culture, 

and conventional PCR. Thirty water samples were collected, with an average temperature of         

25.8°C and pH 8.1                                                                                      

 Microscopic examination did not detect the organism. However, 30% of samples were 

positive in culture, with isolates showing characteristics similar to the Astronyxid and Polyphagid 

groups, which are environmentally common and potentially pathogenic. Conventional PCR did not 

detect Acanthamoeba DNA, likely due to low DNA concentration or PCR inhibitors.             

 In conclusion, detection of Acanthamoeba spp. in environmental water should combine 

culture and molecular methods to improve accuracy and sensitivity. 
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ค าอธิบายสัญลักษณ์และค าย่อ 

 

NNA   : Non-nutrient agar 
DW   : Distilled water 
NaCl   : Sodium chloride 
KH₂PO₄  : Potassium dihydrogen phosphate 
Na₂HPO₄  : Disodium hydrogen phosphate 
Ca Cl₂.6 H₂O : Calcium chloride hexahydrate 
MgSO₂.7 H₂O: Magnesium sulphate heptahydrate 
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บทที่ 1 

 

บทน า 

 

1. ที่มาและความส าคัญของปัญหาวิจัย 

อะแคนทามีบา (Acanthamoeba) เป็นสัตวเ์ซลลเ์ดียวที่อยู่ในตระกูลโปรโตซัว เคล่ือนที่โดย

ใชข้าเทียม (pseudopod) โดยทัว่ไปเช้ือจะด ารงชีพอยู่ตามธรรมชาติ เช่น แหล่งน ้า ดิน ฝุ่น ละออง โดย

ท่ีเช้ือจะก่อโรคในร่างกายคนไดน้ั้นเกดิจากการติดเช้ือโดยบงัเอิญ (accidental host) อะแคนทามีบายงั

เป็นสาเหตุของโรคกระจกตาอกัเสบและโรคเน้ือสมองอกัเสบแบบแกรนูโลมา วงจรชีวติของอะแคน

ทามีบาประกอบไปดว้ย 2 ระยะ ไดแ้ก่ ระยะโทรโฟซอยต ์ (trophozoite) เป็นระยะที่มีการเคล่ือนที่

และพบการแบ่งตวัจ านวนมาก ใชเ้ทา้เทียมในการน าอาหารเขา้สู่เซลล ์ และมีการสืบพนัธ์ุแบ่งตวัได ้

ส่วนระยะซีสต ์(cyst) เป็นระยะท่ีมีผนงัหนาสองชั้น ไม่มีการเจริญเติบโตและทนทานในส่ิงแวดลอ้ม

เพ่ือปรับตวัให้เขา้กบัสภาพแวดลอ้มท่ีไม่เหมาะสม นอกจากน้ีระยะซีสตแ์ละระยะโทรโฟซอยตย์งั

เป็นระยะท่ีสามารถติดต่อสู่คน เช้ือสามารถเขา้สู่ร่างกายไดห้ลายทาง เช่น เขา้ทางผิวหนงัเม่ือมี

บาดแผลหรือเขา้ทางตาโดยตรง จะท าให้เช้ือสามารถแพร่กระจายไดอ้ย่างรวดเร็วทัว่ร่างกาย ถึงแมว้่า

จะมีการรายงานผูต้ดิเช้ือไม่มากนกั แต่ในประเทศไทยก็ยงัมีพบการรายงานผูต้ิดเช้ือ โดยในปัจจุบนัมี

การศึกษาสายพนัธ์ุของอะแคนทามีบา สามารถแบ่งออกไดเ้ป็น 22 genotypes ไดแ้ก่ T1-T24 

genotype ที่พบได ้ ซ่ึงการเก็บตวัอย่างจากแหล่งธรรมชาติ พบสายพนัธ์ุ T4, T11, T12, T13, T14, 

T15,T16, T17, T18, T19, T20 และ T21 ทว่าเช้ือท่ีกล่าวมาขา้งตน้ไม่ใช่ทุกสายพนัธ์ุท่ีจะก่อโรคในคน 

เช่นสายพนัธ์ุ T17, T18, T23 และ T24 เป็นสายพนัธ์ุที่ไม่กอ่โรค 
จากการรายงานการพบเช้ืออะแคนทามีบาในประเทศไทยนั้น พบไดใ้น 28 จงัหวดั อพัเดต

เมื่อวนัที่ 27 สิงหาคม 2021 (Nature, 2021)ไดแ้ก ่ จงัหวดัตาก นครสวรรค ์ พษิณุโลก ล าปาง 

กาญจนบุรี สุพรรณบุรี ราชบุรี เพชรบุรี ประจวบคีรีขนัธ์ อุบลราชธานี ศรีสะเกษ ร้อยเอ็ด 

มหาสารคาม บุรีรัมย ์นครราชสีมา ขอนแกน่ ชยันาท อ่างทองกรุงเทพมหานคร อยุธยา ฉะเชิงเทรา 

จนัทบุรี ตราด สุราษฎร์ธานี นครศรีธรรมราช สงขลาและนราธิวาส ซ่ึงยงัไม่มีการพบอุบตัิการณ์การ

ส ารวจในจงัหวดัสระบุรี ผูว้จิยัจึงเกิดความสนใจท่ีจะศึกษาอตัราการตรวจพบของเช้ืออะแคนทามีบา 

ในจงัหวดัสระบุรี เน่ืองจากภาคกลางมีแหล่งน ้าและดินเป็นแหล่งเกษตรกรรมและท่องเท่ียว 

นอกจากน้ีสระบุรียงัเป็นจงัหวดัท่ีอยู่ใกลเ้คียงกบัจงัหวดัท่ีมีการรายงานผูต้ิดเช้ือ ดงันั้นในการศึกษา

ครั้ งน้ีจึงสนใจในการตรวจหาความชุกของเช้ือเพ่ือเป็นแนวทางในการตรวจวินิจฉัย รวมทั้งเพ่ือเป็น

การเฝ้าระวงัและป้องกนัในบริเวณชุมชม 
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1.2 วัตถุประสงค์ของโครงการ 
1.เพ่ือศึกษาลกัษณะของชนิดของซีสตแ์ละตรวจหาเช้ือดว้ยเทคนิคทางอณูชีววิทยาในแหล่ง

น ้าท่ีเก็บจากบริเวณชุมชนในต าบลเมืองเก่า อ าเภอเสาไห้ จงัหวดัสระบุรี 
 

1.3 ขอบเขตของงานวิจัย 
ในการศึกษาวจิยัครั้ งน้ีเป็นการศึกษาโดยการลงพ้ืนท่ีเพ่ือไปเก็บตวัอย่างจากแหล่งน ้าจากบึง

โงง้ จงัหวดัสระบุรี โดยจะเร่ิมตน้ลงพ้ืนบึงโงง้ตั้งอยู่ต าบลเมืองเก่าในการเก็บตวัอย่างวนัท่ี 11 เดือน

มกราคม พ.ศ. 2568 จากนั้นจึงน าตวัอย่างจากแหล่งน ้าเหล่าน้ีมาท าการหาเช้ือ Acanthamoeba spp. 

โดยการตรวจดว้ยวิธีการอย่างง่ายกบัการเพาะเล้ียงเช้ือ Acanthamoeba spp. ซ่ึงมีวิธีในการเก็บ

ตวัอย่าง ดงัน้ี การเก็บตวัอย่างจากแหล่งน ้า เก็บตวัอย่างท่ีผิวน ้าระยะประมาณ 10ถึง 50 เซนติเมตร

โดยใชข้วดโพรพิลีนท่ีปราศจากเช้ือ 500 มิลลิเมตร จ านวนตวัอย่างท่ีเก็บรวบรวมขึ้นอยูก่บัพ้ืนท่ีผิว

โดยประมาณของแต่ละจุด โดยการสุ่มตามพ้ืนท่ีของแต่ละจุด จ านวน 30 ตวัอย่าง ตวัอย่างน ้าจะถูก

รวบรวมโดยครอบคลุมระยะทางประมาณ 1 กิโลเมตร โดยมีระยะห่างแต่ละจุดประมาณ 150 เมตร 

จากนั้นเก็บใส่ในภาชนะท่ีสะอาดพร้อมระบุ ต าแหน่ง สถานท่ี และบริเวณท่ีเก็บตวัอย่างน ้า จากนั้น

จึงน าตวัอย่างน ้ามาท าการทดสอบท่ีห้องปฏิบตัิการคณะเทคนิคการเเพทย ์มหาวิทยาลยัรังสิต  
 

1.4 ระยะเวลาด าเนินการ 

ด าเนินการรวบรวมขอ้มูลและท าการเก็บตวัอย่างตั้งแต่เดือนพฤศจิกายน พ.ศ. 2567 จนถึง

เดือนกรกฎาคม พ.ศ. 2568 

 

1.5 สมมติฐานของการวิจัย 

การส ารวจแหล่งน ้าของจงัหวดัสระบุรีมีความน่าจะเป็นในการพบเช้ือ Acanthamoeba spp. 

 

1.6 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

1.ท าให้ทราบว่าแหล่งน ้าในจงัหวดัสระบุรีมีการพบเช้ือ Acanthamoeba spp. 

