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บทที่ 2

เช้ือ Cryptosporidium  เป็นสิ่งมีชีวิตเซลล์เดียวชนิด eukaryote ซึ่งมีเยื่อหุ้มนิวเคลียส 
(nuclear m em brane) แยกนิวเคลียสออกจากไซโตปลาสซึมชัดเจน สามารถจัดหมวดหมู่ใน 
อนุกรมวิธานจากคุณลักษณะทางสัณฐานวิทยา ชีววิทยา ตลอดจนปรสิตวิทยาดังนี้

Phylum Apicomplexa 

Class Sporozoasida 

Subclass Coccidiasina 

Order Eucoccidiorida 

Suborder Eimeriorina

Family Cryptosporidiidae 

Genus Cryptosporidium

Cryptosporidium  จัดอยู่ใน Phylum Apicomplexa เนืองจากในบางระยะของการเจริญ 
เติบโตประกอบด้วย apical organelles ได้แก่ polar ring rhoptries m icronem es conoid 
subpellicular microtubules จัดอยู่ใน C lass Sporozoasida เนืองจากสามารถเพิมปริมาณได้ 
โดยวิธีการสืบพันธุแบบใช้เพศและไม่ใช่เพศได้ในวงชีวิต จัดอยู่ใน S ubclass Coccidiasina เน่ือง 
จากในวงชีวิตมีการสร้างระยะ กาerozoite (ทาerogony) ระยะ gam étocyte (gam etogony) และมี 
การสร้าง sporozoite (sporogony) ทังนืก่อนทีจะมีการสร้าง ทาerozoite จะมีการแบ่งนิวเคลียส 
ภายในไซโตปลาสซึมเดียวกันเกิดเป็นระยะ schizont (schizogony) จึงจัดอยู่ใน Order 
Eucoccidiorida และเนื่องจากกระบวนการสร้างเซลล์สืบพันธุเพศผู้ และเซลล์สืบพันธุเพศเมียเกิด 
ขึ้นแยกจากกันชัดเจน จึงจัดอยู่ใน Suborder Eimeriorina นอกจากนี้ระยะ oocyst ของ 
Cryptosporidium  ภายในประกอบด้วย sporozoite ที่เป็นอิสระปราศจากเยื่อหุ้มอื่นนอกจากผนัง 
oocyst จึงจัดอยู่ใน Family Cryptosporidiidae สำหรับทีมาฃองชือ genus เนืองจากในอดีตไม่มี
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การค้นพบระยะ oocyst (ประกอบด้วย sporozoite ภายใน) ชัดเจนจึงมีผู้ตั้งซื่อว่า 
Cryptosporidium  หรอ “hidden spore” (Fayer & Unger, 1986)

วงชีว ิต (Life cycle)

วงชีวิตของเชือ Cryptosporidium  เป็นแบบ กาonoxenous life cycle คือ มีการเจริญเและ 
การเพิ่มจำนวนแบบอาศัยเพศได้ด้วยวิธี gametogony และแบบไม่อาศัยเพศด้วยวิธี merogony 
เกิดขึ้นอย่างสมบูรณ์ได้ทั้งสองแบบภายในโฮสต์เพียงโฮสต์เดียว การเจริญเติบโตของเชื้อเกิดขึ้น 
ภายในบริเวณเซลล์เยื่อบุผนังลำไค้ในลักษณะที่อยู่ในเซลล์ของโฮสต์ แต่อยู่ภายนอกไซโตปลาสซึม 
และเมื่อตรวจดูด้วยกล้องจุลทรรศน์อีเล็คตรอนพบว่าเชื้อ Cryptosporidium  อยู่ภายในค้วน 
microvilli ของเซลล์เยื่อบุผนังลำไค้ (Current & Garcia, 1991)

เช้ือ Cryptosporidium สามารถเข้ายู่ร ่างกายโดยการกิน oocyst ซึ่งเป็นระยะติดต่อ 
ดังนั้นจึงมักเป็นการติดเชื้อแบบ fecal-oral transmission เมื่อ oocyst ที่เป็นระยะติดต่อผ่านไปถึง 
ลำไล้เล็ก sporozoite ที่อยู่ภายใน oocyst จะออกมาลุกลามเข้ายู่เซลล์เยื่อบุผนังลำไล้ ทำให้ 
microvilli ขยายขนาดและโป่งพองออกเกิดเป็นก้อนกลมประมาณ 2-5 ไมครอน เรียกว่า 
parasitophorous vacuole (Hampton & Rosario, 1966) ภายในเป็นทีอยู่ของ trophozoite ซึง 
ลักษณะของ trophozoite มีรูปร่างกลมหรือรี เค้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 2 ถึง 2.5 ไมครอน 
(Iseki, 1979) เป็นระยะเปลี่ยนแปลงมาจาก sporozoite และจะเจริญต่อไปเป็น merozoite ในท่ี 
สุด ซึ่งถูกล้อมรอบด้วยเยื่อหุ้มเซลล์ของโฮสต์โดยจะมีลํวนหนึ่งที่ใกล้กับเซลล์มีลักษณะเยื่อหุ้มที่ 
เป็น electron-dense ระยะ trophozoite มีน ิวเคลียสขนาดใหญ่เล้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 1 ถึง 
1 .3 ไมครอน (Vitovec,1984) และเมื่อ trophozoite มีการเจริญต่อไปจะเรมเข้ายู่กระบวนการสร้าง 
merozoite โดยที่ trophozoite มีการแบ่งนิวเคลียสทั้งหมด 3 คร้ัง ภายในไซโตปลาสซึมเดียวกัน 
เมื่อมีการเจริญเติบโตเต็มที่เรียกระยะดังกล่าวว่า mature schizont มีเล ้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 
4ถึง 5 ไมครอน ภายในประกอบไปด้วย merozoite 8 ตัว เรียกว่า first generation merozoite 
และเมื่อเยื่อหุ้ม schizont แตกออก merozoite ที่อยู่ภายในจะเคลื่อนที่ออกมายู่เซลล์ข้างเคียงของ 
โฮสต์ต่อไป ซ่ึง merozoite ที่เจริญเต็มที่จะมีรูปร่างลักษณะคล้ายกับพระจันทร์เสี้ยว และถูกล้อม 
รอบด้วย เยื่อหุ้ม 2 ช้ัน โดยบริเวณด้านหน้าของ merozoite ประกอบด้วย apical organelles ได้ 
แก่ conoid polar ring rhoptries และ m icronem es เชีอว,ามีล่วนเกียวข้องกับการลุกลามเข้ายู่ 
เซลล์เช่นเดียวกับโปรโตชัวในกลุ่ม Apicomplexa อ่ืนๆ (O’Donoghue, 1995)

ภายหลังจากที่ merozoite เข้ายู่เซลล์แล้วจะเจริญเติบโตเป็น trophozoite และเข้ายู่ 
กระบวนการเพ่ิมจำนวนโดย merogony อีกคร้ัง อย่างไรก็ตาม trophozoite บางส่วน,จะมีการ 
แบ่งนิวเคลียสเพียง 2 คร้ังทำให้ mature schizont ประกอบด้วย merozoite 4 ตัว ระยะ
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merozoite มีเล้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 4 ถึง 5 ไมครอน ช่วงน้ีถือ'ว่าเป็น second generation 
merozoite เม่ือ merozoite รุ่นท่ี 2 น้ี เข้าส่เซลล์ข้างเคียง สามารถเจรณไปเป็น เซลล์สืบพันธุเพศผู้ 
(microgamétocyte) และเป็นเซลล์สืบพันธุเพศเมีย (macrogamétocyte) ซึงมีการเปลียนแปลง 
ไปเป็น microgamete และ macrogamete ตามลำดับโดย microgamete จะไม่มีแฟลกเจลลา 
(ท๐ท-flagellated microgamete) ภายในประกอบด้วย ribosomes endoplasmic reticulum

ร/ 2/

และ m em brane-bound vacuoles (Goebel et al., 1982) ทังนี m icrogam étocyte 1 ตัว 
สามารถเปลียน'ไปเป็น m icrogam ete ได้ประมาณ 12-16 ตัว สำหรับ m acrogam étocyte จะ 
เจรณต่อไปเป็น m acrogam ete โดยไม่มีการเพิ่มจำนวน ลักษณะของ m acrogam ete มีรูปร่าง 
เป็นทรงกลมในระยะแรกไม่สามารถแยกความแตกต่างจาก trophozoite ได้อย่างชัดเจน ภายใน 
ประกอบไปด้วยนิวเคลียสขนาดใหญ่จำนวน 1 นิวเคลียส และเมื่อเซลล์สืบพันธุทั้งสองเกิด 
กระบวนการปฏิสนธิจะเจรณไปเป็น zygote และ oocyst ตามลำดับ ซึ่งรูปร่างลักษณะของ 
oocyst เมื่อมีการเจรณเติบโตเต็มที่ จะมีรูปร่างกลมหรอร ภายในประกอบด้วย sporozoite 
จำน วน 4 ตัวซึ่งมีรูปร่างลักษณะคล้ายลับพระจันทร์เสี้ยวและมี residual body จำนวนตั้งแต ่2 
จนมากกว่า 40 ก้อน ระยะ oocyst ของ Cryptosporidium  นอกจากจะไม่มี sporocyst แล้ว ผนัง 
ด้านหนึ่งของ oocyst มีรอยต่อที่เริยก'ว่า subterminal suture (Current & Upton,1986) ซึ่งรอยต่อ 
ดังกล่าวจะเป็นทางออกของ sporozoite จาก oocyst เพื่อลุกลามเข้าเซลล์ต่อไป ลักษณะของ 
oocyst ที่พบมี 2 ชนิด คือ ชนิดที่มีผนังoocyst บาง และชนิดที่มีผนังหนา ส่วน'ใหญ่ oocyst ท่ีถูก 
สร้างขึ้นเป็นชนิดที่มีผนังหนา oocyst ชนิดนี้มักถูกชับออกจากโฮสต์ปนออกมาลับอุจจาระ สำหรับ 
oocyst ที่ม ีผนังบางมักแตกภายในลำไล้ของโฮสต ์จึงทำให้ sporozoite รุกลามกลับเข้าไปใน 
เยื่อบุลำไล้ใหม่อีกครั้ง (auto-infection) ดังนั้นจึงทำให้เชื้อมีการเพิ่มปริมาณในโฮสต์เป็นอย่างมาก 
การติดเชื้อดังกล่าวเป็นสาเหตุที่สำคัญอย่างหนึ่งที่ทำให้การดำเนินของโรคเป็นไปอย่างเรื้อรังและมี 
พยาธิสภาพมากชื้นโดยลำดับ ถึงแม้ว่าจะไม่ได้รับเชื้อใหม่เพิ่มชื้นจากภายนอก กรณีดังกล่าวมี 
ความสำคัญมากในผู้ป่วยที่มีสภาวะภูมิคุ้มลันบกพร่อง การที่ oocyst มีการเจริญและแบ่งตัวไป 
เป็นระยะติดต่อที่มี 4 sporozoite เริยกขบวนการตังกล่าวว่า sporogony สำหรับ oocyst ของ 
Cryptosporidium  มีลักษณะทีต่างจาก coccidia อืนๆ คือ sporozoite จะถูกล้อมรอบด้วยผนัง 
oocyst โดยตรงและปราศจาก sporocyst (Upton, 1989) (รูปท่ี 1)

