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บทคัดย่อ
			   เชื้อ Cryptococcus neoformans เป็นเชื้อราฉวยโอกาสที่ก่อโรค cryptococcosis  

ในมนุษย์ มักพบได้ในมูลนกธรรมชาติ เช่น นกพิราบ ผู้วิจัยจึงมีวัตถุประสงค์ที่จะศึกษาความชุก 

ของเชื้อราชนิดนี้ โดยท�ำการเก็บมูลนกพิราบจ�ำนวน 300 ตัวอย่าง น�ำมาตรวจหาเชื้อโดยเพาะเลี้ยง

บน Sabouraud Dextrose Agar (SDA) ที่ใส่ยา Chloramphenicol ท�ำการสุ่มเขี่ยเชื้อที่คาดว่า 

จะเป็น Cryptococcus spp. ซึ่งสามารถคัดแยกเชื้อได้ 136 ไอโซเลท และท�ำการทดสอบปฏิกิริยา

ทางชีวเคมี ได้แก่ การสร้างเอนไซม์ยูรีเอส การสร้างเอนไซม์ฟีนอลออกซีเดส และการสร้างแคปซูล 

จากการทดลองพบว่ามี 27 ไอโซเลท ที่คาดว่าจะเป็นเชื้อ C. neoformans จึงท�ำการวิเคราะห์

ตัวอย่างดังกล่าวด้วยวิธี Matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight mass 

spectrometry (MALDI-TOF MS) เพื่อยืนยันผลการทดสอบปฏิกิริยาทางชีวเคมี ผลที่ได้พบว่า 

เชื้อทั้ง 27 ไอโซเลท เป็นเชื้อ C. neoformans คิดเป็นร้อยละ 9 



42 The Public Health Journal of Burapha University: Vol.16 No.2 July - December 2021

			   ผลที่ได้จากการศึกษาในครั้งนี้แสดงให้เห็นถึงความชุกของเชื้อ C. neoformans ในมูล 

นกพิราบ และเป็นฐานข้อมูลทางด้านระบาดวิทยาในการปนเปื้อนของเชื้อราในสิ่งแวดล้อม ซึ่งบ่งชี้

ให้เห็นว่ายังควรส่งเสริมให้มีการจัดการสุขาภิบาลในการก�ำจัดมูลนกพิราบ เพ่ือเป็นแนวทาง 

ในการควบคุมและป้องกันการติดเชื้อ C. neoformans อีกทั้งในการศึกษาคร้ังนี้ ผู้วิจัยยังพบ 

เชือ้ราชนดิอืน่ๆ ทีป่นเป้ือนในมลูนกพริาบ เช่น Lodderomyces spp. ซึง่มรีายงานการก่อโรคในมนษุย์ 

ด้วยเหตุนี้ทางผู้วิจัยจึงด�ำเนินการศึกษาเพิ่มเติมต่อไป

ค�ำส�ำคัญ:		 เชือ้คริปโตคอคคสั นโีอฟอร์แมนส์, มลูนกพริาบ, บางแสน, จงัหวดัชลบรุ,ี มลัดิทอฟแมสสเปค

โตรเมทรี

Abstract
		  	 Cryptococcus neoformans is an opportunistic human pathogenic yeast that 

causes cryptococcosis. It’s often founded in natural birds dropping such as pigeon. 

Therefore, lead to the objective to study the prevalence of C. neoformans.  

Diagnostic testing was performed by collected 300 samples and cultured in  

Sabouraud’s dextrose agar medium containing 0.4 g/L Chloramphenicol, colony 

randomly that were expected to be Cryptococcus spp. The candidate yeast 136 

isolates were separated and examined biochemical reaction such as capabilities to 

produce enzyme urease, phenol oxidase and capsule. The results shown that 27 

isolates were assumed to be C. neoformans. Then confirm species of each isolates 

with  Matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight mass spectrometry. 

The ratio of C. neoformans is 9 percent of 300 Isolates. The results from this study 

presence the prevalence of C. neoformans from pigeon dropping and database in 

epidemiology of contamination of fungi in environment. This indicates that the  

sanitary management of pigeon droppings should be promoted as a guideline for 

the control and prevention of C. neoformans infection. Furthermore, in this study 

the researchers also found other fungi contaminate pigeon droppings such as  

Lodderomyces spp., which has been reported to cause disease in humans.  