2.เป็นขอ้มูลพ้ืนฐานในการศึกษาต่อและประโยชน์ในเชิงเฝ้าระวงัและป้องกนัการเกดิเช้ือส าหรับผูท่ี้

สนใจ 

3.สามารถทราบลกัษณะเฉพาะของเช้ือ Acanthamoeba spp. ท่ีตรวจพบจากการเก็บตวัอย่างน ้า
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บทที่ 2 

 

ทบทวนเอกสาร 
 

2.1 ความหมายของเช้ืออะมีบา 

อะแคนทามีบา (Acanthamoeba) เป็นสัตวเ์ซลลเ์ดียว (unicellular eukaryotes) ประเภทโปร

โตซัว (protozoa) เคล่ือนที่ไดโ้ดยการใชเ้ทียม (pseudopod) มีการด ารงชีวติอิสระในส่ิงแวดลอ้มตาม

ธรรมชาติเน่ืองจากเป็นกลุ่ม free-living amoebae สามารถมีชีวิตรอดและเพ่ิมจ านวนไดโ้ดยไม่ตอ้ง

อาศยัโฮสต ์พบ Acanthamoeba spp. ไดท้ัว่ไปในส่ิงแวดลอ้มต่าง ๆ เช่น แหล่งน ้าตามธรรมชาติ สระ

ว่ายน ้า ดนิ ฝุ่นละออง และสามารถพบไดใ้นคอนแทคเลนส์ท่ีไม่สะอาดมีการปนเป้ือน 

 

2.2 วงจรชีวิตของเช้ืออะมีบา 

อะแคนทามีบาประกอบดว้ย 2 ระยะ คือ trophozoite กบั cyst ระยะโทรโฟซอยต ์

(trophozoite) เป็นระยะทีก่ินอาหารมกีารเจริญเติบโตและมีการสืบพนัธ์ุ ส่วนระยะซีสต ์ (cyst) เป็น

ระยะท่ีหยุดการเจริญเติบโตชัว่คราว สามารถทนทานกบัสภาวะแวดลอ้มภายนอกท่ีไม่เหมาะสมเป็น

อย่างมากยงัมีความสามารถในการก่อโรคได ้

              ระยะโทรโฟซอยต ์ (trophozoite stage) เป็นระยะที่มีรูปร่างท่ีไม่แน่นอน มีขนาดเส้นผ่าน

ศูนยก์ลางประมาณ 12-35 ไมโครเมตร เป็นโปรโตซัวที่มีนิวเคลียสเดียว มีคาริโอโซมท่ีแน่น กลม 

นิวเคลียสที่กลมใหญ่อยู่ตรงกลาง เคล่ือนที่โดยยืน่ขาเทียม ส่วนใหญ่มีลกัษณะคลา้ยหนามเรียกว่า อะ

แคนโทโปเดีย (acanthopodia) อะมีบาในระยะน้ีจะพบไดท้ัว่ไปและมีความสามารถในการก่อโรค 

              ระยะซีสต ์ (Cyst stage) เป็นระยะที่อะมีบาไม่แบ่งตวั มีนิวเคลียสเพียงหน่ึงเดียว และมี

ลกัษณะเด่นคือมีองคป์ระกอบของ cellulose ในปริมาณสูง ท าให้มีความทนทานต่อสภาพแวดลอ้มท่ี

ไม่เหมาะสม เช่น การอยู่รวมกนัอย่างหนาแน่น การขาดแคลนอาหาร อุณหภูมิสูง ความเป็นกรด-ด่าง

ที่ผิดปกติ ภาวะแห้งแลง้ รวมถึงการสัมผสัสารเคมีบางชนิด เมื่อ Acanthamoeba spp. เผชิญกบัสภาวะ

ไม่เอ้ือต่อการด ารงชีวิตจะเขา้สู่ระยะซีสต ์ ซ่ึงเรียกกระบวนการน้ีว่า การเขา้ซีสต(์Encystation)  ส่วน

เม่ือส่ิงแวดลอ้มกลบัมาเหมาะสมต่อการเจริญเติบโตซีสตจ์ะกลบัคืนสู่ระยะโทรโฟซอยต ์ โดย

กระบวนการน้ีเรียกว่า การออกจากซีสต ์ (Excystation) กระบวนการ Excystation มีความส าคญัต่อ

การเพ่ิมจ านวนของ Acanthamoeba spp. และอาจเป็นสาเหตุให้เกิดการตดิเช้ือซ ้าในกรณีท่ีการรกัษา

ไม่สมบูรณ์ นอกจากน้ี ปัจจยัต่าง ๆ เช่น ค่าออสโมลาริตี และค่า pH ระหว่าง 3.9–9.8 รวมถึงการ
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สัมผสัสารเคมีหรือยารักษา ลว้นเป็นตวักระตุน้ให้เซลลส์ร้างสารยบัยั้งการเจริญเติบโต และเปล่ียน

รูปร่างจากโทรโฟซอยตไ์ปเป็นซีสต ์
 
 

รูปท่ี 2.1 วงจรชีวิตของ Acanthamoeba spp. 
  

Acanthamoeba spp. สามารถติดเช้ือไดห้ลายทาง เช่น น ้าสกปรกเขา้ทางจมูก หรือทางตาโดย

การใช ้คอนแทคเลนส์ท่ีไม่สะอาด ฝุ่นละอองในอากาศ การหายใจ บาดแผลท่ีผิวหนงัได ้เช้ือน้ีจะเขา้

ไปเจริญในอวยัวะต่างๆมีการท าลายเน้ือเยื่อท าให้เกิดพยาธิสภาพของอวยัวะต่างๆ และสามารถ

เปล่ียนจากโทรโฟซอยตเ์ป็นซีสต ์ 

Acanthamoeba มี 2 ระยะคือซีสต ์(1) และโทรโฟซอยต ์(2) โทรโฟซอยตเ์พ่ิมจ านวนโดยวิธี 

binary fission (3) โทรโฟซอยตเ์ป็นระยะติดต่อ และเช่ือว่าผ่านเขา้สู่ร่างกายทาง lower respiratory 

tract ทางแผลและบุกรุกสู่ระบบประสาทส่วนกลางโดย hematogenous dissemination (4) 

Acanthamoeba spp. ระยะซีสต ์และโทรโฟซอยตพ์บในเน้ือเยื่อ 

 

2.3 การถูกค้นพบคร้ังแรกในโลกและประเทศไทย 

Acanthamoeba ถูกพบครั้ งแรกโดย Castellani A. ในปี พ.ศ. 2473 ปนเป้ือนมาระหว่างเพาะ

เช้ือรา Cryptococcus pararoseus การสังเกตสัณฐานวิทยาภายนอกของเช้ือระยะ cyst และ 

trophozoite ไดจ้ดักลุ่ม Amoeba ไวใ้นนามสกุล (genus) Hartmannella และ Hartmannella castellanil

ต่อมา พ.ศ. 2474 Volonsky M. ไดศึ้กษาเพ่ิมเติมลกัษณะของผนงัเซลลแ์ละการแบ่งเซลล์ จึงจ าแนก

ออกมา 3 สกุล ไดแ้ก่ Hartmannella, Glaeseria และ Acanthamoeba spp. ในปี พ.ศ. 2510 สรุปไดว้่า
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มีลกัษณะเฉพาะใชส่้วน cytoplasm เป็นอวยัวะในการเคล่ือนที่เรียกว่า ขาเทียม (pseudopodia) และ

สืบพนัธ์ุแบบไม่อาศยัเพศโดยการแบ่งตวัจากหน่ึงเป็นสอง โครงสร้างระยะซีสตแ์ละลกัษณะขาเทียม

ซ่ึงหนามแหลม (acanthopodia) และระยะโทรโฟซอยตน์ั้นเป็น 2 ลกัษณะเด่นชดัจึงจ าแนกออกจาก

Hartmannella  

ประเทศไทยพบอุบตัิการณ์ของการติดเช้ือตั้งแต่ พ.ศ. 2531 และการส ารวจ Free-living 

amoeba (FLA) ในแหล่งน ้าในช่วง พ.ศ. 2542-2544 พบ FLA 49 isolates ในจ านวนน้ีพบ

Acanthamoeba spp. ร้อยละ 36.7%  

 

2.4 ความส าคัญของการก่อโรค 

Acanthamoeba spp. เป็นสาเหตุอนัดบัหน่ึงของโรคที่เกิดจากอะมีบาด ารงชีพอิสระ (Free-

living amoeba) ซ่ึงโรคตดิเช้ือท่ีมีสาเหตุมา Acanthamoeba spp. ที่พบไดบ้่อยไดแ้ก่ โรคกระจกตา

อกัเสบ (Amebic keratitis) โรคเยื่อหุ้มสมองอกัเสบ (Granulomatous amebic encephalitis) 

 

2.4.1 โรคกระจกตาอกัเสบ (Amebic keratitis) 

เกิดไดจ้ากการท่ีผูป่้วยอาจใชมื้อขยี้ตาหรือสัมผสักบั น ้า ดิน อวยัวะ หรือส่ิงของอ่ืนๆท่ีปนเป้ือน

รายงานส่วนใหญ่ร้อยละ70 ผูท่ี้สวมคอนแทคเลนส์สามารถติดเช้ือ Acanthamoeba เน่ืองจากมกีาร

ดูแลรักษาเลนส์ที่ไม่สะอาดและการสวมคอนแทคเลนส์อยา่งไม่ถูกสุขลกัษณะ เช่น การสวมคอน

แทคเลนส์ขณะว่ายน ้าการใชน้ ้ายาลา้งเลนส์ท่ีไม่มีคุณภาพ โดยท่ีระยะฟักตวัของโรคจะขึ้นอยูก่บั

ปัจจยัต่างๆเช่น ปริมาณเช้ือท่ีเขา้ตา, ขนาดของแผลท่ีกระจกตาชนิดและความรุนแรงของเช้ือก่อโรค 

โดยท่ีเช้ือ Acanthamoeba สามารถเขา้สู่ดวงตาไดโ้ดยตรงหากมีรอยถลอกที่กระจกตา (Cornea 

abrasion) การด าเนินโรคเกิดขึ้นแบบชา้ๆอาจเป็นๆหายๆระยะหน่ึงแลว้รุนแรงขึ้นทนัทีอาการท่ีเกิด

จะเป็นการเกิดรอยโรคที่ดวงตา การมองเห็นที่แย่ลงตาไม่สู้แสง ตาแดง ม่านตาอกัเสบ และมีการ

สร้างน ้าตาท่ีเยอะผิดปกติ โดยการเกดิฝี รูปวงแหวนเป็นลกัษณะเดน่ท่ีพบไดบ้นกระจกตาของผูป่้วย 

 

2.4.2 โรคสมองอกัเสบ (Granulomatous amebic encephalitis) 

เกิดจากการที่ผูป่้วยเป็นคนที่มีภูมติา้นทานต ่าหรือรับยากดภูมิซ่ึงมกัเกิดกบัผูท้ี่ป่วยโรคเอดส์ 

ผูท้ี่ไดร้ับการปลูกถ่ายอวยัวะ ผูท้ี่ไดร้ับรังสีจากการรกัษาโรคมะเร็ง หรือ ผูท้ี่มีร่างกายอ่อนแอกว่า

ปกติและอาจพบการติดเช้ือในผูท่ี้มีภูมิคุม้กนัปกติไดแ้ต่ตดิเช้ือเพราะมีพฤติกรรมเส่ียง เช่น การที่

สัมผสักบัน ้าและดินเป็นประจ าโดยท่ีสันนิษฐานว่าเช้ือท่ีสมองมาจากการติดเช้ือท่ีปอดหรือแผลท่ี

ผิวหนงัมาก่อนแลว้จึงแพร่ผ่านกระแสเลือดไปท่ีสมอง ซ่ึงโรคน้ีแสดงอาการไม่แน่ชดัขึ้นอยู่กบัภูมิ
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ตา้นทานของโฮสต ์ โดยอาการเบ้ืองตน้คือ ปวดศีรษะ คล่ืนไส้อาเจียน และมีการพบการระคายเคือง