ระยะของเชื้อ C ryp tospo rid ium  ในวงชีวิตที่มีความสำคัญสามารถแบ่งได้เป็น 3 กลุ่ม คือ 
ระยะที่อยู่นอกเซลล์ (extracellular forms) ระยะที่อยู่ในเซลล์ (intracellular forms) และระยะ 
oocyst ที่อยู่ภายในสิ่งแวดล้อมภายนอกโฮสต์ ระยะการเจริญเติบโตของเชื้อที่อยู่นอกเซลล์ได้แก่ 
ระยะ sporozoite ระยะ merozoite และระยะ microgamete ระยะดังกล่าวมีวงจรชีวิตที่ลัน เซือมี 
ความจำเป็นที่ต้องกลับเข้าล่โฮสต์อย่างรวดเร็วเพื่อทำให้เชื้อมีชีวิตอยู่ได้ต่อไป ส่วนระยะท่ีอยู่ใน
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เซลล์ประกอบด้วยระยะ trophozoite ระยะรchizont ระยะmerozoite ระยะกาicrogametocyte 
ระยะทาacrogametocyte และ zygote ส่วนระยะ oocyst ทีอยู่ภายในสิงแวดล้อมภายนอกโฮสต์ 
เป็นระยะที่มีความทนทานต่อลภาวะแวดล้อมได้ที,ไม่เหมาะลมเป็นอย่างดี (Fayer et al., 2000)

ในวงจรชีวิตของเช้ือ Cryptosporidium ระยะเวลาตั้งแต่เริ่มมีการติดเชื้อโดยได้รับระยะ 
sporozoite ซึ่งอยู่ภายใน oocyst เข้าไปจนกระทั่งเจริญเป็น oocyst ท่ีมี sporozoite ภายในอีก 
คร้ัง ใช้เวลาเพียง 2 วัน แต่อย่าง1ไรก็ตามภาวะการติดเชื้ออาจคงอยู่เพียงระยะเวลาสันๆ หรืออยู่ได้ 
นานหลายเดือนชื้นอยู่กับลภาวะของระบบภูมิคุ้มกันของโฮสต์สำหรับระยะฟักตัวของเชื้อ 
Cryptosporidium ในคนใช้ระยะเวลาประมาณ 4-12 วัน นับต้ังแต่ได้รับ oocyst เข้าไปในร่างกาย 
จนกระท่ังเกิดอาการของโรค สำหรับการติดเชื้อเกิดขึ้นในสัตว์ใช้ระยะเวลาประมาณ 2-14 วัน แต่ 
ระยะเวลาที่ลามารถตรวจพบ oocyst ในอุจจาระจะคงอยู่นานหลายวันจนกระทั่งหลายๆ เดือน แม้ 
อาการจะหายไปแล้ว (Jokipii & Jokipii, 1986)

การแพร่กระจายของเร็รั้อ'ไน'โฮสต์ต่าง ๆ

การติดเชื้อ Cryptosporidium สามารถเกิดได้กับโฮสต์หลายชนิด ตังน้ันการแพร่กระจาย 
ของโรคจึงครอบคลุมพ้ืนท่ีกว้าง โดยพบการกระจายของเชื้อระหว่างเล้นรุ้งท่ี 64 องศาเหนือ ถึงเล้น 
รุ่งท่ี 32 องศาใต้ และครอบคลุมพื้นที่ซึ่งอยู่ตํ่ากว่าระดับนํ้าทะเล 400 เมตร จนถึงสูงสุดท่ีระดับน้ัา 
ทะเล 2,600 เมตร มีอุณหภูมิอยู่ระหว่าง 16 ถึง 38 องศาเซลเซียส โดยสามารถพบเช้ือได้ท่ัวทุก 
ภูมิภาคของโลก แต่ในการระบาดส่วนใหญ่มักเกิดขึ้นในแถบภูมิภาคทางตอนเหนือของอเมริกา 
หรือประเทศในเขตอบอุ่น (Griffiths, 1998)

Cryptosporidium ทำให้เกิดโรคหรือเกิดการติดเชื้อในสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมมีทั้งหมด 79 
species สามารถจัดหมวดหมู่ได้ตังนื Subclass Eutheria มี 6 Order คือ Order Primates เช่น 
สัตว์จำพวกสิง Order Artiodactyls เช่น แกะและหมู Order Perissodactyls เช่น ม้า Order 
Carnivores ได้แก่ แมวและสุนัข Order Lagomorphs เช่น กระต่าย และ Order Rodentia ได้แก่ 
สัตว์จำพวกฟันแทะ เช่น หนู ใน Subclass Marsupialia มี 1 Order คือ Order Diprotodonts ได้ 
แก่สัตว์ประ๓ ทหมีและจิงโจ้

โดยธรรมชาติในการติดต่อเกิดข้ึนได้ท้ังในสัตว์เลี้ยง สัตว์ป่า และสัตว์ท่ีถูกกักขัง จากการ 
คืกษาส,วนใหญ่พบการติดเชื้อในฟาร์มเลี้ยงสัตว์สวนสัตว์สัตว์เลี้ยง และสัตว์ในห้องทดลอง การ 
ติดเชื้อส่วนใหญ่เชื่อว่าเกิดจาก c. parvum โดยพบเชื้อในบริเวณสำไล้เล็ก และการติดเชื้อตัง 
กล่าวมักทำให้สัตว์เกิดการเจ็บป่วย สำหรับการติดเช้ือในหนูขาว หนูขาว หนูตะ๓ า ลูกวัว 
กวางภเขา และ'ไนอ:รุ่ มักพบในบริเวณเยื่อบุกระเพาะอาหาร อย่างไรก็ตาม c. parvum  จากสัตว์ข  ํ 'บ ฬ  ํ q '
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ชนิดหนึ่งสามารถติดต่อส่สัตว์ต่างชนิดกันได้ เซ่น c. parvum ที่ได้จาก หนูตะ๓ า สามารถติดเชื้อ 
ในลูกแกะ สุกร และหนูถีบจักรได้ โดยการติดต่อดังกล่าวมักพบในโฮสต์ที่มีอายุน้อยโดยเฉพาะใน 
สัตว์เคี้ยวเอื้อง รายละเอียดเกี่ยวกับการติดต่อของ Cryptosporidium ระหว่างสัตว์ต่างชนิดกัน 
แสดงในตารางท่ี 1

แหล่งที่มาของเสัอ โฮสต์ท ี่ต ิดต ่อได้
ส้เตว์เลี้ยงลูกด้วยนม

คน สกแกะ แพะ สกวัว สกร สน้ฃ แมว หนขาว หน

ลูกวัว

' บ  9 J  9  9  9 J  9 J

ตะเภา ไก่
สกแกะ คน แพะ สกม้า สกรสนัข หนถีบจักร หน

หนูถีบจักร

« บ  9 J  9  9  ' บ  9 J

แฮมสเตอร์ หนูขาว กระต่าย 
แพะ ลูกวัว

หนูขาว แมว สนัข กระต่าย หนตะ๓ า หนถีบจักรสกแกะ
หนูตะ๓ า

q  9 J  9 J  9 J

สุกร หนูถีบจักร
ลูกแกะ หนูถีบจักร
แพะ สุกร
สุกร หนูถีบจักร
ม้า อูฐ กวาง แมว
แมว ลูกไก่ ไก่งวง เป็ด ห่าน ไก่ฟ้า นกกระทา

ส ัต ว ,ปีก
ไก่ ลูกไก่ ไก่งวง เป็ดห่าน ไก่ฟ้า นกกระทา
นกคุ่ม นกคุ่ม ลูกไก่
ไก่งวง ไก่งวง ลูกไก่ เป็ด
ไก่ฟ้า ลูกไก่ เป็ด

ตารางท 1 การติดต่อของ!ซอ C r y p t o s p o r i d i u m  ระทว่างโอสต่ต ่าง ๆ (cross-transmission) 
(O’Donoghue, 1 9 9 5 )