The researcher is continuing further studies. 

Keywords: Cryptococcus neoformans, pigeon droppings, Bangsean, Chon Buri province, 

Matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) 
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บทน�ำ
		  จังหวัดชลบุรี ประกอบด้วยสถานท่ีส�ำคัญ 

อาทิ ด้านการท่องเที่ยว เช่น หาดบางแสน วิหาร 

เทพสถติฯ ตลาดปลาอ่างศลิา สถานศกึษาขนาดใหญ่ 

อย่างมหาวิทยาลัยบูรพา ตลอดจนศูนย์ราชการ

อย่างสถาบันวิทยาศาสตร์ทางทะเล รวมไปถึง 

สถานทีอ่อกก�ำลงักายในสวนสาธารณะ หรอืแม้กระท่ัง 

สถานพยาบาลช้ันน�ำหลายแห่ง แม้ว่าสถานทีเ่หล่านี ้

จะมีการสัญจรพลุกพล่าน และดึงดูดความสนใจ 

ของนักท่องเที่ยวในหลายช่วงอายุจากทุกภาค 

ของประเทศไทย จนเกดิการรวมตวักันเป็นจ�ำนวนมาก 

ในสถานที่ดังกล่าว แต่ปัจจัยเหล่านี้ไม่ได้ส่งผลให้

จ�ำนวนนกพิราบที่อาศัยอยู ่ในพื้นที่ลดน้อยลง 

แต่กลับมีปริมาณมากขึ้นจากการได้รับอาหาร 

จากนักท่องเที่ยวและร้านค้าในบริเวณใกล้เคียง1  

น�ำมาซึ่งป ัญหาด ้านสิ่งแวดล ้อมที่ เกิดจากมูล 

นกพิราบและอันตรายแฝงในรูปแบบของเชื้อก่อ 

โรคต่างๆ ซึ่งเป็นสาเหตขุองโรคเยื่อหุ้มสมองอักเสบ 

(cryptococcal meningitis)  เนื่องจากในมูลนก 

มีสารครีอาร์ทินิน (Creatinin) ที่เป็นแหล่งของ 

ธาตุไนโตรเจนซึ่งมีความส�ำคัญในการเจริญเติบโต

ของเชื้อชนิดต่างๆ เช่น Cryptococcus spp.,  

Candida spp.,‎ Histoplasma capsulatum 

เป็นต้น2

		  เชือ้ Cryptococcus neoformans  เป็นยีสต์

ท่ีมีรูปร่างกลมหรือรี มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง

ประมาณ 2.5 - 8.0 ไมครอนและมีการสร้างแคปซูล 

เชื้อ C. neoformans สามารถพบได้ในดิน 

ที่มีอินทรีย์สารอุดมสมบูรณ์ โดยเฉพาะอย่างย่ิง 

ในสิ่งขับถ่ายจากสัตว์ปีก เช่น ไก่ นก เป็นต้น 

เชือ้ C. neoformans สามารถเจรญิได้ในหลอดอาหาร 