เยื่อหุ้มสมองและสมองอกัเสบตามมา 

 

2.5 การจัดกลุ่มจ าแนกเช้ือ 

2.5.1 Cyst morphology 

การใชล้กัษณะรูปร่างไม่สามารถบอกไดถึ้งระดบั species จึงไดจ้ดัเป็นสามกลุ่มตามการ

จ าแนกของ Pussard และ Pons โดยอาศยัลกัษณะกายสัณฐานวิทยาที่ส าคญัของระยะ cyst ไดแ้ก่ 

ขนาดของ cyst และจ านวนจดุท่ีผนงัชั้นนอกและผนงัชั้นในมาแตะกนั ปัจจุบนัสามารถจ าแนกได้

แลว้ 20 ชนิด (species) 

 

2.5.1.1 กลุ่มท่ี 1 Astronyxids 

มีเส้นผ่านศูนยก์ลางเฉล่ียประมาณ 18 µm ผนงัชั้นนอกและผนงัชั้นในห่างกนัมาก ผนงั

ชั้นนอกเรียบ ผนงัชั้นในมีลกัษณะเหมือนดาว ไดแ้ก่ A.astronyris, A. comandoni, A. echinulata และ 

A. tubiashi 

 

2.5.1.2 กลุ่มท่ี 2 Polyphagid 

เป็นกลุ่มใหญ่พบไดบ่้อยและทัว่ไป มีมากกว่า 10 species มีเส้นผ่านศูนยก์ลางเฉล่ียนอ้ยกว่า 

18 µm สามารถแยกไดจ้ากกระจกตาและคอนแทคเลนส์ ผนงัชั้นนอกและผนงัชั้นในอาจใกลก้นัหรือ

แยกห่างกนัก็ได ้ ผนงัชั้นนอกอาจหนาหรือบางก็ได ้ ผนงัชั้นในอาจเป็นรูปหลายเหล่ียม รูปดาว ทรง

กลม หรือทรงรีก็ได ้ มกัไม่ค่อยเห็นจุดท่ีแตะกนัระหว่างผนงัชั้นนอกกบัผนงัชั้นใน ไดแ้ก่ A.quina, 

A.divionensis, A.castellani, A. polyphaga, A.hatchetti, A.mauritaniensis, A.triangularis, A. griffini, 

rhysodes และ A. paradivionensis 
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2.5.1.3 กลุ่มท่ี 3 Culbertsonids        

 
รูปท่ี 2.2 การจดัจ าแนกกลุ่มอะแคนทามีบาตามขนาดและรูปร่างของซีสตจ์ าแนกตามหลกัเกณฑข์อง 

Pussard and Pons (1977) 

 

มีเส้นผ่านศูนยก์ลางเฉล่ียนอ้ยกว่า 18 um ผนงัชั้นนอกบางอาจจะขรุขระหรือเรียบก็ได ้ ส่วนผนงั

ชั้นในค่อนขา้งกลม อาจมีจดุแตะกบัผนงั ชั้นนอก 3-5 จดุไดแ้ก ่ A. royreba, A. culbertsoni, A. 

palestinensis, A lenticulata และ A. pustulosa ต่อมาพบว่าการใชล้กัษณะของ cyst แต่เพียงอย่างเดียว

ในการจ าแนกชนิดนั้นยงัมีปัญหาอยู่มาก เช่น พบว่ารูปร่างของ cyst จะเปล่ียนแปลงไปในสภาพ

อาหารเล้ียงเช้ือท่ีต่างกนั จึงมีการจดัจ าแนกชนิดใหม่ โดยการใชเ้ทคนิคทางอณูวิทยาเขา้มาช่วย เช่น 

PCR โดยศกึษาล าดบัเบสของ ribosomal RNA gene ซ่ึงพบว่าสัมพนัธ์กบัววิฒันาการของส่ิงมีชีวิต มี

ความน่าเช่ือถือสูง และดว้ยวิธีน้ีนกัวิทยาศาสตร์ไดแ้บ่งเช้ือใน genus Acanthamoeba ออกได ้เป็น 15 

genotypes (T1-T15) แต่ละ genotype มีความแตกต่างของล าดบัเบสมากกว่าร้อยละ 5 ขึ้นไป 

นอกจากน้ียงัมีผูศึ้กษาแบบแผนของไอโซเอนไซม ์ (isoenzyme pattern) และรูปแบบ ของการย่อยดี

เอ็นเอจากไมโทคอนเดรีย RFLP มาใชใ้นการจ าแนกชนิดดว้ย 

 

2.6 กลไกการติดเช้ือ 

ปัจจยัหรือกลไกที่ท าให้อะแคนทามีบาก่อโรคไดใ้นคนแบ่งเป็นไดเ้ป็น 2 ประเด็นหลกั คือ 

contact dependent mechanism กบั contact independent mechanism กลไกที่อาศยัการสัมผสักบั host 

cell ที่ส าคญัที่สุดคือ จะตอ้งมี mannose binding protein ของ trophozoite สามารถยึดเกาะได ้การเกาะ 

ของเช้ือจะกระตุน้กลไกหลายอย่างตามมา ไดแ้ก่ กระตุน้การท างานของเอนไซมต์่างๆของตวัเช้ือ 

เช่น protease, cysteine, protease , metalloprotease, phospholipase ซ่ึงจะไปท าลาย collagen, 

connective tissue ให้เอ้ือต่อการท่ีเช้ือเคล่ือนท่ีเขา้ไปในเซลล ์เป็น contact dependent mechanism ใน 

ท านองเดียวกนัท่ีผิวเซลลข์องเช้ือ Acanthamoeba ระยะ trophozoite ก็จะมี ATPase enzyme ไป

ปรากฏอยู่ที่ผิวดา้นนอกของเซลล ์ เรียกว่า exoATPase ย่อยสลาย ATP ที่อยู่นอกเซลลใ์ห้กลายเป็น 
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ADP และ ADP จะมีผลในการกระตุน้ระบบต่างๆในการท าลายเซลลต์่อไป ปัจจยัอ่ืนๆที่อาจเกี่ยวขอ้ง

ไดแ้ก่ การเปล่ียนภาวะจากระยะ trophozoite เป็นระยะ cyst ท่ีเกิดขึ้นไดอ้ย่างรวดเร็ว สายพนัธ์ุ หรือ 

species หรือ genotype ที่ก่อโรคในคนไดจ้ะมีความทนทานกบัภาวะต่างๆ อาทิ ความเป็นเกลือ 

อุณหภูมิ pH ไดสู้ง ในขณะที่กลุ่มไม่ก่อโรคจะตายง่าย ถา้อยู่ในภาวะที่ต่างไปจากเดิมที่เคยอยู่

นอกจากน้ี mannose binding protein จะกระตุน้ cell signaling pathway ของเซลลท่ี์เช้ือไปเกาะท าให้

เกิด program cell death หรือ apoptosis เกิดขึ้น ในขณะเดียวกนั protease ท่ีเช้ือสร้างออกมาจะไป

ท าลาย cell adhesion molecule, intercellular adhesion molecule ท าให้ permeability ของเซลล์

เปล่ียนไปจากปกติ เซลลก์็จะถูกท าลายไปในที่สุด อะแคนทามีบาระยะ trophozoite เท่านั้น ท่ีมี 

mannose binding protein ระยะ cyst ไม่มี mannose binding protein ที่ผิวจึงไม่เกาะตดิ เป็นระยะที่ไม่

ติดต่ออย่างไรกต็าม ระยะ cyst เป็นระยะท่ีทนทาน ท าให้เช้ือมีชีวิตอยู่ไดน้าน มีน ้าหนกัเบา เม่ืออยู่ใน

สภาวะแวดลอ้มท่ีเหมาะสมมีสารอาหารที่ตอ้งการในการเจริญเติบโตเป็นระยะโทรโฟซอยต ์ และ

เป็นพาหะของแบคทีเรียทีก่่อโรคได ้ โดยเฉพาะ Legionella pneumophila ที่เป็นสาเหตุของโรคปอด

อกัเสบลีเจียนแนร์  

 

2.7 การวินิจฉัย  

 การวนิิจฉยัการติดเช้ือ Acanthamoeba spp. ในผูป่้วยที่มีอาการทางระบบประสาทส่วนกลาง

สามารถท าไดโ้ดยการตรวจทางกลอ้งจุลทรรศน์จากน ้าไขสันหลงั (Cerebrospinal fluid; CSF) ทั้งใน

รูปแบบ wet smear หรือจากตะกอนของ CSF ท่ีไดจ้ากการป่ันเหวี่ยง โดยแนะน าให้ป่ันดว้ยความเร็ว

ต ่า ประมาณ 10 นาที เพื่อป้องกนัการแตกของระยะ trophozoite ซ่ึงสามารถตรวจพบไดจ้ากตวัอย่าง

แบบ wet smear อย่างไรก็ตาม การแยกระหว่าง trophozoite ของ Acanthamoeba spp.