การติดเซือ Cryptosporidium ในสัตว์ปีกมีมากกว่า 30 species ข้อมูลดังกล่าวได้จาก 
การตรวจวินิจฉัยในกลุ่มนกที่เลี้ยงไว้ในบ้าน ในสวนนกและในกลุ่มประชากรนกในป่า มีรายงาน 
การระบาดของโรคอย่างรรุนแรงอย่างมากในกลุ่มของสัตว็ปีกเศรษฐกิจ เซ่น ในไก่ต่างๆ ไก่งวง 
นกคุ้ม ไก่ฟ้า เป็นต้น อย่างไรก็ตาม การติดเช้ือ Cryptosporidium ในสัตวํปีกเชื่อว่าเกิดจาก
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2 species คือ c. meleagridis และ c. baileyiโดยอาศัยคุณลักษณะความแตกต่าง,ในด้าน 
ความจำเพาะของโฮสต์ บริเ'วณท่ีมีการติดเช้ือ และลักษณะของ oocyst อย่างไรก็ตามทั้ง 2 
species ยังคงคุณลักษณะบางประการไม่สามารถแยกออกจากกันได้อย่างซัดเจน แม้ว่าตำแหน่ง 
ของการติดเชื้อของ c. meleagridis อยู่ในลำไลั bursa และ cloaca ของไก่งวง ลูกไก่ และเป็ด 
ส่วน c. baileyi พบการติดเช้ือ'ในระบบทางเดิน'หายใจ ของไก่งวง ลูกไก่ และเป็ด ท้ังน้ีความรุนแรง 
ของการเกิดโรคขึ้นอยู่กับ species ของเชื้อ อายุของโฮสต์ และระบบภูมต้านทานของโฮสต์ 
(Current et al.,1986)

การติดเชื้อ Cryptosporidium ในลัตว์เลื้อยคลานมีการศึกษาครั้งแรกในระหว่างปี 
ค.ค. 1925ถึง ค.ศ.1969พบ 5 species ท่ีก่อโรคในสัตว์เล้ือยคลานได้แก่ c. crotali 
C. lampropeltis c. ameivae c. ctenosauris และ c. serpentis หลังจากนันมีรายงานของการ 
ติดเชื้อในสัตว์เลื้อยคลานมากกว่า 57 species พบว่าในสัตว์เลื้อยคลานประเภทงู มีมากถึง 40 
species เช่น งูเหลือมงูทางมะพร้าว และงูแมวเซาในสัตว์เลื้อยคลานตัวเล็กประ๓ ทจิ้งจกมี 15 
species เช่น จิ้งจก ตุ๊กแกจิ้งเหลนกิ้งก่า และ แย้ ในสัตว์เลื้อยคลานประเภทเต่า มี 2 species 
เช่น เต่านา เต่าบก เป็นต้น โรค cryptosporidiosis ที่พบในสัตว์เลื้อยคลานมีความแตกต่างกับการ 
ติดเชื้อในสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนํ้านมและในสัตว์ปีก กล่าวคือ การติดเชื้อทั้งหมดในสัตว์เลื้อยคลานเกิด 
ขึ้นในกระเพาะอาหาร ส่วนในสัตว์เลี้ยงลูกด้วยมและสัตว์ปีกเกิดข้ึนในระบบลำไสัและในระบบทาง 
เดินหายใจตามลำดับ การติดเชื้อในสัตว์เลื้อยคลานส่วนใหญ่พบในสัตว์ที่มีการเจรณเติบโตเต็มที่ 
ส่วนในสัตว์ที่เลี้ยงลูกด้วยนํ้านม และในสัตว์ปีกมักพบการติดเช้ือในสัตว์แรกเกิด และในกลุ่มท่ีมี 
อายุน้อยๆ ระยะเวลาในการติดเชื้อจนกระทั้งมีการสร้าง oocyst ในสัตว์เลื้อยคลานมีระยะเวลา 
นานหลายเดือนหรือยาวนานมากกว่า2 ปี (Upton étal., 1989)นอกจากนี้การติดเชื้อ 
Cryptosporidium ยังพบอย่างน้อยในปลา 9 species โดยสามารถพบได้ในปลาทะเลและในปลา 
นํ้าจืด ส่วนใหญ่พบในปลาที่อยู่ในการเพาะเลี้ยงเชิงเศรษฐกิจ ปลาที่มีการกักซังบริเวณและในปลา 
สวยงามที่เลี้ยงไว์ในตู้ (Hefnawy 1989; Rush et al., 1990)

การติดเชื้อ Cryptosporidium ในคนพบรายงานเป็นครั้งแรกในปี ค.ศ.1976โดย Nime 
และคณะ และ Meisel และคณะ หลังจากนั้นได้มีการพัฒนาวิธีการตรวจ oocyst ในอุจจาระจึงมี 
การสำรวจอุจจาระที่มาตรวจในห้องปฏิบัติการโดยการใช้ตัวอย่างอุจจาระในผู้ป่วยที่มีอาการท้อง 
เสีย โดยเฉพาะในผู้ป่วย AIDS ตลอดจนการตรวจในการระบาดของโรคอุจจาระร่วง ผลการศึกษา 
พบการติดเชื้อร้อยละ0.1 ถ ึงร ้อยละ27.1 (ค่าเฉลี่ยร้อยละ4 .9 )ในกลุ่มประเทศอุตสาหกรรมจาก 
การสำรวจ 56 ประเทศ เปรียบเทียบกับกลุ่มประเทศที่กำลังพัฒนาพบการติดเชื้อร้อยละ 0.1 ถึง 
ร้อยละ 31.5 (ค่าเฉลี่ย ร้อยละ 7.9) จากการสำรวจ 48 ประเทศ (Fayer & Ungar, 1986; Garcia 
& Current, 1989; Ungar, 1990; Current & Garcia, 1991) และจากการสำรวจในกลุ่มผู้ที่ไม่มี
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อาการแสดงจากการติดเชื้อ พบอัตราการติดเชื้อถึงร้อยละ 2 (ค่าเฉลี่ยร้อยละ 0.3) ในกลุ่มประเทศ 
ที่พัฒนาแล้วจากการสำรวจ 12 ประเทศ เปรียบเทียบกับในประเทศกำลังพัฒนาที่ไม่แสดงอาการ 
พบการติดเชื้อ ถึงร้อยละ 9.8 (ค่าเฉลี่ยร้อยละ 1.6) ดังผลการสำรวจ 20 ประเทศ จากการสำรวจ 
เห็นได้ว่าในกลุ่มประเทศกำลังพัฒนาพบการติดเชื้อสูงกว่ากลุ่มประเทศที่พัฒนาแล้วแสดงว่าการ 
ติดเชื้อชนิดนี้มีความสัมพันธ์กับระบบการสุขาภิบาลที่ด้อยคุณภาพ การปนเปีอนในน้ําดื่ม น้ําใช้ 
หรือจากคลุกคลีกับสัตว์เลี้ยงซึ่งเป็นสิ่งที่สำคัญที่ทำให้พบการติดเชื้อที่สูง (Ungar, 1990)

ที่มาของการระบาดของเชื้อ Cryptosporidium ได ้แก่

การติดต่อ1จากคนลุ่คน (person to person) เป็นการระบาดของเชื้อที1สามารถเกิดช้ืนใน 
ศูนย์รับเลี้ยงเด็กรายวันซึ่งเกิดชื้นได้บ่อย จากการคืกษาพบว่าเด็กที่มีการติดเชื้อส่วนหนึ่งไม่ปรากฏ 
อาการ อีกทั้งยังสามารถเป็นพาหะของการแพร่เชื้อ ทำให้การระบาดของโรคมีแนวโน้มเกิดช้ืนได้สูง 
ในศูนย์รับเลี้ยงเด็กรายวัน ในสถานกักกันนักโทษ และในชุมชนแออัดมากช้ืน รวมท้ังบุคลากรใน 
โรงพยาบาลนอกจากนี้มีรายงานพบว่าผู้ป่วย AIDS หลายรายที่มารักษาในโรงพยาบาลมีการติด 
เชื้อดังกล่าวเกิดชื้นภายในโรงพยาบาลทำให้ผู้ป่วยหลายราย เลียชีวิตจาการเกิดโรค 
cryptosporidiosis ข้อควรระวังโดยท่ัวไปท่ีสำคัญคือ ควรทำการแยกผู้ป่วยที่มีภูมิคุ้มกันบกพร่อง 
ออกจากผู้ป่วยโรคอื่นๆ เพ่ือป้องกันการระบาดของโรค (Casemore, 1990)

การติดต่อจากสัตว์ล่คน (animal to man) เป็นการติดเชื้อจากการเลี้ยงสัตว์ 
ภายในบ้าน ฟาร์มเลี้ยงสัตว์ สัตว์ป่า และสัตว์ในสวนสัตว์ต่างๆ รวมท้ังในสัตว์เล้ียงท่ีใช้เป็นอาหาร 
จากโรงฆ่าสัตว์ซึ่งลามารถเป็นพาหะในการติดเชื้อล่คนได้โดยมีรายงานผู้ป่วยที่มีการติดเชื้อดัง 
กล่าวหลังจากการช้าไปสำรวจ ตลอดจนการทำวิจัยในฟาร์มเลี้ยงสัตว์ที่เป็นโรค จึงมีโอกาสเลี่ยงใน 
การได้รับเช้ือได้ถ้าไม่มีระบบการป้องกันท่ีดี อย่างไรก็ตามไม่มีข้อมูลชัดเจนเกี่ยวกับอัตราส่วนที่ 
แน่นอนของการเกิดโรค cryptosporidiosis ในคนทีเกิดจากการได้รับเชือจากสัตว์ ( Lengerich et 
al., 1993)

การติดต่อจากแหล่งนํ้าต่างๆ (water-borne) มักเป็นการระบาดของเชื้อจากการ 
ปนเปีอนของ oocyst ในสิ่งแวดล้อม การระบาดของเชื้อส่วนใหญ่เกิดขึ้นอันมีสาเหตูจากแหล่งนํ้า 
เช่น ในปี ค.ศ.1993 พบการระบาดครั้งใหญ่ในมลรัฐ Wisconsin เมือง Milwaukee สหรัฐอเมริกา 
ซ่ึงเป็นพ้ืนท่ีอุตสาหกรรมฟาร์มโคนม และก่อนที่มีการระบาดมีฝนตกลงมาอย่างหนัก จากการ 
สำรวจพบการติดเชื้อประมาณ 403,000 คน โดยคาดว่าแหล่งที่มาการติดเชีอเกิดจากการปนเปีอน 
ของ oocyst ในระบบนํ้าฃองเทศบาลเป็นสำคัญ (Mackenzie et al., 1994) สำหรับการระบาดท่ี 
เกี่ยวข้องกับแหล่งนํ้า ได้แก่ การเล่นน้ําในทะเลสาป สระว่ายน้ํา แม่,นา การใช้'นาประปามาทำ