และล�ำไส้ของนก โดยไม่ส่งผลให้เกิดโรคในนก 

เชื้อ C. neoformans เป็นยีสต์ที่ก่อโรคเยื่อหุ้ม 

สมองอักเสบ (Cryptococcosis) สามารถติดต่อ 

สูม่นษุย์ได้จากการสมัผสัมลูนกโดยตรงหรอืการสดูดม 

เอาสปอร์ของเชื้อเข้าไปสะสมในร่างกายในคนปกติ 

(พบในเด็กและผู ้สูงอายุ)3 และผู ้ที่มีภูมิคุ ้มกัน

บกพร่องเชือ้ C. neoformans จะสามารถเจรญิเตบิโต 

และก่อโรคได้ที่ปอด นอกจากนี้ยังสามารถแพร่

กระจายไปในหลอดเลือดและระบบประสาท 

ส่วนกลางรวมถึงอวัยวะอื่นๆ ของร่างกายอีกด้วย4   

มีรายงานการติดเชื้อในคนท่ีภูมิคุ ้มกันบกพร่อง 

ที่ได้รับเชื้อ C. neoformans จากนกเลี้ยง แต่ไม่มี

การแสดงอาการและการติดต่อระหว่างมนุษย ์

กับมนุษย์ด้วยกัน นอกจากนี้ยังมีรายงานว่าพบการ

ติดเช้ือ C. neoformans จากแม่สู่ลูก (Vertical 

transmission) โดยแม่มีการติดเชื้อ HIV และ 

มีภาวะเยื่อหุ ้มสมองอักเสบเนื่องจากการติดเชื้อ  

Cryptococcus spp. ท�ำให้ทารกสามารถได้รับเชื้อ

ด้วย ปัจจุบนัพบว่าอบุติัการณ์ของโรค Cryptococ-

cosis มีเพิ่มสูงขึ้น โดยเป็นสาเหตุอันดับที่สี่ของ 

การเสียชีวิตในผู้ป่วยโรค AIDs แม้จะมีการพัฒนา 

ยาต้านไวรัส HIV ที่มีประสิทธิภาพมาก แต่ด้วย

ปัญหาในการเข้าถึงยาต้านไวรัสในประเทศท่ีก�ำลัง

พฒันารวมถงึประเทศไทย ท�ำให้อบุตัิการณ์ของโรค 

Cryptococcosis ยังคงสูงขึ้นอย่างต่อเนื่อง5 

จากรายงานของส�ำนักระบาดวทิยาพบว่าประเทศไทย 

มีจ�ำนวนผู้ป่วยทั้งสิ้น 39,662 ราย ในปี พ.ศ. 2547 

ท้ังนี้ยังไม่มีการเปิดเผยจ�ำนวนผู้ป่วย Cryptococ-

cosis ภายในจังหวัดชลบุรีในปัจจุบัน6 

		  อย่างไรก็ตามแม้ว่าในสถานพยาบาล จะมี 

ผู้เชี่ยวชาญในการวินิจฉัยสาเหตุของโรค Crypto-

coccosis แต่ไม่สามารถปฏิเสธได้ว่าการวินิจฉัย 

ใช้ระยะเวลายาวนานจากการเพาะเชื้อ ท�ำให้ผู้ป่วย
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หลายรายเข้าสู ่ภาวะวิกฤติ และเสียชีวิตในที่สุด  