กบั macrophage อาจท าไดย้ากในบางกรณี แมว้่าการตรวจ CSF จะชว่ยในการวนิิจฉัย 

โรค Granulomatous Amebic Encephalitis (GAE) ได ้แต่การเก็บตวัอย่างดว้ยการเจาะหลงั (lumbar 

puncture) ห้ามใชใ้นผูป่้วยที่มีภาวะความดนัในกะโหลกศีรษะสูง (increased intracranial 

pressure) เน่ืองจากอาจเป็นอนัตรายต่อผูป่้วย ตะกอนของ CSF สามารถน ามาท าสไลด์โดยการตรึง

ดว้ยเมทานอล (methanol fixation) และยอ้มดว้ย Giemsa stain หรือ Wright stain ผลการตรวจทาง

เคมีของ CSF มกัพบ pleocytosis โดยมี lymphocyte เด่นชดั ร่วมกบั polymorphonuclear leukocyte 

บางส่วน ระดบักลูโคสมกัลดลง และระดบัโปรตีนสูงขึ้น ซ่ึงเป็นลกัษณะท่ีช่วยสนบัสนุนการ

วินิจฉัย GAE ได ้ นอกจากน้ี การเตรียมตวัอย่างจาก CSF หรือ bronchoalveolar lavage fluid 

(BALF) ดว้ยวิธี cytospin preparation ยงัสามารถใชช้่วยระบุการมีอยู่ของอะมีบาในผูป่้วยที่สงสัยตดิ

เช้ือ Acanthamoeba spp. ในระบบประสาทหรือระบบทางเดินหายใจได ้
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 ในระยะ trophozoite ของ Acanthamoeba spp. มีลกัษณะเฉพาะ คือ มี nucleolus เด่นชดั, 

มี contractile vacuole, และม ีcytoplasmic vacuoles ซ่ึงสามารถสังเกตไดช้ดัเจนขึ้นเม่ือยอ้ม

ดว้ย Trichrome stain หรือ Hematoxylin and Eosin (H&E)โดยเฉพาะในตวัอย่างท่ีเตรียมจากตะกอน

เซลลห์ลงัการป่ันเหวี่ยง (centrifuged cell preparation) มากกว่าการเตรียมสเมียร์แบบแห้ง (air-dried 

smear) 

 ส าหรับการวินิจฉัย โรคกระจกตาอกัเสบจากอะมีบา (Acanthamoeba keratitis) เช้ือจะเขา้สู่

ร่างกายผ่านกระจกตา (cornea) และสามารถแพร่กระจายเขา้สู่ชั้นลึก หากไม่ไดร้ับการรกัษาอย่าง

ทนัท่วงทีอาจท าให้สูญเสียการมองเห็นถาวรได ้ การวินิจฉยัทางคลินิกอาศยัการประเมินอาการ เช่น 

ตาแดงรอบกระจกตา มีขี้ตาสีเหลืองหรือเขียว กระจกตาขุน่หรือเป็นแผล อาจพบหนองในช่องหนา้

ลูกตา (hypopyon) หนงัตาบวม และรูม่านตาหดเล็ก 

การตรวจเพ่ิมเติมท่ีช่วยยืนยนัการวินิจฉัย ไดแ้ก ่

1. การส่องตรวจตาดว้ยเคร่ือง slit-lamp biomicroscope เพื่อประเมินความผดิปกติของกระจก

ตา 

2. การยอ้มกระจกตาดว้ย fluorescein stain เพ่ือระบุบริเวณแผลหรือการติดเช้ือ 

3. การตรวจหาเช้ือ Acanthamoeba spp. โดยตรง 

o การตรวจสเมียร์โดยตรง (direct smear) 

o การเพาะเล้ียงเช้ือ (culture) เพื่อยืนยนัผลการวินิจฉัย 

 

 2.8 งานวิจัยที่เกี่ยวข้อง  

ผศ.ดร.ภทัธกร บุบผนัและคณะ (2560) ส ารวจหาความชุกของอะแคนทามีบาจากตวัอย่าง 

น ้าท่ีเก็บสวนสาธารณะและจดักลุ่มอะแคนทามีบาโดยใชรู้ปร่างลกัษณะของซีสต ์ จากตวัอย่างน ้า 

ทั้งหมด 300 ตวัอย่าง โดยเฉพาะเล้ียงเช้ือท่ีฉาบดว้ย Escherichia coil ผลการวจิยัพบ Acanthamoeba 

spp. ร้อยละ 35 ของจานวนตวัอย่างทั้งหมด  

 

รศ.ดร.จตรุงค ์พุทธพรทิพย ์และคณะ (2564) ส ารวจอะแคนทามีบาในแหล่งน ้าจืดสาธารณะ 

100 แห่งใน 28 จงัหวดัทัว่ประเทศไทย และไดร้ะบุจีโนไทป์ 9 ชนิด ไดแ้ก T2-6, T3-T5, T9, T11, 

T12, T18 และ T23 ชนิดใหม่จาก 131 ไอโซเลท  

 

ผศ.จิตรกุล สุวรรณเจริญ และคณะ (2560) ส ารวจหาความชุกของอะแคนทามีบาจากแหล่ง

น ้ารอบมหาวิทยาลยัพะเยา และส ารวจหาอะแคนทามีบาจากน ้า 60 ตวัอย่างโดยการเพาะเล้ียง และ
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จ าแนกกลุ่มโดยลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของซีสตต์ามวิธีการของ Pussard และ Pons ผลการทดลอง 

พบอะแคนทามีบาร้อยละ 48.3  

 

จารุวรรณ สายรุ่งเรืองศิลป์ และคณะ (2556)้้ออะแคนทามีบา ในตลบัคอนแทคเลนส์ และ 

ศึกษาขอ้มูลการใชก้ารดูแลรักษาคอนแทคเลนส์ของนกัศกึษากลุ่ม วิทยาศาสตร์สุขภาพ มหาวิทยาลยั

รังสิต ที่ใชค้อนแทคเลนส์แบบรายเดือนถึงรายปี 

 

Layson, S. N., et al. (2024) งานวิจยัน้ีศึกษา surface water บริเวณชายฝ่ังทะเลในประเทศ

ฟิลิปปินส์ ไดแ้ก่ Mariveles (Manila Bay) และ Lingayen Gulf โดยเก็บตวัอย่างน ้าผิวดนิจ านวน 80 

ตวัอย่าง ผลการศึกษาพบว่าร้อยละ 23.75 ของตวัอย่างมีการเจริญเติบโตของ Acanthamoeba spp. 

จากนั้นท าการตรวจยืนยนัดว้ย PCR และ gene sequencing พบสายพนัธ์ุที่ส าคญั เช่น Acanthamoeba 

culbertsoni, Acanthamoeba castellanii และ genotype T4 ซ่ึงเป็นสายพนัธ์ุที่มีศกัยภาพในการก่อโรค 

 

        เคลือวลัย ์และคณะ (2565) งานวิจยัน้ี ไดเ้ก็บตวัอย่าง น ้า 51 ตวัอย่าง และ ดิน 20 ตวัอย่าง จาก

พ้ืนท่ีท่ีมีกิจกรรมของมนุษยใ์นภาคใตข้องประเทศไทย พบอะมีบาอิสระทั้งหมด 56 ตวัอย่าง โดย 

56% ของทั้งหมดสามารถระบุทางสัณฐานวิทยาว่าเป็น Acanthamoeba spp. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

มหาว
ทิยา

ลยัรั
งสิ

ต 

Ran
gsi

t U
niv

ers
ity

 



 

   
 

 

บทที่3 

 

ระเบียบวิจัย 

 

3.1 การออกแบบงานวิจัย 

การวจิยัครั้ งน้ีเป็นการวิจยัเชิงพ้ืนฐานในสาขาปรสิตวิทยา โดยใชร้ะเบียบวิธีเชิงส ารวจเพ่ือ

ศึกษา Acanthamoeba spp. จากผิวน ้า บึงโงง้ ต าบลเมืองเก่า อ าเภอเสาไห้ จงัหวดัสระบุรี โดยใช้

วิธีการเก็บตวัอย่างอย่างง่ายและการเพาะเล้ียงเช้ือ ทั้งหมด 30 ตวัอย่าง 

 

3.2 เคร่ืองมือและอุปกรณ์ 

3.2.1 เคร่ืองมือ 

1. Inverted microscope  : รุ่น ECLIPSE Ti2 / Nikon / Japan 

2. Incubator   : รุ่น IN30 / Memmert / Germany 

3. CO₂ incubator  : รุ่น EG110IR / Jouan / Germany 

4. Autoclave   : รุ่น HVE-50 / Hirayama / Japan 

5. Vortex mixer   : รุ่น G650E / Scientific Industries / Japan 

6. Centrifuge   : รุ่น Rotofix 32 / Hettich Zentrifugen / Germany 

7. Autopipette   : ขนาด 2-10 และ 20-100 ไมโครลิตร 

8.เคร่ือง PCR TECHNE  : รุ่น TC-3000 

 

3.2.2 อุปกรณ์ 

1. Hot plate stirrer 

2. Centrifuge tubes 

3. Cotton swabs 

4) Culture plate 

5) Eppendorf 

6) Pasture pipette 

7) Seropipette ขนาด 1 mL และ 5 ml
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8) ขวดแกว้ขนาด 500 mL 

9) Cell culture flask 15 mL 

 

3.3 สารเคมีและน ้ายาทดสอบ 

 

3.3.1 สารเคมี 

1) NaCl    : BRIGHTCHEM SDN BHD/New Zealand 

2) KH₂PO₄     : MALLINCKRODT CHEMICAL WORKS/USA 

3) Na₂HPO₄     : SIGMA-ALORICH/Germany 

4) Ca Cl₂.6 H₂O   : MERCK/Germany 

5) MgSO₂.7 H₂O  : MERCK/Germany 

 

3.3.2 อาหารเลีย้งเช้ือ 

1) Non-active Escherichia coli ATCC 25922 (Turbidity = 0.5 McFarland standards) 

2) Agar powder  : HIMEDIA/India 

3) Proteose-Yeast Extract-Glucose (PYG) medium 

4) Non-nutrient agar 

 

3.3.5 เช้ือมาตรฐาน 

เช้ือ Acanthamoeba castellanii ATCC 30234 ไดร้ับความอนุเคราะห์จาก      ผศ.ดร. 

ธารีรัตน์ กะลมัพะเหติ คณะเวชศาสตร์เขตร้อน มหาวิทยาลยัมหิดล  เพื่อเป็น positive control โดยน า 

Acanthamoeba ATCC30234 มาเพาะเล้ียง เพ่ือเป็นการควบคุมคุณภาพในการทดลองกบัการ

เพาะเล้ียงเช้ือ Acanthamoeba spp. ท่ีท าการส ารวจจากตวัอย่างน ้า 

 

3.4 วิธีการศึกษา 

3.4.1 กลุ่มตัวอย่าง 

ท าการเก็บตวัอย่างจากน ้าจาก บึงโงง้ ต าบลเมืองเก่า อ าเภอเสาไห้ จงัหวดัสระบุรีโดยการ

ค านวณจากสูตร ดงัน้ี 
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     n =
𝑧𝛼

2
2(𝑝)(1−𝑝)

𝑒2   

 

n =
1.962(0.92)(1 − 0.08)

0.12   

 

n = 28.27 
 

n ≈ 30 
 

เมื่อ 

n = ขนาดตวัอย่างท่ีตอ้งการ 

z = ค่าคงท่ีก าหนดระดบัความเช่ือมัน่ท่ีร้อยละ 95 = 1.96 

p = ความชกุของ Acanthamoeba spp. จากขอ้มูลการส ารวจ Acanthamoeba spp. จากแหล่ง 

น ้าและแหล่งดินธรรมชาติในประเทศไทย = ร้อยละ 8 (Pattakorn B et al., 2017) 

e = ความคลาดเคล่ือนที่ยอมรับร้อยละ 10 = 0.1 

  

 