12

นำแข็ง การดื่มนมสดที่ไม่ผ่านการฆ่าเชื้อ ซึ่งส่วนใหญ่ประชากรที่มีการติดเชื้อมีอาการท้องเสียและ 
เกิดขึ้นรุนแรงในกลุ่มประชากรที่มีภูมิคุ้มกันบกพร่องจนอาจถึงแก,ชีวิตได้(Osewe et. al., 1996) 
นอกจากนี้การปนเปีอนของ oocyst ไปกับระบบส่งนํ้าในเมืองอันมีสาเหตุจากสิ่งขับถ่ายของคนลง 
สู,ท่อระบายนํ้า หรือปัญหาจากการกำจัดอุจจาระ (Joce et al., 1991) จากการสืบสวนถึงสาเหตุ 
ของการระบาดพบรอยแตกร้าวของระบบท่อต่างๆ ในอาคารบ้านเรือนและในสระว่ายน้ําซ่ึงเป็นท่ี 
ยอมรับว่ามีส่ิงปฏิกูลหรือน้ําโสโครก สามารถเข้าไปบนเปีอน (ตารางที่ 2)

การแพร่กระจายเชื้อโรคต่างๆ ทางอากาศ ทำให้เกิดการติดเชื้อในระบบทางเดิน 
หายใจส่วนใหญ่มักเกิดขึ้นในเด็ก จากการศึกษาถึงแหล่งที่มาของการติดเชื้อมีการตั้งข้อสังเกตว่า 
oocyst ของ Cryptosporidium มีโอกาสแพร่กระจายทางอากาศและเข้าสู่ระบบทางเดินหายใจ 
และผู้ป่วยท่ีได้รับเช้ือกลืนระยะ oocyst เข้าสู่ระบบทางเดินอาหารต่อไป อย่างไรก็ตามการแพร่ 
กระจายของเชื้อทางอากาลเกิดขึ้นสำหรับ c. meleagridis และ c. baileyi ในสัตว์ปีก'ได้เช่นกันมี 
ข้อเสนอแนะมากมายถึงการติดเชื้อแต่ก็ไม่มีข้อพิสูจน์อย่างเด่นชัดว่ามีการแพร่กระจายของเชื้อใน 
อากาศ

อาการท างค ล ิน ิก  (Clinical manifestation)

อาการแสดงของโรคสามารถจำแนกตามตำแหน่งที่มีการติดเชื้อ ได้เป็น 2 กลุ่ม คือกลุ่มที, 
มีการติดเชือเฉพาะภายในลำไท้ (intestinal cryptosporidiosis) และกลุ่มทีมีการติดซือภายนอก 
ลำไท้ (extraintestinal cryptosporidiosis) อาการแสดงและพยาธิสภาพของโรค 
cryptosporidiosis มีความสัมพันธ์กับภาวะภูมิคุ้มกันของผู้ป่วย ซึ่งในผู้ป่วยที่มีภาวะภูมิคุ้มกัน 
ปกติ มักไม่มีอาการรุนแรง และสามารถหายได้เอง ในขณะที่ผู้ป่วยที่มีภาวะภูมิคุ้มกันบกพร่องมัก 
มีอาการรุนแรงและอาจถึงกับเลียชีวิตได้

อาการแสดงและพยาธิสภาพ'ในการติดเชื้อเฉพาะ'ในลำ'ใส้

1. การติดเชื้อโดยไม่ปรากฏอาการ (asymptomatic infection) ผู้ที่ติดเชื้อ1ไม่มีอาการ 
ผิดปกติทางระบบทางเดินอาหาร สามารถเป็นพาหะในการแพร่กระจายของโรคได้ เช่นการศึกษา 
ในสหรัฐอเมริกา เป็นการศึกษาในกลุ่มผู้ปวยที่มีภูมิคุ้มกันปกติ พบการติดเชื้อของ 
Cryptosporidium ร้อยละ 12.7 ในบริเวณลำไท้เล็กส่วนต้น แต่ไม่พบอาการท้องเลียแต่อย่างใด 
(Robert, 1989)
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2. อาการท้องเสียอย่างเฉียบพลัน และสามารถหายได้เอง (acute self-limited 
diarrhea) ผู้ป่วยจะมีอาการท้องเสียมีระยะเวลาเฉลี่ยประมาณ 6 วัน หรืออยู่ในช่วง 2 ถึง 30 วัน 
อาการที่พบบ่อยที่สุดคืออาการถ่ายเหลวเป็นนํ้า เบื่ออาหาร ปวดท้อง คล่ืนไล้ อาเจียน ไอ และใน 
บางครั้งมีไฃ้ร่วมด้วย ในปี ค.ศ.1992 Blansharol รายงานการสำรวจในอังกฤษ พบอาการดังกล่าว 
ในผู้ป่วยท่ีติดเช้ือไวรัส HIV ที่มีระดับภูมิคุ้มกันยังไม่บกพร่องมากโดยมีค่าของ CD4+lymphocyte 
มากกว่าหรือเท่ากับ 250/mm3 อาการเหล่านี้สามารถหายได้เอง สำหรับผู้ที่มีภูมิคุ้มกันปกติจาก 
การศึกษาในอาฟริกาตะวันตก ประเทศกัวเตมาลา อเมริกาใต้ และเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ พบว่า 
ผู้ป่วยเด็กที่มีอาการเกี่ยวกับโรค cryptosporidiosis มีอัตราการเสียชีวิตประมาณร้อยละ 2 ถึง 
ร้อยละ 4 สูงกว่าที่พบในเด็กที่มีอาการท้องเสียจากการติดเชื้ออื่นๆ (Lima et al., 1992)

3. อาการท้องเสียเรือรัง (chronic disease) การเกิดโรค cryptosporidiosis อย่างเรือรัง 
มักพบในผู้ป่วย AIDS ที่มีภูมิคุ้มกันมากโดยมีค่า CD4+lymphocyte ตํ่ากว่า 250/mm3 ระยะเวลา 
ที่มีอาการประมาณ 20 ถึง 30 สัปดาห์ (Blansharol et al., 1992) ปัญหาที่พบจากอาการท้องเสีย 
เร้ือรังคือ ทำให้ผู้ป่วยมีภาวะการขาดนํ้า (dehydration) ผอมแห้งและน้ําหนักลด ตลอดจนเกิด 
ภาวะการดูดซึมสารอาหารบกพร่อง (malabsorption) (Macgowan, 1993)

4. การเกิดโรครุนแรง (fulminant disease) มักพบเฉพาะในผู้ป่วยที่มีภาวะภูมิคุ้มกันบก 
พร่องอย่างรุนแรง โดยเฉพาะในผู้ป่วยโรค AIDS หรือผู้ท่ี1ได้รับยากดภูมิคุ้มกัน อาการของโรคเกิด 
ขึ้นอย่างเฉียบพลันและรุนแรงคล้ายกับผู้ป่วยอหิวาตกโรค ซึ่งทำให้มีอัตราการตายสูงมาก อาการ 
ส'วนใหญ่ท่ีพบในผู้ป่วย คือ การขาดนํ้าอย่างรุนแรงเกิดภาวะซ๊อค ตลอดจนการพบภาวะอิเล็คโทร 
ไลท์ขาดสมดุล (electrolyte imbalance) ในบางรายมีการสูญเสียนํ้ามากถึง 1 ลิตรต่อ 1 ช่ัวโมง
ผู้ป่วยมักจะเสียชีวิตภายในระยะประมาณ 10 วันหรืออาจนานถึง 5 สัปดาห์ (Blanshard et al., 
1992)

อาการแสดงและพ ยาธ ิสภาพ ใน การต ิด เช ื่อภายน 'อกลำไส ้ร ่วมด ้วย

พบได้น้อยมาก มักพบในผู้ที่มีภาวะภูมิคุ้มกันบกพร่อง โดยเฉพาะโรค AIDS สามารถพบ 
การติดเชื้อเกี่ยวกับระบบทางเดินหายใจ อาการสำคัญคือ อาการไอ หายใจขัด และการมีสาร 
ดัดหลั่งบริเวณหลอดลมออกมาเป็นจำนวนมาก อาการเหล่านี้คล้ายกับอาการที่พบในสัตวํปีก 
อาการแสดงของการติดเชื้อในระบบทางเดินหายใจ ล่วนใหญ่มักเกิดขึ้นก่อนที่ผู้ป่วยจะมีอาการ 
ท้องเลียและเป็นสาเหตุของการเสียชีวิตในผู้ใหญ่ได้ โรค cryptosporidiosis ที่มีการติดเชื่อใน 
ระบบหายใจที่ปรากฏให้เห็นในกลุ่มผู้ท่ีได้รับยากดภูมิคุ้มกันอ่ืนๆ เช่นในกลุ่มผู้ป่วยท่ีเป็นมะเร็ง 
ของต่อมนํ้าเหลือง หรือในผู้ป่วยที่ได้รับการปลูกถ่ายไขกระดูกในขณะท่ีต้องได้รับยากดภูมิคุ้มกัน
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จากการคืกษาการติดเชื้อในระบบทางเดินหายใจในหนูทดลองพบว่าหนูมีความผิดปกติในระบบ 
ทางเดินหายใจเป็นอย่างมาก น้ําหนักลด และมีการขยายตัวของปอดเนื่องจากความยืดหยุ่นเสียไป 
มีการหลุดลอกของเซลล์และการตายของเนื้อเยื่อทำให้มีการสะสมของเยื่อเมือกในระบบทางเดิน 
หายใจเป็นจำนวนมากและมีการอักเสบของถุงลม (Forgacs et al., 1983)

