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ABSTRAK

Acanthamoeba sp. merupakan sejenis ameba hidup bebas yang boleh menyebabkan keratitis dan infeksi
sistem saraf pusat. Ia telah ditemui dari pelbagai persekitaran khasnya persekitaran akuatik, tanah dan debu
di udara. Di Malaysia kajian Acanthamoeba di persekitaran masih lagi kurang. Kajian ini dijalankan untuk
memencilkan Acanthamoeba sp. daripada persekitaran akuatik. Sebanyak 80 sampel air telah diambil
terdiri daripada air laut (20), air tasik (30), dan air sungai (30). Sebanyak 500 ml sampel air setiap satu
daripada laut, tasik dan sungai dimasukkan ke dalam botol Schott yang steril. Kesemua sampel dituras
menggunakan membran turas dengan liang bersaiz 5 um. Sedimen yang diperolehi diletakkan di atas agar
bukan nutrien yang telah dititiskan dengan Escherichia coli matian haba. Plat kemudian dieram pada suhu
30°C dan diperiksa setiap hari di bawah mikroskop songsang selama 14 hari untuk melihat jika ada sebarang
pertumbuhan Acanthamoeba sp. Secara keseluruhannya, hampir 42.5% (34/80) daripada keseluruhan
sampel menunjukkan kehadiran Acanthamoeba. Bagi sampel air tasik sebanyak 53.3% memberikan kultur
positif, diikuti dengan sampel air laut (50%) dan air sungai (26.6%). Hasil penemuan ini menunjukkan
pelbagai jenis persekitaran akuatik berupaya menyediakan habitat untuk organisma ini membiak.
Penemuan organisma ini daripada persekitaran akuatik menjadi peringatan berguna tentang potensi
jangkitan yang boleh disebabkan olehnya.
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ABSTRACT

Acanthamoeba sp. is a free-living amoeba that can cause keratitis and infection of the central nervous
system. It has been isolated from various environment especially the aquatic environment, soil and dust in
the air. However, research on Acanthamoeba in the Malaysian environment is still very limited. This study
was carried out to isolate Acanthamoeba sp. from various aquatic environments. A total of 80 water
samples were collected from the sea (20), lakes (30) and rivers (30). 500 mls of water samples each from
sea, lakes and rivers were collected into steriled Schott bottle. All samples were filtered through a
membrane filter of 5 um pore size. Heat-killed Escherichia coli as nutrient source was overlaid onto the
surface of non-nutrient agar (NNA). The plates were incubated at 30°C and examined daily using inverted
microscope for 14 days for growth of Acanthamoeba sp. Approximately 42.5% (34/80) of total collected
samples showed positive culture for Acanthamoeba. In lake samples, 53.3% were positive for
Acanthamoeba followed by seawater (50%) and river samples (26.6%). These findings indicate that the
various aquatic environment have the potential to provide a niche for Acanthamoeba to thrive. The presence
of these organisms in various aquatic environment should alert us on their potential infection risk.
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PENGENALAN

Persekitaran akuatik telah menjadi habitat bagi
pelbagai jenis mikroorganisma samaada yang
patogenik mahupun yang tidak. Ia juga menjadi
habitat sesuai bagi ameba hidup bebas seperti
Acanthamoeba sp. yang tersebar luas di
persekitaran termasuk air, udara dan tanah.
Kepentingan perubatan Acanthamoeba terserlah
kerana ia boleh menyebabkan jangkitan mata yang
dipanggil keratitis yang boleh menyebabkan
kebutaan. Disamping itu ia juga boleh
menyebabkan jangkitan pada otak yang boleh
membawa maut. Organisma ini hadir di
persekitaran dan tisu manusia dalam 2 peringkat
hidup iaitu peringkat sista yang sangat rintang
terhadap keadaan persekitaran dan peringkat
trofozoit yang mampu berensistasi dalam keadaan
persekitaran yang tidak sesuai untuk ia terus
bermandiri (Ma et al. 1990).