3.4.2 วิธีการทดลอง 

โดยเก็บตวัอย่างจากเเหล่งน ้าท่ีผิวน ้าวดัระยะประมาณ 20 ถึง 50 เซนติเมตร จากขอบแหล่ง

น ้าและลึก 10 ถึง 20 เซนติเมตรโดยใชข้วดโพรพิลีนท่ีปราศจากเช้ือ 500 มิลลิลิตรการเก็บตวัอย่างน ้า

จะถูกรวบรวมโดยครอบคลุมระยะทางประมาณ 5 เมตรเก็บใส่ในภาชนะที่สะอาดพร้อมวดัค่า pH 

และ อุณหภูมิของน ้าท่ีเก็บ ตวัอย่างละ 3 ครั้ ง หาค่าเฉล่ีย ระบุต าเเหน่ง สถานท่ี เเละวนั/เดือน/ปี 

ตวัอย่างน ้าน าส่งท่ีห้องปฏิบตัิการ คณะเทคนิคการเเพทย ์มหาวิทยาลยัรังสิต 

 

3.4.3 การเตรียมตัวอย่าง 

ตวัอย่างน ้าน ามาผ่านวิธีการตกตะกอน โดยน ามาใส่ในหลอดป่ันตกตะกอนแลว้ปิดฝา น าไป

ป่ันดว้ยความเร็วท่ี 2,000 rpm เป็นเวลา 5 นาที เทส่วนบนท้ิง แลว้น าส่วนตะกอนมาตรวจหาดว้ยวิธี

ต่างๆ  

3.4.4 การตรวจภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 

น าส่ิงตวัอย่างท่ีผ่านการป่ันตกตะกอนและกรองเศษปฏิกูล หยดตวัอย่าง ปริมาตร 1 หยดลง

บนสไลด์ หลงัจากนั้นใชน้ ้าเกลือ 0.8% NSS 1 หยด แลว้ปิดดว้ย coverslip ซ่ึงเตรียมดว้ยวิธี Direct 
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smear examination มาตรวจภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ ทีก่  าลงัขยาย 400x โดยวางสไลด์ลงบนแท่นวาง

วตัถุปรับปริมาณแสงดว้ย diaphragm ให้พอเหมาะ และท าการบนัทกึผลเมื่อพบลกัษณะการเคล่ือนที่ 

ของเช้ือท่ีสงสัยว่าเป็นเช้ือ Acanthamoeba ระยะ trophozoites หรือระยะ cyst จากนั้นท าการ

เปรียบเทียบกบัการศึกษาการจ าแนกลกัษณะเช้ือ Acanthamoeba spp. ของ Pussard & pons 

 

3.4.5 การเพาะเลีย้งเช้ือ Acanthamoeba spp. 

น าส่ิงตวัอย่างท่ีไดป่ั้นตกตะกอนแลว้ แยกใส่ eppendorf tube 0.5 mL  และ pipette ตวัอย่าง

มาปริมาตร 20 ul หยดลงบน NNA ที่เคลือบดว้ย 0.5 McFarland E.coli solution แลว้น าไปบ่มที่ตู ้

CO₂ incubator ที ่37 ͦC ตรวจภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ชนิด Inverted microscope และท าการบนัทกึผล

เม่ือพบลกัษณะการเคล่ือนท่ีของเช้ือท่ีสงสัยว่าเป็นเช้ือ Acanthamoeba ระยะ trophozoites หรือระยะ 

cyst จากนั้นท าการเปรียบเทียบกบัการศึกษาการจ าแนกลกัษณะเช้ือ Acanthamoeba spp. ของ Pussard 

& pons 

 

3.4.6 การสกัดและท าให้บริสุทธิ์ของดีเอน็เอ (DNA Extraction and Purification)  

 เช้ือ Acanthamoeba spp. ทั้งระยะซีสต ์ (cyst) และระยะโทรโฟซอยต ์ (trophozoite) ถูกเก็บ

จากจานเพาะเล้ียงท่ีให้ผลบวก โดยเติมน ้าเกลือ Page’s amoeba saline (PAS) ที่เก็บรักษาไวท้ี่อุณหภูม ิ

2–8°C ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ลงในหลอดไมโครเซนทริฟิวจ ์ จากนั้นเติม PAS ปริมาตร 600 

ไมโครลิตร ลงบนผิวของอาหารวุน้ เพ่ือชะลา้งและแยกเซลลท่ี์เกาะอยู่บนพ้ืนผิว หากบริเวณท่ีพบ

เช้ือมีขนาดจ ากดั จะใชใ้บมีดปลอดเช้ือขูดผิววุน้อย่างเบามือ แลว้ดูดของเหลวท่ีชะลา้งเซลลร์วมกบั 

PAS ลงในหลอดไมโครเซนทริฟิวจ์ดงักล่าว ท าให้ไดต้วัอย่างท่ีมีปริมาตรรวมประมาณ 800 

ไมโครลิตร จากนั้นน าไปสกดัดีเอ็นเอตามขั้นตอนของชุดน ้ายา Quick-DNA™ Miniprep Plus 

Kit (Zymo Research, USA) 

 

3.4.6.1 ขั้นตอนการเตรียมและสกดัดีเอน็เอ 

 1. การเตรียมสารละลาย (Reagent Preparation) 

เตรียมสารละลาย Proteinase K โดยเติมสารละลาย buffer ปริมาตร 1,040 ไมโครลิตร ลงในผง 

Proteinase K (20 มิลลิกรัม) แลว้ผสมให้เขา้กนั ความเขม้ขน้สุดทา้ยของ Proteinase K จะอยู่ที่

ประมาณ 20 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -20°C จนกวา่จะน ามาใชง้าน 
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2. ขั้นตอนการย่อยตัวอย่าง (Sample Digestion) 

น าตวัอย่างปริมาตรไม่เกิน 200 ไมโครลิตร ใส่ในหลอดไมโครเซนทริฟิวจ์ จากนั้นเติม 

• BioFluid & Cell Buffer (สีแดง) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร 

• Proteinase K ปริมาตร 20 ไมโครลิตร 

(หากปริมาตรตวัอย่างนอ้ยกว่า 200 ไมโครลิตร ให้ปรับปริมาณของ BioFluid & Cell Buffer และ 

Proteinase K ตามสัดส่วน) 

ผสมให้เขา้กนัโดยการเขย่าดว้ยเคร่ือง Vortex ประมาณ 10–15 วินาที แลว้น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 55°C 

เป็นเวลา 10 นาที เพ่ือย่อยสลายเซลล ์หลงัจากนั้นเติม Genomic Binding Buffer ในอตัราส่วน 1:1 กบั

ตวัอย่างท่ีผ่านการย่อย แลว้ผสมให้เขา้กนัดว้ยการ Vortex อีกครั้ ง ตวัอย่างเช่น หากตวัอย่างหลงัการ

ย่อยมีปริมาตร 105 ไมโครลิตร ให้เติม Genomic Binding Buffer ปริมาตร 105 ไมโครลิตร 

 

3. การท าให้ดีเอ็นเอบริสุทธิ์ (DNA Purification) 

1. น าส่วนผสมทั้งหมดใส่ลงในคอลมัน์ Zymo-Spin™ IIC-XLR ทีว่างอยู่ในหลอดเก็บ

ตวัอย่าง จากนั้นป่ันท่ีความเร็ว ≥ 12,000 × g เป็นเวลา 1 นาที แลว้ท้ิงของเหลวท่ีไหลผ่าน 

2. เติม DNA Pre-Wash Buffer ปริมาตร 400 ไมโครลิตร ป่ันท่ีความเร็ว ≥ 12,000 × g เป็น

เวลา 1 นาที แลว้เทของเหลวท่ีไหลผ่านออก จากนั้นเปล่ียนหลอดเก็บตวัอย่างใหม่ 

3. เติม g-DNA Wash Buffer ปริมาตร 700 ไมโครลิตร ป่ันท่ีความเร็ว ≥ 12,000 × g เป็นเวลา 

1 นาที แลว้ท้ิงของเหลวท่ีไหลผ่าน จากนั้นเปล่ียนหลอดเกบ็ตวัอย่างใหม่ 

4. เติม g-DNA Wash Buffer อีกครั้ ง ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ป่ันท่ีความเร็ว ≥ 12,000 × g 

เป็นเวลา 1 นาที แลว้ท้ิงของเหลวท่ีไหลผ่าน 

5. ยา้ยคอลมัน์ไปยงัหลอดไมโครเซนทริฟิวจ์ที่สะอาด แลว้เตมิ DNA Elution Buffer หรือ น ้า

กลั่นปลอดเช้ือ (nuclease-free water) ปริมาตรอย่างนอ้ย 50 ไมโครลิตร ลงบนเมมเบรน 

ของคอลมัน์ พกัไวท่ี้อุณหภูมิห้อง 5 นาที จากนั้นป่ันดว้ยความเร็วสูงสุดเป็นเวลา 1 นาที 

เพื่อให้ไดส้ารละลายดีเอ็นเอ 

ดีเอ็นเอที่ไดส้ามารถน าไปใชใ้นการตรวจวิเคราะห์ทางอณูชีววิทยาไดท้นัที หรือ เก็บรักษาไวท้ี่

อุณหภูมิ ≤ -20°C ส าหรับใชใ้นอนาคต 

 

หมายเหต ุ

1. หากปริมาตรตวัอย่างหลงัสกดันอ้ยกว่า 50 ไมโครลิตร ควรปรับเพ่ิมให้ครบดว้ย DNA 

Elution Buffer 
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2. การบ่มดว้ย Proteinase K ขา้มคืนสามารถท าไดโ้ดยไม่ส่งผลต่อคุณภาพของดีเอ็นเอ 

3. หากพบตะกอนหรือชั้นไขมนัหลงัการสกดั ให้ป่ันท่ีความเร็ว ≥ 12,000 × g เป็นเวลา 1 นาที 

แลว้ถ่ายเฉพาะส่วนใสไปยงัหลอดใหม่ 

4. หากมีของเหลวคงเหลือในคอลมัน์ ควรป่ันต่ออีก 1 นาที หรือจนกระทัง่ของเหลวหมด 

 

3.4.7 ไพรเมอร์ PCR (PCR Primers) 

ชุดไพรเมอร์ที่ใชใ้นการศึกษาไดม้าจากงานวจิยัของ Schroeder et al.(2001) โดยไพรเมอร์ถูก

สังเคราะห์โดยบริษทั Macrogen® จาก Korea ไพรเมอร์ที่ใชจ้ าเพาะต่อสกุล Acanthamoeba ไดร้ับ

การออกแบบจากล าดบันิวคลีโอไทด์ 18S rRNA ดงัน้ี: 

ชุดไพรเมอร์ที่ใชค้ือ JDP1 และ JDP2 ซ่ึงถูกออกแบบมาจากยีน 18S rRNA ของ Acanthamoeba spp. 

