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ABSTRACT 

 
Pythium insidiosum is an aquatic fungus-like organism, classified in the 

kingdom Stramenopila. It is the causative agent of the life-threatening human and 

animal disease, pythiosis. Thailand is broadly recognised as an endemic area of 

human pythiosis. Mortality rate and the risk of losing infected organs are very high. P. 

insidiosum is able to infect apparently healthy individuals and patients with 

hematological disorders such as thalassemia and leukemia. Most patients worked in 

agricultural areas, especially farmers. Direct, prolonged contact with stagnant water is 

frequently documented in pythiosis patients’ history. In nature, P. insidiosum can 

produce asexual biflagellate zoospores that are assumed to be its infectious 

component, because they have special tropism to hair and to the damaged skin of 

human and animals. Therefore, contact with the natural habitat of this organism is a 

high risk factor of P. insidiosum infection. In this study, the ecological niche of 

Pythium insidiosum within the endemic agricultural areas of northern Thailand was  
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described. Water samples were collected from irrigation water, including rice paddy 

fields, irrigation channels, reservoirs in rice field and domestic reservoirs. Zoospores 

of P. insidiosum were captured from water by the use of a baiting technique that 

utilised sterile human hair. Pythium isolates were identified based on phenotypic 

characteristics and by using a specific PCR assay for P. insidiosum. In addition, 

internal transcribed spacer (ITS) regions of P. insidiosum rDNA were sequenced and 

used for phylogenetic analysis with 20 other known P. insidiosum DNA sequences 

available in the database and 11 DNA sequences of other closely related Pythium 

species, including Lagenidium giganteum. P. insidiosum was isolated from all 4 types 

of water source with a discovery rate of 26.1% (24 of 92 water sources). The 

sequences of 59 environmental isolates of Pythium spp. recovered from irrigation 

water confirmed 99% identity to P. insidiosum. The phylogenetic analysis showed 

that the environmental isolates were separated from other closely related species with 

high bootstrap support. This study provided the first evidence of P. insidiosum natural 

occurrence in endemic aquatic environments. The highest recovery rate of this 

hydrophilic pathogen was found to be at reservoirs in rice fields. The data showed that 

irrigation water may be an important source of P. insidiosum infection for individuals 

working in endemic agricultural areas.  

Phenotypic and genotypic relationships of the clinical and environmental 

isolates collected in this study were determined by using Sodium dodecyl sulphate – 

polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE), immunoblot analysis and 

microsatellite typing. Phenotypic analysis was based on patterns of mycelium-extract 

and culture filtrate proteins and patterns of antigenic proteins. For genotypic analysis, 

microsatellite markers were used, due to their high polymorphism and suitability for 

diploid organisms. The markers were first developed in this study by constructing 

partial genomic DNA library and designing proper primers flanking microsatellite 

sequences. The SDS-PAGE and immunoblot analyses enabled us to determine that 

pathogenic and natural-living P. insidiosum could not be distinguished by phenotypic 

and genotypic criteria. Most isolates showed unique phenotypic and genotypic 

patterns; only closely related isolates and clonal individuals showed similar patterns. 

These findings showed that the methods contained high discriminatory power and 

variability for distinguishing heterogeneous isolates. In addition, phenotypic and 
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genotypic relationships of closely related clinical and environmental isolates were 

affected by genetic background, regardless of geographic origin. The profiles of one 

environmental isolate from Lumphun province were closely related to a clinical 

isolate from Kanchanaburi province. The different geographic origin of the isolates 

suggests that patients might be infected from the environmental isolate’s source, or 

this was evidence supporting the distribution of P. insidiosum in Thailand. Moreover, 

the distribution of P. insidiosum in natural sources was found to be heterogeneous 

within the investigated sites. This data suggested that unknown factors may be 

influencing the dispersal of the organism. This hypothesis needs to be tested by 

ascertaining the broader spatial genetic structure of P. insidiosum in order to 

determine the effective dispersal of P. insidiosum across endemic areas. 

The dispersal potential of P. insidiosum has never been examined. The genetic 

structure of P. insidiosum populations was investigated in the northern and central 

regions of Thailand by using multi-locus microsatellite typing (MLMT) based on the 

multiplex PCR technique. Nine appropriate microsatellite loci were used. Six 

populations, based on geographic origin, of clinical and environmental isolates 

showed low to moderate levels of genetic differentiation between samples and little 

correlation between pathogens’ genotype and geography. These data indicate 

substantial gene flow between the northern and central regions of Thailand. P. 

insidiosum probably spreads mostly via thick-walled, resistant oospores (sexual 

spores) and outcrossing may occur in nature, as no genotypes common to particular 

regions were detected and there is evidence of recombination within populations. It 

could be hypothesized that transportation, flood and irrigation systems may be 

involved in the dispersal of P. insidiosum across Thailand. 