Keratitis Acanthamoeba biasanya berlaku
dalam kalangan pengguna kanta sentuh dan
penggunaan kanta sentuh dianggap sebagai salah
satu faktor risiko yang utama. Ameba ini boleh
hidup dalam peralatan kanta sentuh seperti bekas
simpanan dan larutan kanta sentuh. Ia juga telah
ditemui dalam air paip (Mohamed Kamel et al.
2017; Seal et al. 1992) yang kadangkala digunakan
untuk membasuh kanta sentuh oleh pengguna yang
kurang prihatin. Sumber kontaminasi boleh
diperolehi daripada persekitaran apabila pengguna
membasuh kanta sentuh dengan air paip atau salin
pencuci yang tidak steril atau pemakaian kanta
sentuh semasa mandi atau berenang (Kilvington &
White 1994; Schaumberg et al. 1998). Selain
daripada penggunaan kanta sentuh, Kkeratitis
Acanthamoeba juga berasosiasi dengan insidens
trauma pada mata atau pendedahan mata kepada air
terkontaminasi. Di India, kebanyakan kes keratitis
Acanthamoeba melibatkan golongan petani yang
mendapat jangkitan semasa bekerja (Sharma et al.
2000), sebagai contoh akibat percikan tanah
ataupun air lumpur yang terkontaminasi kepada
mata.

Namun, bilangan kes keratitis yang semakin
meningkat di seluruh dunia dan juga di Malaysia
(Kamel et al. 2005; Mohamed Kamel et al. 2000)
memerlukan penyelidik menyiasat lebih lanjut
persekitaran akuatik yang berkemungkinan
menjadi sumber penyebaran organisma ini.
Tambahan pula, laporan mengenai kehadiran

ameba hidup bebas ini di persekitaran akuatik di
Malaysia masih kurang dan oleh itu bagi
memahami dengan lebih jelas, hubungan antara
infeksi Acanthamoeba sp. terhadap manusia
dengan sumber penyebab infeksi, kajian ini
dijalankan  untuk = menentukan  kehadiran
Acanthamoeba sp. di dalam beberapa persekitaran
akuatik seperti air laut, tasik dan sungai.

BAHAN DAN KAEDAH

Pemilihan dan kaedah pengambilan sampel
Persampelan air laut dilakukan di dua lokasi yang
berbeza iaitu di Morib dan Mersing. Sebanyak 10
sampel diambil daripada setiap lokasi dengan
menggunakan botol Schott 500 ml. Berdasarkan
pemerhatian yang dilakukan, pantai Morib boleh
dikategorikan sebagai pantai tercemar manakala
pantai Mersing masih dilindungi dan kurang
tercemar. Sampel diambil pada kawasan
permukaan air yang berbeza. Lapisan teratas
permukaan air terdiri daripada 'microlayer' yang
merupakan kawasan yang padat dengan ameba ini.

Sampel air diambil daripada 3 batang sungai
(Sungai Ulu Yam, Sungai Bukit Belacan dan
Sungai Gabai) dan 3 buah tasik (Tasik Titiwangsa,
Tasik Bangi dan Tasik Perdana). Sebanyak 10
sampel air diambil daripada setiap sungai dan tasik.
Sampel dimasukkan ke dalam botol Schott 500 ml.
Bagi sampel air sungai, sampel diambil daripada
bahagian permukaan air pada kawasan berbeza.
Manakala bagi sampel air tasik, sampel diambil di
kawasan persisiran tasik kerana kawasan ini
menjadi tempat pemendapan bahan organik.

Pemprosesan sampel

Teknik pemprosesan yang digunakan adalah
mengikut kaedah oleh Gradus et al. 1989.
Sebanyak 500 ml air yang diambil dituras dengan
menggunakan pam vakum. Membran turas selulos
nitrat bersaiz liang Sum diletakkan di atas set
penuras sebelum proses penurasan dijalankan.
Apabila proses penurasan selesai, membran turas
dipindahkan daripada set penuras. Kemudian,
membran tersebut diletakkan secara terbalik di atas
plat agar bukan nutrien yang mengandungi E. coli
matian haba dan dieram pada suhu 30°C. Sampel
kemudian diperiksa di bawah mikroskop songsang
selama 14 hari sebelum sampel tersebut disahkan
negatif.



Kaedah identifikasi Acanthamoeba

Bagi peringkat trofozoit, pergerakan ameba di atas
agar membentuk tapak laluan beralun dengan garis
halus. Saiz trofozoit berukuran di antara 15-45 um.
Terdapat kehadiran akantopodia yang mempunyai
struktur halus pada permukaan ameba dan vakuol
kontraktil yang mengecut setiap 30-60 saat.
Pergerakannya perlahan dan terdapat kehadiran
nukleus dengan kariosom yang besar.

Bagi peringkat sista, terdapat 2 lapisan dinding
iaitu lapisan luar, ektosista dan lapisan dalam,
endosista. Ektosista berkedut dan endosista
berbentuk bintang, empat atau tiga segi ataupun
bulat. Saiz sista adalah di antara 10-25 um.