โดยขนาดที่คาดการณ์ของผลิตภณัฑ ์ PCR อยู่ที่ประมาณ 450-470 กโิลเบส และถูกเลือกโดย

โปรแกรมออกแบบโอลิโกนิวคลีโอไทด ์

 (JDP1) 5′-GGCCCAGATCGTTTACCGTGAA-3′ 
 (JDP2) 5′-TCTCACAAGCTGCTAGGGA-3′ 
 

3.4.8 ปฏิกิริยาลูกโซ่โพลีเมอเรส (Polymerase Chain Reaction - PCR) 

การท าปฏิกิริยา PCR จะด าเนินการในปริมาตร 25 ไมโครลิตร โดยใชด้ีเอ็นเอจีโนมกิขนาด 

1-2 นาโนกรัม ไพรเมอร์แต่ละตวัความเขม้ขน้ 2 นาโนโมล ในน ้ายาบฟัเฟอร์ PCR (ประกอบดว้ย 10 

mM Tris-HCl, pH 9.0, 50 mM  potassium chloride และ 1.5mM magnesium chloride) และ

deoxynucleoside triphosphates 200 ไมโครโมลาร์ รวมถึง Taq DNA polymerase 1 หน่วย 

การเพ่ิมจ านวนดีเอ็นเอท าในเทอร์โมไซเคลอร์โดยใชโ้ปรแกรมอุณหภูมิดงัน้ี: 

 ท าให้ดีเอ็นเอคลายเกลียวที่   :94°C เป็นเวลา 5 นาท ี

 ท าซ ้า 30 รอบ ประกอบดว้ย: 

 การแยกสายดีเอ็นเอ(Denature)ที่   :94°C เป็นเวลา 1 นาท ี

 การจบัคู่ของไพรเมอร์(Annealing)ที่  :50°C เป็นเวลา 1 นาท ี

 การขยายสายดีเอ็นเอ(Extension)ที่  :72°C เป็นเวลา 1 นาท ี

 หลงัจากรอบสุดทา้ย ขยายดีเอ็นเอเพ่ิมเติมท่ี 72°C เป็นเวลา 5 นาที 

ผลิตภณัฑ ์PCR ที่ไดจ้ะถูกแยกดว้ย electrophoresis ใน 1% agarose gel ในน ้ายา TAE และยอ้มดว้ย 

Safe-Green™ dye ใชแ้รงดนัไฟฟ้า 75 V/cm เป็นเวลา 40 นาที จากนั้นส่องดูภายใตแ้สงยูวีเพ่ือ

เปรียบเทียบขนาดของผลิตภณัฑก์บั 100 bp marker
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บทที่ 4 

 

ผลการทดลอง 

 

การศึกษาการตรวจหาเช้ือ Acanthamoeba spp. จากผิวน ้าในบริเวณชุมชน อ าเภอเสาไห้ 

จงัหวดัสระบุรี โดยวิธีการตรวจหาเช้ือ Acanthamoeba spp. ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ และการเพาะเล้ียง

เช้ือ (Acanthamoeba spp. cultivation) และการตรวจหาเช้ือ Acanthamoeba spp. ดว้ยวิธีทางอณูวิทยา 

 

4.1 การตรวจหาเช้ือ Acanthamoeba spp. จากตัวอย่างน ้าภายใต้กล้องจุลทรรศน์ (Microscopic 

examination) 

4.1.1) ตวัอย่างน ้าจากบึงโงง้ ต าบลเมืองเก่า 

ผลจากการตรวจหาเช้ือ Acanthamoeba spp ในน ้าโดยการตรวจภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน ์ จากตวัอย่าง

น ้าท่ีเก็บมาทั้งหมด 30 ตวัอย่าง ไดแ้ก่ w1, w2, w3, w4, w5, w6, w7, w8, w9, w10, w11, w12, w13, 

w14, w15, w16, w17, w18, w19, w20, w21, w22, w23, w24, w25, w26, w27, w28, w29, w30 พบว่า

ไม่พบเช้ือ Acanthamoeba spp. รายงานผลเป็น ผลลบ (Negative) คดิเป็นร้อยละ 100.00 

 

ตารางที่4.1 แสดงผลค่า สี ความขุ่น pH อุณหภูมิ และ Direct examination  
ต าแหน่ง Color Turbidity  pH Temperature(°C)  Result 

w1 Pale yellow 1+ 8.0 24.1 Negative 

w2 Pale yellow Few 8.0 24.3 Negative 

w3 Pale yellow Few 8.0 24.3 Negative 

w4 Pale yellow Few 8.0 25.1 Negative 

w5 Pale yellow Few 8.0 25.1 Negative 

w6 Pale yellow Few 8.1 24.9 Negative 

w7 Pale yellow Few 8.0 24.8 Negative 

w8 Pale yellow Few 8.0 24.6 Negative 

w9 Pale yellow Few 8.1 24.6 Negative 

w10 Pale yellow 1+ 8.1 24.4 Negative 

w11 Pale yellow Few 8.1 24.4 Negative 
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w12 Pale yellow Few 8.1 24.5 Negative 

w13 Pale yellow Few 8.1 24.8 Negative 

w14 Pale yellow Few 8.1 25.0 Negative 

w15 Pale yellow Few 8.0 24.7 Negative 

w16 Pale yellow Few 8.0 25.4 Negative 

w17 Pale yellow 1+ 8.1 25.2 Negative 

w18 Pale yellow 1+ 8.1 25.3 Negative 

w19 Pale yellow Few 8.2 25.1 Negative 

w20 Pale yellow Few 8.3 25.3 Negative 

w21 Pale yellow Few 8.3 25.3 Negative 

w22 Pale yellow Few 8.3 25.5 Negative 

w23 Pale yellow 1+ 8.3 25.4 Negative 

w24 Pale yellow 1+ 8.2 25.4 Negative 

w25 Pale yellow Few 8.4 25.7 Negative 

w26 Pale yellow Few 8.4 25.8 Negative 

w27 Pale yellow Few 8.5 25.7 Negative 

w28 Pale yellow Few 8.2 25.2 Negative 

w29 Pale yellow Few 8.2 25.1 Negative 

w30 Pale yellow Few 8.2 25.1 Negative 

Positive = พบเช้ือ Acanthamoeba spp. 

Negative = ไม่พบเช้ือ Acanthamoeba spp. 
  

4.2 การเพาะเลีย้งเช้ือ (Acanthamoeba spp. cultivation) 

ผลการเพาะเล้ียงเช้ือ Acanthamoeba spp. จากแหล่งน ้า บึงโงง้ ต าบลเมืองเก่า อ าเภอเสาไห้ 

จงัหวดัสระบุรี ทั้งหมด 30 ตวัอย่าง พบเช้ือ Acanthamoeba-like จ านวน 9 ตวัอย่าง คิดเป็นร้อยละ 30 

รายงานผลเป็น ผลบวก (Positive) ไม่พบเช้ือจ านวน 21 ตวัอย่าง คิดเป็นร้อยละ 70 รายงานผลเป็น 

ผลลบ (Negative) 
  
ตารางที่ 4.2 แสดงผลการเพาะเลีย้งเช้ือ Acanthamoeba spp.  

การอ่านผลจะเร่ิมอ่านผล Positive ใน 7 วนั 
No. Result 

w1 Negative 

w2 Negative  

w3 Negative 

มหาว
ทิยา

ลยัรั
งสิ

ต 

Ran
gsi

t U
niv

ers
ity

 



19 
 

   
 

w4 Env. amoeba 
w5 Negative 

w6 Negative 

w7 Env. amoeba 
w8 Negative 

w9 Negative 

w10 Env. amoeba 
w11 Negative 

w12 Env. amoeba 
w13 Env. amoeba 
w14 Negative 

w15 Negative 

w16 Negative 

w17 Env. amoeba 
w18 Env. amoeba 
w19 Negative 

w20 Negative 

w21 Env. amoeba 
w22 Negative 

w23 Env. amoeba 
w24 Negative 

w25 Negative 

w26 Negative 

w27 Negative 

w28 Negative 

w29 Negative 

w30 Negative 

*Env. Amoeba = Environmental amoeba 

 

 

 

4.3 การตรวจหาเช้ือ Acanthamoeba spp. ในน า้โดยวิธกีารท า Conventional PCR  

 ผลจากการตรวจหาเช้ือ Acanthamoeba spp. ในน ้าโดยวิธีการท า Conventional PCR จาก

ตวัอย่างทั้งหมด 12 ตวัอย่าง พบว่าทั้งหมด 12 ตวัอย่างไม่พบเช้ือ Acanthamoeba spp. ไดแ้ก่ w4, w7, 
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w10, w13 ,w17 ,w18 ,w12 ,w21 ,w23, w4.3(1), w4.3(2), 4.3(s) คิดเป็นร้อยละ 100 และพบว่า 

positive control ให้ PCR product ที่ 450-470 bp. 