In conclusion, irrigation water especially water reservoir was found to be an 

important natural habitat of P. insidiosum in agricultural areas of Thailand. In 

addition, P. insidiosum isolates obtained from patients and environments were similar 

in both phenotypic and genotypic characteristics. However, there was some 

differentiation between isolates but this was unrelated to geographical distance. Gene 

flow and outcrossing may occur in nature. The results of this study suggest that any 

strain of P. insidiosum is potentially pathogenic and can provoke a case of pythiosis 

when it encounters a favorable environment in a susceptible host. 



 ix

ชื่อเร่ืองวิทยานิพนธ ความสัมพันธทางลักษณะและพันธุกรรมของเช้ือพิเทียม
อินสิดิโอซัมท่ีแยกไดจากผูปวยและส่ิงแวดลอม 

 
ผูเขียน     นางสาวจิดาภา  สุภาพันธุ 
 
ปริญญา     วิทยาศาสตรดษุฎีบัณฑิต (จลุชีววิทยา) 
 
คณะกรรมการท่ีปรึกษาวิทยานิพนธ ศ.ดร. นงนุช  วณิตยธนาคม ประธานกรรมการ 
     ศ.ดร. นิวัตน  มณีกาญจน  กรรมการ 
     รศ.ดร. ปราโมทย  วณิตยธนาคม   กรรมการ 
     ผศ.ดร. สิริดา  ยังฉิม  กรรมการ 

 
 