HASIL

Hasil pemencilan Acanthamoeba sp.

Sebanyak 34 daripada 80 (42.5%) sampel
menunjukkan hasil positif kehadiran
Acanthamoeba sp. Bilangan sampel positif

daripada setiap lokasi yang diambil ditunjukkan
dalam Jadual 1. Bagi air laut, sampel daripada
Morib menunjukkan peratusan pencilan tertinggi
sebanyak 90%. Bagi sampel air tasik pula, Tasik

Titiwangsa menunjukkan pencilan tertinggi
sebanyak 70% manakala untuk sampel air sungai,
Sungai Gabai mencatat peratusan tertinggi

sebanyak 40%. Jadual 2. menunjukkan peratusan
sampel yang positif mengikut jenis sampel.
Acanthamoeba sp. paling banyak dipencilkan
daripada sampel air tasik dengan peratusan
sebanyak 53.3% diikuti dengan air laut 50% dan air
sungai 26.6%.

Hasil pengkulturan kawalan positif dan
kawalan negatif
Pertumbuhan Acanthamoeba sp. berlaku pada
kesemua plat kawalan positif. Manakala bagi plat
kawalan negatif, tiada sebarang pertumbuhan yang
berlaku. Hasil ujian ini ditunjukkan dalam Jadual
3.

PERBINCANGAN

Kehadiran ameba ini di persekitaran akuatik
bergantung kepada pelbagai faktor seperti struktur
dan fisiologi organisma terbabit, keadaan cuaca
dan tahap pencemaran persekitaran. Namun
begitu, setakat ini tiada bukti kukuh yang
menyatakan hubungan di antara pengaruh alam
sekitar atau bahan kimia dan kehadiran ameba di
persekitaran akuatik (Rivera et al. 1991).

Berdasarkan hasil kajian ini, prevalens
Acanthamoeba sp. daripada sampel air tasik
menunjukkan peratusan tertinggi iaitu 53.3%.
Mengikut kajian yang dijalankan oleh John dan
Howard (1996), ameba ini ditemui tersebar meluas
di persisiran tasik. Fakta ini turut disokong oleh
kajian terdahulu yang dijalankan oleh Kyle dan
Noblet (1985) yang menyatakan Acanthamoeba sp.
paling banyak ditemui di kawasan yang padat
dengan bahan partikulat yang biasanya banyak
terdapat di persisiran tasik. Fakta ini mengukuhkan
hasil yang diperolehi dalam kajian ini kerana
persampelan air tasik dibuat di sekitar persisiran
tasik.

Selain itu, populasi Acanthamoeba sp. di dalam
tasik berkait rapat dengan kandungan bahan kimia
yang terlarut dalam air tasik (Kyle & Noblet 1987;
Kyle & Noblet 1986). Walaubagaimanapun, satu
kajian yang lain menyatakan kehadiran
Acanthamoeba sp. di dalam air tasik tidak
dipengaruhi oleh faktor suhu air tasik tersebut
(O'Dell 1979).

Prevalens Acanthamoeba sp. daripada sampel
air laut dalam kajian ini adalah 50%. Dalam kajian
ini, persampelan air laut dilakukan pada kawasan
permukaan air. Pada permukaan air laut terdapat
kawasan 'microlayer' yang melapisi lapisan teratas
permukaan air laut (Davies et al. 1978). Kawasan
‘microlayer' yang lebih tercemar mengandungi
banyak bakteria yang menjadi sumber makanan
bagi ameba ini (Sawyer et al. 1982). Kajian yang
dijalankan oleh Kyle dan Noblet (1985), mendapati
Acanthamoeba sp. banyak ditemui di kawasan
yang padat dengan partikel yang terdapat pada
permukaan air laut.

Kehadiran Acanthamoeba sp. dalam air sungai
pernah dilaporkan dalam kajian terdahulu
(Visvesvera & Stehr-Green 1990). Oleh itu,
kehadiran ameba ini dalam sampel air sungai yang
dikaji tidak mengejutkan kerana ia telah berjaya
dipencilkan dalam kajian sebelum ini.



JADUAL 1. Pemencilan Acanthamoeba sp. daripada sampel persekitaran akuatik.