 

 
 

รูปท่ี 4.1 แสดงผล Conventional PCR  

M: Marker, Lane1:w4, Lane2:w7, Lane3:w10, Lane4:w13, Lane5:w17, Lane6:w18, Lane7:w12, 

Lane8:w21, Lane9: w23, Lane10:312, Lane11:AC, Lane12:2009, Lane13:4.3(1), Lane14:4.3(2), 

Lane15:4.3(s), Lane16: Negative Control 

 

4.4 ผลการทดสอบการกระจายตัวของข้อมูล (Tests of Normality) 

จากการทดสอบการกระจายตวัของขอ้มูลดว้ยวิธี Kolmogorov-Smirnov และ Shapiro-Wilk พบว่า ตวั

แปรทั้งหมด ไดแ้ก่ ผลการตรวจพบเช้ือดว้ยวิธีการเพาะเล้ียง (culture), ค่า pH, อุณหภูมิของน ้า 

(temperature) และความขุ่น (turbidity) มคี่า Sig. < 0.05 ซ่ึงหมายความว่าขอ้มูล ไม่เป็นไปตาม

การกระจายตวัแบบปกติ (non-normal distribution) ดงันั้นในการวิเคราะห์ความสัมพนัธ์จึง

เลือกใชส้ถิติแบบไม่อาศยัพารามิเตอร์ (non-parametric statistics) คือ Spearman’s Rank 

Correlation Coefficient 
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                    รูปท่ี4.2 แสดงผลการทดสอบการกระจายตวัของข้อมูล (Tests of Normality) 

 

4.5 ผลการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างตัวแปร (Spearman’s Rank Correlation) 

จากผลการวิเคราะห์ความสัมพนัธ์พบว่า 

1. ความสัมพนัธ์ระหว่างค่า pH และอุณหภูมิของน ้า พบว่าคา่ pH มีความสัมพนัธ์เชิงบวกกบั

อุณหภูมิอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (r = 0.625, p < 0.001) หมายถึง เม่ือน ้ามีอุณหภูมิสูงขึ้น ค่า 

pH มีแนวโนม้สูงขึ้นตาม 

2. ความสัมพนัธ์ระหว่างความขุ่นของน ้าและผลการตรวจพบเช้ือดว้ยการเพาะเล้ียง พบว่าค่า

ความขุน่มีความสัมพนัธ์เชิงลบกบัผลเพาะเล้ียง (r = −0.400, p = 0.028) หมายความว่า 

ความขุน่ของน ้าลดลงจะมีโอกาสตรวจพบเช้ือ Acanthamoeba spp.จากการเพาะเล้ียงมากขึ้น 

3. ตวัแปรคู่ที่เหลือไม่มีความสัมพนัธ์อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p > 0.05)  

ผลการศึกษาน้ีช้ีให้เห็นว่าปัจจยัดา้นคุณสมบตัิทางกายภาพของน ้าบางประการอาจมีอิทธิพลต่อการ

พบเช้ือ Acanthamoeba spp. ในแหล่งน ้าธรรมชาติ โดยเฉพาะความขุ่นของน ้าท่ีสัมพนัธ์กบัอตัราการ

เพาะเล้ียงเช้ือไดส้ าเร็จ 
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 รูปท่ี4.3 ผลการวิเคราะห์ความสัมพนัธ์ระหว่างตวัแปร (Spearman’s Rank Correlation) 

 

4.6 ช่วงความเช่ือมั่นของค่าสหสัมพันธ์ (Confidence Interval of Spearman’s rho) 

ผลการค านวณช่วงความเช่ือมัน่ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% แสดงให้เห็นว่า 

• ค่า pH และอุณหภูมิของน ้ามีช่วงความเช่ือมัน่ 0.332 ถึง 0.808 สอดคลอ้งกบัผลการทดสอบ

ที่พบว่ามีความสัมพนัธ์อย่างมีนยัส าคญัทางสถิต ิ

• ค่า Turbidity และ Culture มีช่วงความเช่ือมัน่ระหว่าง −0.671 ถึง −0.035 ซ่ึงสอดคลอ้ง

กบัผลที่พบความสัมพนัธ์เชิงลบอย่างมีนยัส าคญั 

ผลดงักล่าวสนบัสนุนว่าความสัมพนัธ์ท่ีพบมีความน่าเช่ือถือและมีความสอดคลอ้งกนัทั้งค่า

ความสัมพนัธ์และช่วงความเช่ือมัน่ทางสถิติ 
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 รูปท่ี4.4ช่วงความเช่ือมัน่ของค่าสหสัมพนัธ์ (Confidence Interval of Spearman’s rho) 
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บทที่ 5 

 

สรุปและวิจารณ์ผลการทดลอง 
 

5.1 บทสรุปและวิจารณ์ผลการทดลอง 

 

จากการส ารวจการเก็บตวัอย่างน ้า 30 ตวัอย่าง ซ่ึงตวัอย่างน ้าท่ีเก็บบริเวณชุมชนในต าบล

เมืองเก่า อ าเภอเสาไห้ จงัหวดัสระบุรี มีอุณหภูมิเฉล่ีย 25.8 องศาเซลเซียส และค่าความเป็นกรด-เบส 

(pH) เฉล่ียของน ้ามีค่าเท่ากบั 8.1เม่ือน าไปส่องดว้ยกลอ้งจลุทรรศน์ไม่พบเช้ือ Acanthamoeba spp.  

ร้อยละ 0 ซ่ึงทั้งอุณหภูมิเฉล่ียและค่าความเป็นกรดเบสอยู่ในช่วงท่ีพบในแหล่งน ้าจืดธรรมชาติท่ีใช้

ในชุมชนหรือสวนสาธารณะในประเทศไทย (กรมควบคุมมลพิษ, 2020) ซ่ึงเป็นช่วงท่ี 

Acanthamoeba spp. สามารถอาศยัและเจริญเติบโตไดต้ามรายงานการส ารวจน ้าสวนสาธารณะใน

ประเทศไทย (ภทัธกร บุบผนั และคณะ, 2018) และการวิเคราะห์ Acanthamoeba spp. จากแหล่งน ้าจืด

ทัว่ประเทศ (Putaporntip et al., 2011)  

ผลการเพาะเล้ียงเช้ือจากแหล่งน ้า บึงโงง้ ต าบลเมืองเก่า อ าเภอเสาไห้ จงัหวดัสระบุรีพบเช้ือ 

ร้อยละ 30 มีอุณหภูมิเฉล่ีย 24.9 องศาเซลเซียส ค่า pH 8.1 โดยการส ารวจน้ี พบลกัษณะของ

Environmental amoeba โดยลกัษณะท่ีพบมีผนงัชั้นนอกหนา ผนงัชั้นในมีรูปร่างเหล่ียมคลา้ยดาว 

หากเปรียบเทียบกบัการจ าแนกลกัษณะของซีสตอ์อกเป็น 3 กลุ่ม ตามหลกัของ Pussard and Pons 

(1977) พบว่าใกลเ้คียง กลุ่มท่ี1( Astronyxis ) และ กลุ่มท่ี2 (Polyphagid) ซ่ึงไม่สามารถแยกกนัไได้

ดว้ยวิธี culture และยงัสอดคลอ้งกบัการรายงานพบ Acanthamoeba spp. กลุ่มท่ี 2 ในส่ิงแวดลอ้มมาก

ท่ีสุด และพบการตดิเช้ือในคนมากท่ีสุด (Khan, 2009)  นอกจากน้ีผลการศึกษายงัสอดคลอ้งกนักบั

การส ารวจอะแคนทามีบาในตวัอย่างน ้าสวนสาธารณะในประเทศไทย (ภทัธกร บุบผนัและคณะ, 

2018) 

การตรวจหาเช้ือ Acanthamoeba spp. ดว้ยเทคนิคทางอณูชีววิทยาโดยวิธี Conventional 

PCR พบว่า Positive control ให้ผลเป็นช้ินส่วนดีเอ็นเอของ Acanthamoeba spp. ขนาดประมาณ 450 

bp ขณะที่ Negative control ไม่พบช้ินส่วนดีเอ็นเอของเช้ือ แสดงให้เห็นว่าชุดสกดัดีเอ็นเอ วิธีการ

สกดั และเทคนิคที่ใชใ้นกระบวนการ PCR มีประสิทธิภาพและสามารถใชง้านไดอ้ย่างถูกตอ้ง 
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อย่างไรก็ตาม ผลการศึกษาพบว่าไม่สามารถตรวจพบช้ินส่วนดีเอ็นเอของ Acanthamoeba spp. จาก

ส่ิงตวัอย่างท่ีน ามาทดสอบได ้ ซ่ึงอาจเกิดจากหลายสาเหตุ ไดแ้ก่ ปริมาณดีเอ็นเอของเช้ือในส่ิง

ตวัอย่างมีนอ้ยเกนิไป ระดบัความบริสุทธ์ิของดีเอ็นเอไม่เพียงพอ หรือมีสารยบัยั้งปฏิกิริยา (PCR 

inhibitors) อยู่ในตวัอย่าง ท าให้ปฏิกิริยา PCR เกดิขึ้นในระดบัต ่าหรือไม่เกิดขึ้นเลย ส่งผลให้ไม่

สามารถตรวจพบช้ินส่วนดีเอ็นเอของ Acanthamoeba spp. ไดจ้ากส่ิงตวัอย่างดงักล่าว 

ส าหรับเช้ือ environmental amoeba ท่ีพบในครั้ งน้ี ลกัษณะของ cyst  มีทั้ง สองแบบ ขนาด

เล็ก และ ขนาดใหญ่ ซ่ึงขนาดใหญ่ มีผนงัสองชั้น ชั้นนอกมีผิวขรุขระ ทรงกลม ส าหรับระยะ  cyst 

ขนาดเล็ก มีผนงัทรงกลม ท าให้ยงัไม่สามารถระบุไดว้่าเป็นเช้ือ  Acanthamoeba  spp. จากการ ตรวจ

ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์และการเพาะเล้ียงเช้ือ ดงันั้นการตรวจดว้ยเทคนิคทางอณูชีววิทยา จึงมีความ

จ าเป็น ซ่ึงพบว่าเมื่อใชเ้ทคนิค PCR เปรียบเทียบกบั Real time PCR พบว่าการตรวจ จะมีความไวและ

จ าเพาะกว่าการตรวจดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ โดยเม่ือเปรียบเทียบกบัการเพาะเล้ียง เช้ืออาจจะยงัไม่

สามารถเปรียบเทียบได ้ เน่ืองจากหากมีปริมาณเช้ือนอ้ย หรือมี inhibitor ในตวัอย่าง จะท าให้ผล มี

ความไวต ่ากว่า สรุปไดว้่าการตรวจส่ิงส่งตรวจจากน ้าผิวดินในแหล่งน ้า ท าการ ตรวจวินิจฉัยดว้ย

เทคนิคต่างๆที่เกีย่วทางการแพทยไ์ด ้  
    

5.2 ข้อเสนอแนะ 

บึงโงง้อยู่ท่ีต าบลเมืองเก่า อ าเภอเสาไห้ จงัหวดัสระบุรีเป็นแหล่งน ้าธรรมชาติ เป็นแหล่งเก็บ

กกัน ้าตลอดปี มีชุมชนรอบ ๆ ใชป้ระโยชน ์เช่น อุปโภค บริโภค การเกษตร และประมง การตรวจหา 

Acanthamoeba หรือ free-living amoebae ท่ีปะปนอยู่ในแหล่งน ้าท่ีคนสามารถสัมผสัหรือใช้

ประโยชน์จึงมีความส าคญัเชิงสาธารณสุขและจะมีผลทางออ้มต่อการแพร่ของเช้ือแบคทีเรียท่ีมี free-

living amoeba เช่น Acanthamoeba spp. เป็น reservoir หรือ host ที่ท าให้เกิดโรคเช่น Legionella, 

Mycobacterium spp. (Rayamajhee et al., 2022) 