การเกิดโรค cryptosporidiosis ติดต่อกันเป็นเวลานานในผู้ป่วยที่มีภูมิคุ้มกันบกพร่องอาจ 
มีการลุกลามของเชื้อจากลำไล้เช้าส่ตับและท่อนํ้าดีตลอดจนท่อของตับอ่อนทำให้ผู้ป่วยเกิดการ 
อักเสบของถุงน้ําดี (cholecystitis) การอักเสบของท่อน้ําดี (cholangitis) และตับอ่อนอักเสบ 
(pancreatitis) นอกจากนีการระบาดของโรค cryptosporidiosis ครังใหญ่ในเมือง Milwaukee 
สหรัฐอเมริกาในปี ค.ศ. 1993 ภายหลังการระบาด 1 ปี พบผู้ป่วยที่มือาการ1ของโรคทางเดินน้ําดี 
ร่วมด้วยมือัตราการเสียชีวิตสูงกว่าที่มืการติดเชื้อที่ลำไลัเพียงอย่างเดียวอย่างมืนัยสำคัญทางสถิติ 
โดยผู้ท่ีเสียชีวิตส่วนใหญ่มืระคับ CD4+lymphocyte ต่ําก'ว่า 50/mm3

วิธ ึการตรวจเพ ี่อการ'ว ิน ิจฉ ัยเๆรั้อ Cryptosporidium

1. การตรวจหาเชื้อ Cryptosporidium ในอุจจาระ
2. การตรวจหาเชื้อ Cryptosporidium จากการตัดชื้นเนื้อเยื่อ (biopsy)
3. การตรวจโดยวิธีทางอิมมูนวิทยา
4. การตรวจสารพันธุกรรมของเช้ือ Cryptosporidium

การตรวจหาเๆรั้อ Cryptosporidium ใน อ ุจจาระ

การตรวจหา oocyst ในอุจจาระเริ่มข้ึนคร้ังแรกในปี ค.ศ.1978 โดย Polenz และคณะได้ทำ 
การย้อมสีอุจจาระลูกวัวท่ีเป็นโรคด้วยสี giemsa ต่อมาในปี ค.ศ. 1980 Tgipori และคณะได้ใช้สี 
ชนิดเดียวกันย้อมสีอุจจาระจากผู้ป่วยแม้ว่าลี giemsa จะแยกความแตกต่างของ oocyst ออกจาก 
ส่วนอ่ืน  ๆ ของอุจจาระได้ แต่ความชัดเจนในการตรวจหายังมืจำกัด อย่างไรก็ตามภายหลังมืผู้ 
พัฒนาวิธีย้อมสีหลากหลายชนิด ซ่ึงสีท่ีนิยมใช้มากท่ีสุดคือ การย้อมด้วยวิธี modified acid fast 
ซึ่งสีตังกล่าวสามารถแยกความแตกต่างของ oocyst ออกจาก yeast ซึ่งมืขนาดรูปร่างใกล้เคียงกัน 
ได้อย่างชัดเจน โดย oocyst ของ Cryptosporidium ติดสีชมพูแดงในขณะที yeast ติดสีของ 
counterstain (Ma & Soave, 1983) จากการย้อมสิ acid-fast ทำให้ลังเกตได้ว่า oocyst ท่ีพบใน 
อุจจาระประกอบด้วยชนิดที่ติดสีของ carbol fuchsin เป็นสีชมพูแดงชัดเจน ในขณะที่บาง oocyst 
จะติดสีได้น้อย หรือแทบไม่ติดสิเลย นอกจากนี้การย้อมด้วย giemsa และ acid-fast แล้วยังมืผู้คิด
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วิธีย้อมลี oocyst ของ Cryptosporidium ในลักษณะและลีที่ปรากฏบน oocyst จะแตกต่างกันไป 
เช่นลี safranin-methylene blue ซึงให้ผลใกล้เคียงกับการย้อมด้วย acid-fast ลี methylene 
silver จะทำให้ yest ติดลีดำ ในขณะที oocyst ไม่ติดลี ซึงเป็นการย้อมแบบ negative stain เช่น 
เดียวกับสี nigrosin (Pohjola, 1984) นอกจากนี้ลีอ่ืนๆ ท่ีมีผู้'ทดลองย้อม oocyst แต่,ให้ผล1โม่ดีแม้ 
จะแยก oocyst ออกจากองค์ประกอบอ่ืนๆ ในอุจจาระได้ เช่นลี periodic acid-Schiff (Garcia, 
1983) ลี trichrome ลี methylene-eosin ลี Gram (Angus et al., 1981) เป็นต้น สำหรับการย้อม 
ด้วยสีเรืองแสง (fluorochrome stains) นั้นเนื่องจากไม่ลามารถเห็นรายละเอียดภายใน oocyst 
ได้ ดังน้ันในบางครั้งจำเป็นต้องใซ้ลีย้อมชนิด acid-fast ตรวจสอบยืนยันอีกครั้ง (Kawamoto et 
al., 1987) สำหรับการย้อมลีพิเศษสามารถทำการย้อมอุจจาระที่ยังสดและที่มีการทำให้คงสภาพ 
เดิมโดยการเติมสารละลายจำพวก 10% formalin และ sodium acetate-acetic acid-formalin 
(SAF) หรือ polyvingl alcohol (PVA) แต่ไม่นิมใช้เพราะไม่สามารถเข้ากันได้กับข้ันตอนในการ 
ย้อมสีพิเศษ

การตรวจหาเซึ่เอ C ryptosporid ium  จากการต้ดธีนเน ื้อเย ื่อ

การตรวจหาเชื้อ Cryptosporidium โดยการดัดชื้นเนื้อเยื่อเป็นการตรวจหาระยะการ 
เจริญเติบโตของเชือภายในเซลล์ (endogenous developmental stages) การติดเชือ 
Cryptosporidium ที่มีการวินิจฉัยในสัตว์และในคน ดังน้ันในระยะแรกๆ ท่ียังไม่ทราบการย้อมสี 
เพ่ือหา oocyst ในอุจจาระจำเป็นต้องอาศัยวิธีนื้โดยการย้อมชื้นเนื้อด้วยสีทนกรด สีของ 
hematoxylin และ eosin หรือ ย้อมด้วยลี giemsa อย่างไรก็ตามการใช้ลีย้อมอื่นๆ ท่ีมีการทดสอบ 
นั้นก็ไม่ได้ให้ผลวินิจฉัยระยะต่างๆ ของเช้ือดีข้ึน ดังนั้นในการคีกษารายละเอียดของเชื้อ ต้องอาศัย 
การตรวจดูด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็คตรอน (Lager & Landas, 1991)

อย่างไรก็ตามการตรวจด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็คตรอนจำเป็นต้องทำให้เซลล์คงสภาพ 
เดิมมากที่ลุด จึงต้องผ่านขั้นตอนการรักษาสภาพเซลล์ที่ค่อนช้างยุ่งยาก นอกจากนื้ค่าใช้จ่ายใน 
การวินิจฉัยที่สูง ใช้เวลานานในการวินิจฉัย และขาดความไวในการตรวจ เพราะระยะต่างๆ ของ 
เชื้อในเนื้อเยื้อมีขนาดเล็กมากในขณะเดียวกันการตรวจวินิจฉัยแบบนีไม่สามารถแยก species 
ของเชื้อได้ ดังนั้นการใช้เทคนิคการตรวจดังกล่าวเหมาะสำหรับการคีกษาทางพยาธิวิทยาของโรค 
และเกี่ยวกับการคีกษาทางโครงสร้างและหน้าที่ของเซลล์จึงไม่เหมาะกับการตรวจวินิจฉัยทั่วไป
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การตรวจโดยวิธีทางอิมมูนวิทยา

การวินิจฉัยการติดเชื้อ C ryp tospo rid ium  โดยการตรวจทางอิมมูนวิทยาเพื่อหาแอนติบอดี 
ในน้ําเหลืองต่อเชื้อ C ryp tosporid ium  อย่างไรก็ตามการตรวจพบแอนติบอดีไม่เป็นเครื่องแสดงถึง 
การติดเชื้อในขณะที่ตรวจพบแอนติบอดีดังกล่าวเนื่องจากระดับแอนติบอดีจะเพิ่มมากขึ้นเมื่อโรค 
ได้ดำเนินไประยะหนึ่งแล้วและแอนติบอดีดังกล่าวสามารถคงอยู่ได้นานมากกว่า 12 เดือน ดังน้ัน 
วิธีทางอิมมูนวิทยาจึงมีประโยชน์ทางด้านระบาดวิทยามากกว่าการวินิจฉัยผู้ที่กำลังติดเชื้อ วิธีที,ใช้ 
ในการตรวจมีได้หลายวิธี เช่น immunofluorescence (IF) (Sterling, 1986), enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA) (Whitmir, 1991) เป็นต้น