บทคัดยอ 

 
 เช้ือพิเทียมอินสิดิโอซัม เปนจุลชีพท่ีมีลักษณะคลายเช้ือราน้าํ จัดอยูในอาณาจกัร 
Stramenopila เปนเช้ือสาเหตุของโรคพิทิโอสิส มีการกอโรคท่ีรุนแรงถึงแกชีวติในคนและสัตว 
ประเทศไทยไดข้ึนช่ือวาเปนแหลงระบาดของโรคพิทิโอสิสในมนุษย อัตราการเสียชีวิตและสูญเสีย
อวัยวะท่ีมีการติดเช้ือนั้นคอนขางสูง เช้ือพิเทียม อินสิดโิอซัมสามารถกอโรคไดท้ังในคนปรกติและ
ผูท่ีมีความผิดปรกติเกี่ยวกับโลหิต เชน ผูปวยธาลัสซีเมียและมะเร็งเม็ดเลือดขาว ผูปวยสวนใหญมี
อาชีพเปนเกษตรกรโดยเฉพาะชาวนา ผูปวยมักมีประวัติสัมผัสโดยตรงกับน้ํานิ่งเปนเวลานาน ใน
ธรรมชาติ เช้ือพิเทียม อินสิดิโอซัมสามารถสรางซูโอสปอรแบบไมอาศัยเพศ มีแฟจเจลลาสองเสน 
ซ่ึงเช่ือวาเปนระยะกอโรคของเช้ือ เนื่องจากสปอรชนดินี้มีความชอบในการวายเขาหาเสนขน/ผม
และเนื้อเยื่อท่ีมีบาดแผลของสัตวและมนษุย ดังนั้นการสัมผัสกับแหลงท่ีอยูตามธรรมชาติของเช้ือจึง
เปนปจจยัเส่ียงสูงท่ีทําใหติดเช้ือพิเทียมอินสิดิโอซัม ในการศึกษาคร้ังนี้ไดอธิบายถึงแหลง
นิเวศวิทยาของเช้ือพิเทียมอินสิดิโอซัมในพื้นท่ีการเกษตรท่ีเปนแหลงระบาดของโรค ในภาคเหนอื
ของประเทศไทย ไดมีการเก็บตัวอยางน้าํจากแหลงน้ําชลประทานไดแก น้ําในนาขาว, รองน้ํา
ชลประทาน, หนองน้ําในนา และ หนองน้ําในบาน ทําการแยกซูโอสปอรของเช้ือพิเทียมอินสิดิโอ
ซัมออกจากนํ้าดวยวิธีใชเสนผมมนุษยท่ีปราศจากเช้ือเปนเหยื่อลอ ตรวจพิสูจนเช้ือพิเทียมท่ีแยกได
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ดวยการดูลักษณะท้ังทางกายภาพ และตรวจดวยวิธี Polymerase chain reaction (PCR) ท่ีจําเพาะตอ
เช้ือพิเทียมอินสิดิโอซัม นอกจากนี้ยังไดหาขอมูลลําดับเบสสวน Internal transcribed spacer ของยีน 
rDNA ของเช้ือพิเทียมอินสิดิโอซัม เพื่อใชลําดับเบสสวนนี้ในการวเิคราะห phylogenetic tree เพื่อ
เปรียบเทียบกบัขอมูลของเช้ือพิเทียมอินสิดิโอซัมท่ีมีรายงานมากอนในฐานขอมูลอีก 20 ตัวและเช้ือ
อ่ืนๆท่ีใกลเคียงในจีนัสพเิทียม อีก 11 สปชีส รวมถึงเช้ือลากานิเดยีมไกแกนเทียม พบวาสามารถ
แยกเช้ือพิเทียมอินสิดิโอซัมไดจากแหลงน้าํท้ังส่ีประเภทโดยมีอัตราการพบเช้ืออยูท่ี 26.1% (24/92 
แหลงน้ํา) เช้ือพิเทียม 59 ตัวท่ีแยกไดจากนํ้าชลประทานมีความเหมือนกับเช้ือพิเทียมอินสิดิโอซัมอยู
มากกวา 99% และจากการวิเคราะหดวย phylogenetic tree สามารถแยกเช้ือท่ีพบออกจากเช้ือ
ใกลเคียงอ่ืน ๆ ไดดวยคา bootstrap ท่ีสูง การศึกษานีไ้ดใหหลักฐานช้ินแรกบงช้ีถึงการพบแหลงท่ี
อยูในธรรมชาติของเช้ือในแหลงน้ําท่ีมีการระบาดของโรค แหลงน้ําท่ีมีอุบัติการณของเช้ือชนิดนี้
มากท่ีสุดคือหนองน้ําในนา ขอมูลท่ีไดแสดงใหเห็นวา น้ําชลประทานอาจเปนแหลงท่ีสําคัญตอการ
ติดเช้ือพิเทียมอินสิดิโอซัมในคนท่ีทํางานในพ้ืนท่ีการเกษตร 
 ความสัมพันธทางลักษณะและพันธุกรรมของเช้ือท่ีแยกไดจากผูปวย และส่ิงแวดลอมท่ีเก็บ
ไดจากการศึกษาคร้ังนี้ วดัไดโดยการวิเคราะหดวยวิธี Sodium dodecyl sulfate - polyacrylamide gel 
electrophoresis (SDS-PAGE) วิธี immunoblot และ microsatellite typing ซ่ึงการวิเคราะหทาง
ลักษณะอยูบนพื้นฐานของรูปแบบของโปรตีนท่ีไดจากการสกัดจากสายรา, โปรตีนท่ีเช้ือหล่ัง
ออกมาในอาหารเหลว และรูปแบบของโปรตีนแอนติเจน สวนการวเิคราะหทางพนัธุกรรมไดใช 
microsatellite marker เนื่องจากมีความหลากหลายสูงและเหมาะแกการศึกษาเช้ือท่ีมีโครโมโซมเปน 
diploid ซ่ึง marker ชนิดนี้ไดทําการพัฒนาขึ้นเปนคร้ังแรกในการศึกษาคร้ังนี้จากการสรางธนาคารดี
เอ็นเอบางสวน และออกแบบ primer ท่ีขนาบขางลําดับเบสของ microsatellite นั้นอยางเหมาะสม 
ซ่ึงผลที่ไดจากการวิเคราะหดวยวิธี SDS-PAGE และ immunoblot ทําใหทราบวาเช้ือท่ีกอโรคกับเช้ือ
ท่ีอาศัยในธรรมชาติไมสามารถแยกออกจากกันไดโดยการใชลักษณะและพันธุกรรมเปนเกณฑ เช้ือ
สวนใหญมีรูปแบบทางฟโนไทปและจีโนไทปท่ีมีความเฉพาะตัว มีเพียงเช้ือท่ีมีความใกลเคียงกนั
มากและเช้ือท่ีมาจากโคลนเดียวกันเทานั้นท่ีแสดงรูปแบบท่ีใกลเคียงกนั การศึกษาคร้ังนี้แสดงให
เห็นวาวิธีท่ีใชมีคาความสามารถสูง ในการแยกความแตกตางของเชื้อ และมีความหลากหลาย
สําหรับแบงแยกเช้ือท่ีมีความแตกตางกันออกจากกัน นอกจากนี ้ ความสัมพันธทางลักษณะและ
พันธุกรรมของเช้ือท่ีแยกไดจากผูปวยและส่ิงแวดลอมท่ีมีความใกลเคียงกัน พบวาข้ึนอยูกับ
พันธุกรรมของเช้ือ แตไมข้ึนกับแหลงกําเนิดตามภูมิศาสตร เช้ือจากส่ิงแวดลอมท่ีแยกไดจากจังหวัด
ลําพูนพบวามีความใกลเคียงกันกับเช้ือท่ีแยกไดจากผูปวยจากจังหวัดกาญจนบุรี ซ่ึงแหลงกําเนิดท่ี
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แตกตางกันของเช้ือท้ังสองอาจเปนไปไดวา ผูปวยอาจติดเช้ือมาจากแหลงท่ีอยูของเช้ือจากส่ิงแวด 
ลอมนั้น หรืออาจเปนหลักฐานสนับสนุนการกระจายตัวของเช้ือพิเทียมอินสิดิโอซัมในประเทศไทย 