ในการทดสอบ Acanthamoeba spp. cultivation ครั้ งน้ีพบระยะซีสตม์ากกว่าระยะโทรโฟ

ซอยตซ่ึ์งปัญหาเกิดจากสภาพส่ิงแวดลอ้มท่ีมีปัจจยัไม่เหมาะสม เช่น อุณหภูมิท าให้เช้ืออะแคนทามี

บามีการเปล่ียนจากระยะดงักล่าวเพ่ือความอยู่รอดทั้งน้ี หากตอ้งการทราบสายพนัธ์ุของเช้ืออะแคน

ทะมีบา ทางผูว้ิจยัเสนอให้ท าการทดสอบดว้ยเทคนิคระดบัชีวโมเลกุล เช่น DNA sequencing ซ่ึงจะ

สามารถน ามาประยุกตใ์ชใ้นการศึกษาต่อไป 
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ภาคผนวก ก 

รายละเอียดการเตรียมสารเคมี 
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การเตรียมน ้ายาและสารเคมี 

 

สารเคมี 

1) NaCl :BRIGHTCHEM SDN BHD/New Zealand 

2) KH2PO4 :MALLINCKRODT CHEMICAL WORKS/USA 

3) Na2HPO4 :SIGMA-ALORICH/Germany 

4) CaCl2.6H2O :MERCK/Germany 

5) MgSO2.7H2O : MERCK/Germany 

 

อาหารเลีย้งเช้ือ 

1) Non-active Escherichia coli ATCC 25922 (Turbidity = 0.5 McFarland 

standards) 

2) Agar powder :HIMEDIA/India 

3) Proteose-Yeast extract-Glucose (PYG) medium 

4) Non-nutrient agar 

 

การเตรียม Page’s amoeba saline (PAS) 

1.ชัง่ส่วนประกอบต่างๆ ดงัต่อไปน้ี 

- KH2PO4 0.136 g. 

- Na2HPO4 0.142 g. 

- CaCl2.6H2O 0.004 g. 

- MgSO2.7H2O 0.004 g. 

- DW 1000 ml 

2. สารละลายส่วนประกอบต่างๆในน ้ากลัน่ให้ส่วนประกอบละลายโดยใชค้วามร้อนช่วย 

แลว้ปรับปริมาตรให้ครบตามสูตรดว้ยน ้ากลัน่ 

3. ปรับ pH 6.8 - 7.0 

4. Autoclave 15 นาที เพ่ือฆ่าเช้ือจุลินทรียใ์น Page  amoeba saline 
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การเตรียม 1.5 % Non nutrient agar 

1. น ้า Page’s amoeba saline ที่เตรียมไว ้100 ml 

2. ผสมกบัผงวุน้ 1.5 g ผสมละลายดว้ยความร้อน 

3. 1.5 % Non nutrient ager ที่เตรียมไวเ้ขา้ Autoclave 15 นาที 

4. 1.5 % Non nutrient agar ลงใน petri dish 
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ภาคผนวก ข 

การเก็บส่ิงตัวอย่าง 
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การเก็บตัวอย่างน ้า 

1.วดัระยะห่างจากขอบแหล่งน ้า 20 ถึง 50 ซม. และ ลึกประมาณ 10 ถึง 20 ซม. 

 
 

 

 

 

 

 

2. ใชก้ระป๋องเก็บตวัอย่างขนาด 500 ml เก็บตวัอย่างน ้ามาใส่กระปุกเก็บตวัอย่าง 
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3.วดัอุณหภูมิและจดบนัทึก 
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ภาคผนวก ค 

วิธีการตรวจตัวอย่าง 
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การตรวจหาเช้ือในน ้าโดยยวิธีการอย่างง่าย ((Direct examination) 

1.น ามาผ่านวิธีการตกตะกอน โดยน าใส่ในหลอดป่ันตกตะกอน แลว้ปิดฝา น าไปป่ันดว้ย 

ความเร็วที่ 2,000g เป็นเวลา 15 นาที เทส่วนบนท้ิง แลว้น าส่วนตะกอนมาตรวจหาดว้ยวิธีต่างๆ 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

2.น าตวัอย่างน ้าท่ีไดม้าหยดลงบนสไลด์ปริมาตร 20 μL จากนั้นปิด coverslip  

 

 

 

 

 

3.ตรวจหาเช้ือใตก้ลอ้งจุลทรรศน ์
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ประวัติผู้วิจัย 

 

ช่ือ-สกุล  อภิญญา เวบส์เตอร์ 

วนั เดือน ปีเกดิ  17 พฤษภาคม 2545 

สถานที่เกิด  กรุงเทพมหานคร 

ที่อยู่ปัจจุบนั  300/133 หมู่6 ต าบลบางเสร่ อ าเภอสัตหีบ จงัหวดัชลบุรี  

ประวตักิารศึกษา  ส าเร็จการศึกษาระดบัมธัยมศึกษาตอนตน้ พ.ศ.2560 

   จากโรงเรียนสิงห์สมุทร จงัหวดัชลบุรี 

   ส าเร็จการศึกษาระดบัมธัยมศึกษาตอนปลาย พ.ศ.2563 

   จากโรงเรียนสิงห์สมุทร จงัหวดัชลบุรี 

ปัจจุบนั   นกัศึกษาคณะเทคนิคการแพทย ์ชั้นปีท่ี4 มหาวิทยาลยัรังสิต 
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ประวัติผู้วิจัย 

 

ช่ือ-สกุล  ปฏิภาณ เพชรนอ้ย 

วนั เดือน ปีเกดิ  11 ตุลาคม 2545  

สถานที่เกิด  เพชรบูรณ์  

ที่อยู่ปัจจุบนั  21 / สอง หมู่ 3 ต าบลห้วยสะแก อ าเภอเมืองจงัหวดัเพชรบูรณ์  

ประวตักิารศึกษา  ส าเร็จการศึกษาระดบัมธัยมศึกษาตอนตน้ พ.ศ. 2560  

จากโรงเรียนองคก์ารบริหารส่วนจงัหวดัเพชรบูรณว์งัชมภวูิทยาคม  

 จงัหวดัเพชรบูรณ ์

ส าเร็จการศึกษาระดบัมธัยมศึกษาตอนปลาย  พ.ศ. 2563  

จากโรงเรียนเพชรพิทยาคม จงัหวดัเพชรบูรณ ์

ปัจจุบนั   นกัศึกษาคณะเทคนิคการแพทยช์ั้นปีท่ี 5 มหาวิทยาลยัรังสิต 
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ประวัติผู้วิจัย 

 

ช่ือ-สกุล  พรชิตา สว่างศรี 

วนั เดือน ปีเกดิ  8 สิงหาคม 2546 

สถานที่เกิด  นครสวรรค ์

ที่อยู่ปัจจุบนั  310/1 หมู่9 ต าบลแม่เปิน อ าเภอแม่เปิน จงัหวดันครสวรรค ์

ประวตักิารศึกษา  ส าเร็จการศึกษาระดบัมธัยมศึกษาตอนตน้ พ.ศ.2561 

   จากโรงเรียนเซนโยเซฟนครสวรรค ์จงัหวดันครสวรรค ์

   ส าเร็จการศึกษาระดบัมธัยมศึกษาตอนปลาย พ.ศ.2564 

   จากโรงเรียนโพธิสารศึกษา จงัหวดันครสวรรค ์

ปัจจุบนั   นกัศึกษาคณะเทคนิคการแพทย ์ชั้นปีท่ี4 มหาวิทยาลยัรังสิต 
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ประวัติผู้วิจัย 

 

ช่ือ-สกุล   อจัจิมา  ทิตตเมธา 

วนั เดือน ปีเกดิ  18 กนัยายน 2546 

สถานที่เกิด  จงัหวดัปราจีนบุรี 

ที่อยู่ ปัจจุบนั  8/8 หมู่8 ต าบลรอบเมือง อ าเภอเมือง จงัหวดัปราจีนบุรี 

ประวตักิารศึกษา  ส าเร็จการศึกษาระดบัมธัยมตอนตน้ พ.ศ.2561 

จากโรงเรียน โรงเรียนปราจณิราษฎรอ ารุง จงัหวดัปราจนีบรีุ 

ส าเร็จการศึกษาระดบัมธัยมตอนปลาย พ.ศ.2564 

จากโรงเรียน โรงเรียนปราจณิราษฎรอ ารุง จงัหวดัปราจนีบรีุ 

ปัจจุบนั   นกัศึกษาคณะเทคนิคการแพทย ์ชั้นปีท่ี4 มหาวิทยาลยัรังสิต 
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ประวัติผู้วิจัย 

 

ช่ือ-สกุล  อโณมา เรืองจ าเนียร 

วนั เดือน ปีเกดิ  19 กนัยายน 2546 

สถานที่เกิด  ราชบุรี 

ที่อยู่ปัจจุบนั  41/1หมู่ 4 ต าบลเบิกไพร อ าเภอบา้นโป่ง จงัหวดัราชบุรี 

ประวตักิารศึกษา  ส าเร็จการศึกษาระดบัมธัยมตน้ พ.ศ 2561 

จากโรงเรียนสารสาสน์     วิเทศนครปฐม 

ส าเร็จการศึกษาระดบัมธัยมปลาย พ.ศ 2564 จากโรงเรียนสารสาสน์วิเทศ

 นครปฐม 

ปัจจุบนั   นกัศึกษาคณะเทคนิคการแพทย ์ชั้นปีท่ี4 มหาวิทยาลยัรังสิต 
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ประวัติผู้วิจัย 

 

ช่ือ-สกุล  สิรวิชญ ์อภินนัทธ์นากร 

วนั เดือน ปีเกดิ  25 ธนัวาคม 2546 

สถานที่เกิด  นครปฐม 

ที่อยู่ปัจจุบนั 483 ถนนสวนตะไคร้ ต าบลสนามจนัทร์ อ าเภอเมืองนครปฐม จงัหวดั

นครปฐม  

ประวตักิารศึกษา  ส าเร็จการศึกษาระดบัมธัยมศึกษาตอนตน้ พ.ศ.2561 

   จากโรงเรียนสุคนธีรวิทย ์จงัหวดันครปฐม 

   ส าเร็จการศึกษาระดบัมธัยมศึกษาตอนปลาย พ.ศ.2564 

   จากโรงเรียนสุคนธีรวิทย ์จงัหวดันครปฐม 

ปัจจุบนั   นกัศึกษาคณะเทคนิคการแพทย ์ชั้นปีท่ี4 มหาวิทยาลยัรังสิต 
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