สำหรับการประยุกต์ใช้วิธีการทางอิมมูนวิทยา เพ่ือย้อมสี oocyst เช่นการใช้วิธี 
fluorescent antibody test โดยอาศัย polyclonal antibody ต่อผนัง oocyst ทีได้จากกระต่าย 
ภายหลังจากการที่ปฏิกิริยาจะพบการเรืองแลงของ oocyst ภายใต้กล้องจุลทรรศน์fluorescence 
วิธีดังกล่าวนอกจากจะตรวจหา oocyst ในอุจจาระได้ยังสามารถตรวจหา oocyst ท่ีมีการปนเปีอน 
ในปริมาณน้อยๆ ในตัวอย่างจากแหล่งนํ้าต่างๆ ได้ เนื่องจากการติดเชื้อ Cryptosporidium บาง 
ครั้งปริมาณ oocyst อาจปะปนมากับอุจจาระได้น้อยโดยเฉพาะในกลุ่มที่ไม่มีอาการหรือมีอาการ 
ไม่รุนแรง ดังนั้นจึงจำเป็นต้องทำให้ปริมาณ oocyst ในอุจจาระมีความเข็มข้นขึ้นโดยการ 
ตกตะกอน (sedimentation) หรือ การลอยตัว (flotation) ทำให้ความไวในการตรวจสอบเพิ่มมาก 
ข้ึน เช่นการทำให้ปริมาณของ oocyst เข้มข้นข้ึนโดยการปันให้ตกตะกอนในสารละลาย formalin- 
ether หรือ formalin-ethyl acetate สำหรับการทำให้ oocyst ลอยตัวต้องใช้สารละลายที่มี 
ความถ่วงจำเพาะมากกว่าความถ่วงจำเพาะของ oocyst เช่นการใช้สารละลายอิ่มตัวของ sodium 
chloride (ความถ่วงจำเพาะเท่ากับ 1.20)หรือ magnesium sulphate (ค่าความถ่วงจำเพาะ 
เท่ากับ 1 .30)หรือสารละลาย sucrose (ค่าความถ่วงจำเพาะเท่ากับ 1 .34)สารละลาย 
zine sulphate (ค่าความถ่วงจำเพาะเท่ากับ 1.49) และ potassium iodide (ค่าความถ่วงจำเพาะ 
เท่ากับ 1.72) (Current, 1990) เทคนิคในการลอยตัวนั้นถ้าให้ได้ผลดีให้ใช้สารละลายอิ่มตัวที่มีค่า 
ความถ่วงจำเพาะสูง แต่ต้องทำการทดสอบทันทีหลังจากเตรืยมสารละลายเสร็จ เพราะถ้าท้ิง 
oocyst ไว้ในสารละลายนานจะมีผลทำให้ลักษณะของ oocyst มีลักษณะผิดรูปแบบไปได้ 
ยากแก่การวินิจฉัย หลังจากทำให้ปริมาณของ oocyst มีความเข็มข้นขึ้นแล้ว นำมาตรวจวินิจฉัย 
ด้วยกล้องจุลทรรศน์ชนิด phase-contrast โดยใช้กำลังขยาย 200-400 เท่า ซ่ึงจะทำให้เห็นรูปร่าง 
oocyst ของ Cryptosporidium มีลักษณะแวววาว ตรงกันข้ามกับพ้ืนหลัง โดยท่ัวไปในแต่ละ 
oocyst มี qranule บรรจุอยู่ภายใน ซึ่งจะเห็นเป็นสีดำวาว สำหรับการศึกษารูปร่างของ oocyst 
ด้วยกล้องจุลทรรศน์ชนิด interference-contrast พบว่าเหมาะสมกับการศึกษาโครงสร้างภายใน
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ของ oocyst โดยพบลักษณะของ sporozoit และ residual bodies การตรวจหา oocyst ใน 
อุจจาระสามารถทำการตรวจวินิจฉัยหลังจากกระบวนการ floatation หรือ sedimentation ได้โดย 
นำอุจจาระที่ผ่านการ flotation หรือ sedimentation ดังกล่าวมาทำการย้อมสีต่างๆ เช่น สี acid- 
fast จะทำให้มีความไวในการตรวจสูงยิ่งข้ึน

การตรวจสารพันธุกรรมของเช้ือ C ryptosporid ium

จากการสีกษาองค์ประกอบทางพันธุกรรมของเชื้อ Cryptosporidium ด้วยเทคนิค 
pulsed field gradient gel electrophoresis เป็นครังแรกในปี ค.ศ. 1988 (Mead et al., 1988) 
พบว่า c. parvum มีโครโมโซมขนาดแตกต่างกันอยู่ระหว่าง 1 .4ถ ึง 3.3 Mb ซึ่งต่อมามีการสีกษา 
ถึงลักษณะทางพันธุกรรมของเชื้อเพิ่มมากขึ้น โดยการใช้เทคนิค contour-clamped 
homogeneous electric field gel electrophoresis และ southern blot hybridization (Hays et 
al., 1995) พบว่าโครโมโซมของ c. parvum มีขนาดแตกต่างกันอยู่ระหว่าง 0.945 ถึง 2.2 Mb โดย 
การจัดเรืยงโครโมโซมท่ีมีขนาดเล็กท่ีสุดเป็นโครโมโซมท่ี 1 และเรืยงลำดับตามขนาดชื้นมาจนถึง 
โครโมโซมท่ี 8 ซ่ึงมีขนาดใหญ่ท่ีสุดโดยโครโมโซมท่ี 1 และ2 มีขนาด 1.04 Mb และ 1.08 Mb 
ตามลำดับ ล่วนโครโมโซมท่ี 3 4 และ 5 มีขนาดเท่ากันคือ 1.24 Mb โครโมโซมท่ี 7 และ 8 มีขนาด 
เท่ากันคือ 1.54 Mb สำหรับ genome size ของเชือ Cryptosporidium มีขนาด 10.4 Mb โดยทัว 
ไปลักษณะโครงสร้างของโครโมโซมท่ีปลายท้ังสองข้าง ประกอบด้วย telomere ที่มีคล้ายคลึงกับ 
โครโมโซมของส่ิงมีชีวิตท่ีมีเย่ือหุ้มนิวเคลียสอ่ืนๆ ซึ่งประกอบด้วยลำดับเบสที่ซํ้ากันเป็นชุดเรืยงต่อ 
กัน (tandem repeated sequence)

สำหรับการวิเคราะห์ยีนของ Cryptosporidium ยังมีการสีกษาค่อนข้างจำกัดอย่างไรก็ 
ตามยีนที่พบล่วนใหญ่ เป็นยีนทีมีชุดเดียวต่อ genome (single copy gene) เช่น 
thrombospondin-related adhesion protein (TRAP-C1) (Sulaiman, 1998) Cryptosporidium 
oocyst wall protein (COWP) (Spano, 1979) เป็นต้น สำหรับยีนที่มีหลาย1ชุด ต่อ genome ท่ี 
สำคัญและมักใช้ในการหาชนิดของเชื้อตลอดจนการวินิจฉัยคือ small subunit ribosomal RNA 
หรือ 18S rRNA (SSU rRNA) gene (Morgan et al., 1997)

ในระหว่างการลังเคราะห์โปรตีน ข้อมูลทางพันธุกรรมถูกล่งผ่านมาในรูปของ mRNA และ 
การลังเคราะห์โปรตีนเกิดช้ืนบน intracellular particle ที่เรียกว่า ribosome ซ่ึงเป็น 
nucleoprotein ประกอบด้วยเอ็นไซม์หลายชนิดท่ีเกี่ยวข้องกับการผลิตโปรตีน ribosome 
ประกอบด้วย 2 หน่วยย่อย และถูกกำหนดชนิดจากดัวเลฃท่ีแสดงถึงระดับความเร็วท่ีใซในการ 
ตกตะกอน ribosome ของ eukaryotic cell ซึ่งประกอบด้วย 2 หน่วยย่อยคือ 40S และ 60S



40S ประกอบด้วย 18S rRNA และโปรตีนอีก 30 ชนิด
60S ประกอบด้วย 5.8S และ 28S rRNA รวมท้ังโปรตีนอีก 50 ชนิด
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เมื่อเปรียบเทียบลำดับเบสของเชื้อ Cryptosporidium species ต่างๆ ในส่วนของ SSU 
rRNA gene พบว่าประกอบด้วยส่วนที่มีความคล้ายคลึงกันของลำดับเบสสูง (conserved 
regions) และส่วนที่มีความแตกต่างของลำดับเบส (variable regions) ระหว่าง species ดังน้ัน 
การวิเคราะห์ลำดับเบสของ SSU rRNA gene นอกจากจะมีประโยชน์ในการคืกษาวิวัฒนาการ 
ของเช้ือ Cryptosporidium แล้วยังสามารถใช้ส่วนของ gene ดังกล่าวในการจำแนก species ของ 
เชือ Cryptosporidium เพือการวิจัยต่อไป

การตรวจวินิจฉัยสารพันธุกรรมของเชื้อ Cryptosporidium ทำได้โดยการเพิ่มปริมาณสาร 
พันธุกรรมโดยอาศัยปฏิกิริยาลูกโซ่โพลึเมอร์เรส (Polymerase chain reaction, PCR) โดยท่ัวไป 
DNA มีลักษณะเป็นสายคู่ ซึ่งแต่ละสายจับคู่กันด้วยพันธะไฮโดรเจนระหว่างเบสที่มีความจำเพาะ 
ต่อกัน (complementary) โดยเบสชนิด thymine สามารถจับคู่กับเบสชนิด adenine และเบสชนิด 
cytosine มีความจำเพาะกับเบสชนิด guanine ความสามารถสร้างพันธะไฮโดรเจนระหว่างลาย 
DNA แบบจำเพาะนี้ ทำให้สามารถสร้าง DNA สายใหม่ โดยลอกแบบ DNA ต้นแบบได้เหมือนกับ 
สายเดิมทุกประการวิธี PCR สามารถเพิ่มปริมาณ DNA ในหลอดทดลองได้อย่างมาก ภายใต้ 
ภาวะที่เหมาะสม (Saiki et al, 1988) โดยใช้ DNA ต้นแบบจำนวนเล็กน้อยเท่านั้น โดยในแต่ละข้ัน 
ตอน (แต่ละรอบ) ของปฏิกิริยาจะมีการเพิ่มปริมาณ DNA เท่ากับ 2ก โดย ท เท่ากับจำนวนรอบของ 
ปฏิกิริยา ดังนั้นถ้าเริ่มปฏิกิริยาโดยใช้ DNA ต้นแบบ 1 สาย จะได้ผลิตผล DNA จำนวน 3.4x1040 
สาย