Jenis sampel Bilangan sampel yang positif Acanthamoeba
sp./ jumlah keseluruhan sampel yang diuji

1. Air Laut
Morib 9/10 (90%)
Mersing 1/10 (10%)
2. Air Tasik
Tasik Titiwangsa 7/10 (70%)
Tasik Bangi 4/10 (40%)
Tasik Perdana 5/10 (50%)
3. Air Sungai
Ulu Yam 1/10 (10%)
Bukit Belacan 3/10 (30%)
Sungai Gabai 4/10 (40%)

JADUAL 2. Peratus sampel yang positif mengikut jenis sampel

Bilangan sampel yang positif/ Peratus sampel yang positif

Jenis sampel jumlah keseluruhan sampel (%)
Air Laut 10/20 50
Air Tasik 16/30 53.3
Air Sungai 8/30 26.6

JADUAL 3. Hasil pengkulturan sampel kawalan positif dan kawalan negatif

Sampel kajian Sampel kawalan Sampel kawalan
positif negatif
Kultur positif 34 17 0
Kultur negatif 46 0 17

Jumlah keseluruhan 80 17 17




Dalam  kajian  ini, sebanyak  26.6%
Acanthamoeba telah berjaya dipencilkan daripada
sampel air sungai. Peratusan ini kurang berbanding
peratusan yang dicatatkan bagi sampel air tasik dan
laut. Ini mungkin disebabkan aliran air sungai
yang mengalir secara konsisten menyusuri
sepanjang sungai. Oleh itu, ameba ini turut
dialirkan bersama air sungai untuk menuju ke
tempat takungan utama iaitu di laut.

Tiada sebarang pertumbuhan pada plat kawalan
negatif sebaliknya ia hadir dalam kesemua plat
kultur kawalan positif. Ini menunjukkan tiada

sebarang  kontaminasi  berlaku  daripada
persekitaran sepanjang proses pengkulturan
dijalankan.

Teknik penurasan digunakan dalam kajian ini
untuk memerangkap Acanthamoeba sp. yang
mungkin hadir di dalam sampel. Teknik ini adalah
teknik yang biasa digunakan untuk memencilkan
Acanthamoeba sp. daripada persekitaran akuatik
(Gradus et al. 1989).

Membran turas digunakan untuk memerangkap
Acanthamoeba sp. yang mungkin hadir. Membran
turas yang biasa digunakan dalam kajian
mikrobiologi ialah selulos. Ia dipilih kerana
mempunyai ciri-ciri seperti hidrofilik, boleh
diautoklaf dan berpotensi dalam pelekatan
organisma tertentu. Ciri hidrofilik perlu diambil
kira dalam kajian mikrobiologi air. Ia berupaya
mengikat protein dengan kapasiti 150 pg/cm?,
secara tidak langsung ia berpotensi melekatkan
organisma yang dikehendaki.

Dalam kajian yang dijalankan oleh Gradus et
al. (1989), membran turas daripada jenis selulos
nitrat dengan liang bersaiz 0.22 pm digunakan
untuk diagnosis Acanthamoeba sp.
Walaubagaimanapun, dalam kajian ini, membran
turas jenis selulos nitrat dengan saiz liang 5 pm
digunakan. Ini kerana membran turas bersaiz 0.22
pm menyebabkan pengumpulan banyak debris dan
bendasing yang tidak dikehendaki yang boleh
mengganggu proses penurasan.

Dalam kajian ini, teknik yang digunakan untuk
mendiagnos  Acanthamoeba  adalah  teknik
pengkulturan. Pengkulturan adalah kaedah yang
paling sensitif untuk melihat kehadiran ameba ini
(Walker 1996). Media kultur yang digunakan
untuk mengkulturkan Acanthamoeba sp. ialah agar
bukan nutrien. Ia merupakan media selektif yang

digunakan untuk diagnosis Acanthamoeba sp.
(Page 1967).

Ameba ini telah dibuktikan wujud di
persekitaran akuatik dalam kajian yang dilakukan
di luar negara. Keputusan yang diperolehi melalui

kajian ini menunjukkan Acanthamoeba sp.
memang wujud di persekitaran akuatik di
Malaysia.

KESIMPULAN

Kajian pemencilan Acanthamoeba sp. daripada
persekitaran akuatik yang dipilih telah berjaya
membuktikan kehadirannya. Daripada 80 sampel
yang diambil daripada pelbagai jenis persekitaran
akuatik, 34 (42.5%) daripadanya menunjukkan
hasil yang positif. Hasil kajian ini mendapati
Acanthamoeba sp. hadir di dalam air tasik dengan
peratusan tertinggi diikuti dengan air laut dan air
sungai. Sementara itu, kehadiran organisma ini di
dalam beberapa jenis persekitaran akuatik yang
diuji, seharusnya menjadi peringatan tentang
potensi jangkitan yang boleh disebabkan olehnya.
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