ความเปนไปไดในการแพรกระจายของเช้ือพิเทียมอินสิดโิอซัม ยังไมเคยมีการคนความา
กอน ในคร้ังนี้ไดทําการศึกษาโครงสรางทางพันธุกรรมของประชากรของเช้ือท่ีแยกไดจาก
ภาคเหนือและภาคกลางโดยใช วิธี multi-locus microsatellite typing (MLMT) อาศัยพื้นฐานของ
เทคนิค multiplex PCR โดยทดสอบจาก microsatellite จํานวน 9 โลไซ พบวาเช้ือท่ีแยกจากผูปวย
และส่ิงแวดลอมท้ัง 6 กลุมประชากรแบงตามพ้ืนท่ีทางภมิูศาสตรมีความแตกตางกันในระดับนอยถึง
ปานกลางในระหวางกลุมประชากร และมีความสัมพนัธกันไมมากนักระหวางจีโนไทปท่ีพบกบั
แหลงท่ีอยูทางภูมิศาสตรของเช้ือ ขอมูลท่ีไดบงบอกถึงวามีการถายเทและเคล่ือนยายยีนของเช้ือ
ระหวางภาคเหนือและภาคกลางของประเทศไทย เปนไปไดวาเช้ือพิเทียมอินสิดโิอซัมอาจ
แพรกระจายผานสปอรแบบอาศัยเพศ เรียกวาโอโอสปอร ซ่ึงมีผนังหนาและทนตอสภาพแวดลอม
ภายนอกไดด ี และจากนัน้เช้ืออาจเกดิการแลกเปล่ียนยีนกนัระหวางเช้ือตางจีโนไทปในธรรมชาติ 
ท้ังนี้ เนื่องจากวาไมพบจโีนไทปท่ีจําเพาะตอพื้นท่ีนั้น ๆ และมีหลักฐานสนบัสนุนการเกดิ 
recombination ภายในกลุมประชากรเดียวกนั สามารถต้ังสมมติฐานไดวา การขนสง, น้ําทวม และ
ระบบชลประทาน อาจเปนปจจัยท่ีเกี่ยวของกับการแพรกระจายของเช้ือพิเทียมอินสิดิโอซัมใน
ประเทศไทย  

โดยสรุป น้ําชลประทานโดยเฉพาะหนองนํ้าพบวาเปนแหลงท่ีอยูสําคัญในธรรมชาติของ
เช้ือพิเทียมอินสิดิโอซัมในพ้ืนท่ีการเกษตรของประเทศไทย นอกจากนี้ เช้ือพิเทียมอินสิดิโอซัมท่ี
แยกจากผูปวยและส่ิงแวดลอมมีความคลายคลึงกันท้ังทางลักษณะและพนัธุกรรม อยางไรก็ตาม ได
พบความแตกตางกันบางระหวางตัวเช้ือแตท้ังนี้ก็ไมไดสัมพันธกับระยะทางตามภูมิศาสตร เปนไป
ไดวาการถายเทยีนและการแลกเปล่ียนยนีกนัระหวางเช้ือตางจีโนไทปอาจเกิดข้ึนในธรรมชาติ จาก
ผลการทดลองคร้ังนี้อาจบงช้ีไดวาเช้ือพิเทียมอินสิดิโอซัมไมวาสายพนัธุใดก็ตาม มีความเปนไปได
ท่ีจะกอใหเกิดโรคพิทิโอสิสเม่ือเช้ือพบกับสภาวะแวดลอมท่ีเช้ือตองการในโฮสตท่ีไวตอการติดเช้ือ 

 