หลักการของวิธี PCR นี้โดยเริ่มจากการแยกสาย DNA ลายคู่ให้เป็น DNA ลายเดี่ยวด้วย 
ความร้อน เพ่ือทำลายพันธะไฮโดรเจนระหว่างคู่เบส หลังจากนั้นลดอุณหภูมิลงในระดับท่ี primer 
ซ่ึงเป็น oligonucleotide สายเดี่ยวมาจับอย่างจำเพาะกับ DNA ต้นแบบ ในตำแหน่งท่ีมีลำดับเบส 
ที complementary กับ primer และอาศัยเอ็นไซม์ Taq DNA polymerase เป็นตัวเร่งปฏิกิริยา ใน 
การสร้างสาย DNA สายใหม่ที่มีลำดับเบสเหมือนกับสาย DNA ต้นแบบ ซ่ึงเอ็น1ไซม์ดังกล่าวมีคุณ 
สมบัติพิเศษคือ สามารถทนความร้อนและทำปฏิกิริยาได้ดีที่อุณหภูมิสูงประมาณ 65-75°C โดยท่ี 
เอ็นไซม์ Taq DNA polymerase ได้จากแบคทีเรียซือ Thermus aquaticus (Brock & Freeze,
1969) นอกจากนี้การประดิษฐ์เครื่องมือเพื่อเพิ่มและลดอุณหภูมิโดยอัตโนมิติ (automated 
thermal cycler) ทำให้วิธี PCR ได้รับการประยุกต็ใช้กันอย่างกว้างขวาง
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เทคนิคการเพิ่มจำนวน DNA ด้วยวิธี PCR จำเป็นต้องอาศัยองค์ประกอบต่างๆ ดังนี
1. DNA เป้าหมาย (target DNA)
2. Thermostable DNA polymerase
3. Deoxynucleotide triphosphate (dNTPs)
4. Oligonucleotide primer 1 คู่
5. สารละลายบัฟเฟอร์ที่เหมาะสม

ในการสังเคราะห์DNA โดย'วิธี PCR เป็นปฏิกิริยาต่อเนื่องซํ้ากันหลายๆ รอบ แต่ละรอบ 
ประกอบด้วย 3 ข้ันตอน

ข้ันตอนท่ี 1 การแยกลาย DNA ต้นแบบให้เป็นสายเด่ียว (dénaturation) โดยใช้อุณหภูมิ
90-95° C

ขันตอนที 2 digonudeotide primer จับคู่กับ DNA ต้นแบบ (primer annealing) ตรง 
บริเวณที่มีลำดับเบสที่ complementory กัน โดยต้องมีการลดอุณหภูมิลงมาที่ระดับเหมาะลม 

ข้ันตอนท่ี 3 การสร้าง DNA สายใหม่ (primer extension) โดยสร้างในทิศทาง 5' ไปทาง 
3’ โดยอาศัยเอ็นไซม์ที่เหมาะสม ปฏิกิริยาในขั้นตอนน้ีเกิดข้ึนในช่วงอุณหภูมิระหว่าง 70-74°C

สิ่งสำคัญในการออกแบบใช้ primer คือ ต้องคำนึงถึงความยาวของ primer ซ่ึงควรมีความ 
ยาว 20-30 nucleotide ประกอบด้วยเบสชนิด guanine และ cytosine ประมาณร้อยละ 50-60 
ควรหลีกเลียงการใช้ primer ทีมี polypyrimidine หรือ polypurine การเรียงลำดับของ nucleotide 
ต้องมีความจำเพาะ และในส่วนบริเวณปลาย 3’ ของ primer ไม่ควรมีลำดับเบสที่เป็น 
complementary กัน เฟือป้องกันการเกิดจับคู่กันเองของ primer (primer-dimer) การเรียงลำดับ 
nucleotide ของ primer แต่ละส่วนไม่ควรมีลำดับเบสที่เหมือนกันเมื่ออ่านจากทัศทาง 5’ ไปทาง 3' 
และ 3’ ไปทาง 5' (palirndromec sequence) เฟือป้องกันปลาย 3’ งอมาจับกับ primer สายเดียว 
กันเกิดเป็นโครงสร้างทุติยภูมิของ primer อุณหภูมิหลอมตัว (melting temperature, TM) ของ 
primer ควรใกล้เคียงกันและอยู่ในช่วง 50-80° C ค่า Tm สามารถคำนวณโดยใช้สูตรง่ายๆ คือ Tm 
เท่ากับ 4(G+C) + 2(A+T) สุดท้ายเป็นการปรับระดับความเข้มข้นของ primer ให้เหมาะสมซ่ึงควร 
อยู่ระหว่าง 0.1-0.5 ไมโครโมล ถ้ามากเกินไปทำให้โอกาสการจับคู่ผิดพลาด (mispriming) เพ่ิมข้ึน 
หรือทำให้เกิดผลผลิตจากวิธี PCR ที่ต้องการลดลง

Tag DNA polymerase ซึ่งเป็นเอ็นไซม์ที่ใช้เร่งปฏิกิริยาความเข้มช้นท่ีเหมาะลมอยู่ในช่วง
1.0-2.5 ยูนิต ต่อ 100 ไมโครลิตร การใช้ปริมาณเอ็นไซน์สูงเกิน นอกจากสิ้นเปลืองแล้วยังก่อให้ 
เกิดผลผลิตจากวิธี PCR ที่ไม่จำเพาะเกิดขึ้น

Deoxynucleotide triphosphate (dNTPs) ทีใช้ในวิธี PCR ควรมีค่า pH เท่ากับ 7 และ 
ความเข้มข้นของ dNTP แต่ละชนิดอยู่ในช่วง 50-200 ไมโครโมล
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บัพเฟอร์ลำหรับ PCR ท่ีนิยมใช้คือ 10-15 มิลลิโมล Tris-HCI pH 8.3-8.8 และ KCI มี 
ความเข้มข้นประมาณ 50 มิลลิโมล KCI ทำหน้าที่เป็นตัวเร่งในการเกิด primer annealing ซ่ึงถ้ามี 
ปริมาณของ KCI มากเกินไปทำให้ไปลดการทำงานของ Taq DNA polymerase

การเลือกใช้อุณหภูมิและระยะเวลาในขั้น primer annealing ขึ้นอยู่กับชนิดและจำนวน 
ของ nucleotide ท่ีเป็นองค์ประกอบของ primer อุณหภูมิที่เหมาะสมอยู่ในระดับที่ตํ่ากว่า Tm 
ประมาณ 5 °c  และควรคำนึงถึง Taq DNA polymerase ลามารถทำงานได้ดีที่อุณหภูมิ 68-85° C 
อุณหภูมิไม่ควรตํ่าเกินไป ถึงแม้ว่าลามารถเกิด primer annealing ได้ แต่อาจก่อให้เกิด 
mispriming หริอ ทาisextension ได้ลำหรับระยะเวลาของการ annealing ใช้ระยะเวลาเพียงไม่กี 
วินาที

ระยะเวลาที่ใช้ในการลร้าสาย DNA ใหม่ขึ้นอยู่กับความยาว ความเข้มข้น และลำดับเบส 
ของ DNA ต้นแบบ โดยท่ัวไปใช้อุณหภูมิ 72° C เนื่องจากเป็นระดับอุณหภูมิที่เหมาะสมลำหรับ 
การทำงานของ Taq DNA polymerase โดยอัตราการลร้างสาย อยู่ในช่วง 35-100 nucleotide ต่อ 
วินาที ขึ้นอยู่กับธรรมชาติของ nucleotide เป้าหมาย ความเข้มข้นของเกลือ และระดับความเป็น 
กรดด่างของบัพเฟอร์

การตั้งอุณหภูมิตํ่าหริอใข้ระยะเวลาน้อยไปในขั้นตอนการแยกสายคู่ของ DNA ให้เป็น 
สายเดี่ยวทำให้เกิดไม่สมบูรณ์ เป็นผลให้ปริมาณผลผลิตจาก PCR ท่ีควรได้ลดลง แต่ถ้าใช้ 
อุณหภูมิที่สูงและเวลาที่ใช้มากเกินไปทำให้เอ็นไชม์เสียสภาพได้ ช่วงอุณหภูมิและเวลาที่เหมาะสม 
ประมาณ90-95° C เวลา 30 วินาที แต่ถ้า DNA ต้นแบบมี guanine และ cytosine จำนวนมาก 
อาจต้องใช้อุณหภูมิสูงขึ้น

ปัจจัยอื่นๆ ที่ลามารถมีผลกระทบต่อ PCR เช่น ความสะอาดของอุปกรณ์นํ้าที่ใช้ควรมี 
ความบริสุทธ้ีสูง ในข้ันตอนการตกตะกอน DNA ถ้ามี ethanol ปนเปีอนมีผลยับยั้งการทำงานของ 
Taq DNA polymerase โดย ethanol ที่ความเข้มข้นร้อยละ 10 ลามารถยับยั้งการทำงานของ Taq 
DNA polymerase ได้ร้อยเปอร์เซ็นต์

ต่อมาได้มีการประยุกต์การทำปฏิกิริยา PCR เช่น Nested PCR เป็นการเพิ่มจำนวน DNA 
ด้วยวิธี PCR จำนวน 2 คร้ัง โดยในการทำปฏิกิริยาครั้งที่ 2 อาศัยผลผลิตที่ได้จากปฏิกิริยาในครั้ง 
แรกเป็น DNA ต้นแบบ และใช้ primer ที่สามารถจับอย่างจำเพาะ กับ DNA ในบริเวณที่กัดเข้ามา 
ด้านในจาก primer คู่แรก ผลผลิตที่ได้จะมีความจำเพาะมากขึ้นและสามาถลดผลผลิตที่ไม่มีความ 
จำเพาะ (non-specific product) ลำหรับวิธี Semi-nested PCR เป็นการเพีมปริมาณ DNA ด้วย 
วิธี PCR 2 ครั้งเช่นกันโดยในการทำปฏิกิริยาครั้งที่ 2 ใช้ primer ที่สามารถจับถัดเข้ามาด้านในจาก 
primer ในปฏิกิริยาคร้ังแรก
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การวิเคระห์ลำดับเบสของ DNA (DNA sequencing)

วิธีการหาลำดับเบสของ DNA มีหลักการวิเคราะะห์ 2 วิธีได้แก่
1. การหาลำดับเบสโดยการติดฉลากที่ปลาย DNA และใช้สารเคมีทำลาย nucleotide 

ในตำแหน่งทีมีความจำเพาะต่อชนิดของเบส (sequencing of end-labelled DNA by base- 
specific chemical cleavage)

ในปี 1977 Maxam และ Gilbert เป็นผู้รํเริ่ม'วิเคราะห์การหาลำดับเบส โดยอาศัยหลัก 
การใช้สารเคมีทำลายเบสของ DNA ในตำแหน่งของเบสจำเพาะบางตำแหน่งเหลือเพียง 
deoxyribose ซึ่งต่อมาจะเกิดการขาดของสาย DNA ดังกล่าว ในตำแหน่งของเบสที่จำเพาะ ใน 
การติดตาม DNAโดยการติดฉลากด้วยสารกัมมันตรังสี เช่น32P ที่ปลายด้านหนึ่งของ DNA 
ต้นแบบ ซ่ึงขนาดของ DNA สามารถแยกโดยใช้ไฟฟ้ากระแสตรงใน polyacrylamide gel และอ่าน 
ลำดับเบสจากแถบที่ปรากฏบนแผ่นฟิล์ม X-ray

2. การหาลำดับเบสโดยใช้เอ็นไซม์เพ่ือสร้าง DNA สายใหม่ จาก DNA ต้นแบบ 
(DNAsequencing by enzymatic synthesis) เป็นการพัฒนาการหาลำดับเบสโดย Sanger และ 
Coulson' (1977)ซึ่งเป็นที่แพร่หลายในปัจจุบันโดยอาศัยหลักการสร้าง DNA ลายใหม่ จาก DNA 
ต้นแบบ (template) สายเดี่ยวโดยการทำงานของเอ็นไซม์ DNA polynerase และ nucleotide ที, 
ติดฉลากกัมมันตรังสี การส้ินสุดการสร้าง DNA ลายใหม่เกิดขึ้นในตำแหน่งของ dideoxy 
nucleotide ดังนั้นจึงเรียกวิธีการหาลำดับเบสวิธีนี้ว่าเทคนิค dideoxy chain termination

สำหรับการวิเคราะห์ลำดับเบสโดยอาศัยหลักการของ dideoxy chain termination 
สามารถประยุกต์ใช้ใน'ข้ันตอนการติด'ฉลาก DNA เช่นการใช้32P หรือ 35s  0C-dNTP เช้าไปในสาย 
DNA ท่ีถูกสร้างข้ึนใหม่ และอาศัยคุณสมบัติของปฏิกิริยา PCR โดยวิธีการเปลี่ยนอุณหภูมิ การหา 
ลำดับเบสด้วยวิธี PCR ใช้ primer เพียงด้านเดียว ดังนั้นปริมาณ DNA ไม่เกิดข้ึนแบบ 
exponential ช้อดีของการหาลำดับเบสโดยวิธีนี้คือ สะดวก รวดเร็ว ไม่ต้องผ่านข้ันตอน 
recombinant DNA ลามารถใช้กับ DNA ที่มีโครงสร้างทุติยภูมิเนื่องจากในปฏิกิริยาใช้อุณหถูมิลูง 
ในการแยกสาย สำหรับข้อเสีย คือ ไม่สามารถแยกลำดับเบสของ DNA ท่ีมีการปะปนของหลาย 
allele ออกจากกันได้จากตัวอย่างเดียวกัน

การวิเคราะห์ลำดับเบสโดยใช้เครื่องวิเคราะห์อัตโนมัติ (automated DNA sequencing) 
เป็นการหาลำดับเบสของ DNA โดยอาศัยหลักการของ dideoxy chain termination ยกเว้นการติด 
ฉลาก DNA จะใช้สารเรืองแสง เช่น dRhodamine dye terminator โดยอาศัยการติดตามการ 
เรืองแลงของสีต่างๆ กัน 4 ชนิด ลำหรับเบส 4 ตัว คือ A c  G T สีที่ใช้ในการติดฉลากแต่ละตัว จะ 
เรืองแสงในช่วงความยาวคลื่นต่างกัน เมื่อถูกกระตุ้นด้วยแลงเลเซอร์โดยเบส A สีท่ี'ใช้ในการติด
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ฉลากคือ dichloro (RbG) ส่วนเบส C สีที่ใช้!นการติดฉลากคือ dichloro (TAMRA) สำหรับเบส G 
สีท่ีใช้ในการติดฉลากคือ dichloro (R110) และเบส T สีท่ีใช้ในการติดฉลากคือ dichloro (ROX) 
และแสงที่ปรากฏจะเห็นเป็นสีเขียว สีดำ สีน้ําเงิน และสีแดง ตามลำดับ ซ่ึงโครงสร้างของ 
dRhodamine dye terminator ดังรูปที 2

การติดฉลากสีในสาย DNA จำทำในช่วงการสร้าสาย DNA โดยติดฉลากที่ปลาย5 'ของ 
primer (dye primer) หรือทีปลาย 3’ ของ dideoxynucleotide triphosphate (dye terminator) 
DNA template สามารถใช่ได้ทั้งสายเดี่ยวและสายคู่ และจากผลิตผลของ PCR วิธีน้ีจึงสะดวกใน 
การใช้และอันตรายน้อยกว่า เนื่องจากไม่ต้องใช้สารก้มมันตภาพรังสี ดังน้ันวิธีการหาลำดับเบสวิธี 
น้ีจะสะดวกรวดเร็ว

จากการพัฒนาวิธีการตรวจวินิจฉัยเชื้อ Cryptosporidium มีหลายวิธี เช่น การตรวจหา 
oocyst ในอุจจาระโดยการย้อมสีพิเศษ หรือจากการตรวจชื้นเน้ือ เป็นต้นวิธีการดังกล่าวไม่ 
ลามารถแยก species ของเช้ือได้ การใช่วิธี PCR นี้เหมาะลมสำหรับการตรวจในรายที่มีเชื้อ 
จำนวนน้อย และการตรวจวินิจฉัยโดยวิธี การหาลำดับเบส DNA ในส่วนของ s s u  rRNAgene 
สามารถบอกถึงความแตกต่างทางพันธุกรรมของเชื้อ Cryptosporidium ใ'นระดับ species (Xiao 1
1999) ดังนั้นในการคืกษาครั้งนี้เพื่อคืกษาความแตกต่างทางพันธุกรรม ของเช้ือ Cryptosporidium 
ในผู้ป่วยท่ีติดเช้ือไวรัส HIV ที่มารับการตรวจรักษาที่โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์โดยใช้เทคนิค PCR 
และการวิเคราะห์ลำดับ DNA จากผลการศึกษาจะเป็นข้อมูลเบื้องต้นสำคัญในการศึกษาถึงแหล่ง 
ที่มาของการติดเชื้อ รวมทั้งทำให้ทราบถึงการแพร่กระจายของเชื้อซึ่งจะเป็นประโยชน์ในการควบ 
คุมโรคต่อไป



23

ป ี

ค.ศ.
ท ้องท ี่ท ี่ม ีการระบาด จำนวนคน(คน) แ ห ล ่งท ี่ม าข องเ^อ

1984 Braun station, TX 2,006 การปบเปีอนของนํ้าเสีย'ในบ่อบาดาล

1987 Carrolton, GA 12,960 นํ้าในแม่นํ้าที่ขาดการบำบัดรักษา

1989 Swindon/Oxfordshire, UK 516 นํ้าในแม่นํ้าที่ขาดการบำบัดรักษา

1990 Loch Lamond, UK 442 นํ้าในทะเลสาปที่ขาดการบำบัดรักษา

1991 Berks county, US 551 นํ้าที่ขาดการบำบัดรักษา

1992 South-west UK 108 การปนเปีอนในนาดื่ม

1992 Jackson county, OR 15,000 นํ้าในแม่นํ้าที่ขาดการบำบัดรักษา

1992 Yorkshir, UK 125 การปนเปีอนในนาประปา

1992 Bradford, UK 125 การปนฟ้อนในนํ้าประปา

1993 Milwaukee, US 403000 นํ้าในทะเลสาบที่ขาดการบำบัดรักษา

1993 Waterloo, Canada มากกว่า 1,000 การปนฟ้อนในนํ้าประปา

1993 Central Maine มากกว่า 150 การปนฟ้อนในนํ้าแอปเปิล

1994 Kanagawa,Japan 461 การปนฟ้อนในนํ้าดื่ม

1994 Walla, US 104 การปบเบื้เอนของนํ้าเสียในนํ้าดี

1994 Oxford, UK 224 การปนฟ้อนในนาประปา

1995 Devon, UK 575 ที่เก็บนํ้าในชุมชน

1995 Northern Italy 294 ที่เก็บนํ้าในชุมชน

1995 South-west UK 575 การปนฟ้อนในนํ้าประปา

1996 Kelowna, Columbia ประมาณ 14,500 นํ้าจากทะเลสาบที่ไม่ผ่านการกรอง

1996 Cranbrook, Columbia ประมาณ 2,097 นํ้าจากบ่อที่ไม่ผ่านการกรอง

1996 Northern England ประมาณ 126 นํ้าจากนํ้าพุและนํ้าบาดาลที่ไม่ผ่านการกรอง

1996 Collingwood, Ontario ประมาณ 182 ที่เก็บนํ้าในชุมชนที่ไม่ผ่านการกรอง

1997 England และ Wales, UK มากกว่า 4,321 แหล่งนํ้าดื่มนํ้าใช้หลายแหล่ง(จากการ

1999 North-west England, UK ประมาณ 360

ระบาดหลายครั้ง)

น้ําด่ืม'นา'ใช้'ท่ี1ไม่ผ่านการกรอง

ตารางท ี่ 2  แสดง การระบาดของเช ื้อ C r y p t o s p o r i d i u m  จากunล ่งนาต ่าง ๆ (Fayer et al., 2 0 0 0 )
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รปฑึ่ 1 แส(Bงวงซ 5ต ซอง Cryptosporidium spp. (ด ัดแป ลงม ๆจ าก  Fayer, 1 9 8 6 ) เรว
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ddC-EO-dTAMRA

ddG

รูนท 2  แสดงใครงสร ้างฃอง dRhodamine dye terminators


	บทที่ 2 สอบสวนเอกสาร