ด้วยเหตนุีห้ากมเีครือ่งมอือยา่ง MALDI-TOF mass 

spectrometry ที่สามารถระบุชนิดของเชื้อได้ถึง 

ระดับสปีชีร์ภายในระยะเวลา 1 ชั่วโมงต่อ 96 

ตัวอย่าง อีกทั้งข้ันตอนการวิเคราะห์ท�ำได้ง ่าย  

แม้มีประสบการณ์ในการใช้เครื่องมือน้อยกว่า 

1 สัปดาห์ ดังนั้นการศึกษาครั้งนี้อาจเป็นแนวทาง 

แก่หน่วยงานสาธารณสุขทุกฝ่าย ในการยกระดับ

ประสิทธิภาพการวินิจฉัยให้มีความรวดเร็วแม่นย�ำ 

น�ำไปสู่ประสิทธิผลในการรักษาที่ดียิ่งขึ้น

		  ดังนั้นเพื่อสะท ้อนถึงต ้นต ่อของป ัญหา 

การเจ็บป่วยจาก Cryptococcosis ได้อย่างแม่นย�ำ

และรวดเร็ว ผู ้วิจัยยังมุ ่งน�ำเสนอการใช้เทคนิค  

MALDI-TOF mass spectrometry เพื่อศึกษา 

ความชุกของเชื้อ C. neoformans ในพื้นที่จังหวัด

ชลบุรี

วิธีการศึกษา
		  เชื้อ C. neoformans หากดูด้วยตาเปล่า 

จะมองเห็นเป็นโคโลนีสีขาวหรือครีม มีลักษณะ 

มนัวาวเนือ่งมาจากการสร้างแคปซลู แต่การวนิจิฉยั

เพือ่ยนืยนัในปัจจุบันและเป็นท่ียอมรบัคือการศกึษา

ปฏิกิริยาทางชีวเคมีของเชื้อบนอาหารจ�ำเพาะ

ประเภทต่างๆ แต่วิธีการเหล่านี้ใช้ระยะเวลานาน 

และมีวิธีการเตรียมที่ซับซ้อน อีกทั้งยังต้องอาศัย

ความช�ำนาญในการวินิจฉัย โดยเฉพาะอย่างยิ่ง

ตัวอย่างที่มีความหลากหลาย ดังนั้นในงานวิจัยนี้ 

จึงมุ ่งน�ำเสนอเทคนิคที่ใช ้ในการวิเคราะห์เชื้อ 

ด้วยเทคนิค MALDI-TOF ในขั้นตอนการยืนยันผล

การวินิจฉัย การทดลองด�ำเนินการตามวิธีการของ 

Tangwattanachuleeporn M และคณะ7

1.	 การเก็บตวัอย่างมูลนกพริาบและการตรวจหา 

	 เชื้อ C. neoformans

			   เก็บตัวอย่างมูลนกพิราบจาก บริเวณ 

พ้ืนทางเดินเท้า ระเบียงของอาคาร บนัไดหนไีฟ และ

สวนสาธารณะของพื้นท่ีอ�ำเภอเมือง จังหวัดชลบุรี 

ในช่วงเวลา 16.00-17.00 น. ในระหว่างเดอืนมิถุนายน  

ถึงสิงหาคม แบ่งเป็นเดือนละ 100 ตัวอย่าง (รูปที่ 1) 

โดยตัวอย่างมลูนกพิราบจ�ำนวน 300 ตัวอย่าง บรรจุ

ในถุงปราศจากเชื้อ จากนั้นท�ำการชั่งตัวอย่าง 

มูลนกพิราบ 5 g ละลายใน 0.85% NaCl ปริมาตร 

45 ml แล้วน�ำไป Vortex เพ่ือให้สารละลายเป็น 

เนื้อเดียวกันเป็นเวลา 5 นาที ตั้งทิ้งไว้ 15 นาที  

จากนั้นน�ำส ่วนน�้ำ (Supernatant) 100 µl  

ไปเพาะเล้ียงโดย Spread plate technique 

ในอาหารเล้ียงเชื้อ SDA (Himedia:India) ที่มียา 

0.4 g/L Chloramphenicol แล้วน�ำไปเพาะเลี้ยง

ที่ 37°C เป็นเวลา 3 - 5 วัน ทดสอบปฏิกิริยา 

ทางชีวเคมีต่อไป 

2.	 การพิสจูน์เอกลกัษณ์ของเช้ือ C. neoformans 

	 โดยการทดสอบปฏิกิริยาทางชีวเคมี

	 (Biochemical test) 

			   2.1	 พิสูจน์การสร้างแคปซูลด้วย India  

					     ink assay 

			   หยดหมึกสีดําลงบนสไลด์จํานวน 1 หยด 

ใช้ลูปเขี่ยเชื้อที่คัดแยกได้จากมูลนกพิราบกระจาย 

ในหยดหมึก ปิดด้วย cover slip แล้วตรวจดูภายใต้

กล้องจลุทรรศน์ ก�ำลังขยาย 400 เท่า สังเกตการสร้าง 

แคปซูลได้จากลักษณะแวววาวสะท้อนแสงล้อม 

รอบเซลล์ของเชื้อรา (Positive)
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			   2.2	 พิสูจน์การสร้างเอนไซม์ Urease 

			   เตรียม Urea base agar plate  

(Himedia:India) ใช้ลูปเขี่ยเชื้อที่คัดแยกได้จาก 

มูลนกพิราบ เขี่ยเชื้อลงบนผิวหน้าอาหาร จากนั้น 

น�ำไปบ่มที่ 37°C ประมาณ 24-48 ชั่วโมง สังเกต 

การสร้างเอนไซม์ Urease ได้จากการเปลี่ยนสี 

ของอาหารเลี้ยงเชื้อ ซึ่งเปลี่ยนจากสีเหลืองเป็น

สีชมพู (Positive)

			   2.3	 พิสูจน์การสร้างเอนไซม์

					     Phenoloxidase

			   เตรียม Caffeic acid agar plate  

(Criterion: USA) ใช้ลูปเข่ียเช้ือท่ีคัดแยกได้จาก 

มูลนกพิราบ เขี่ยเชื้อลงบนผิวอาหารเลี้ยงเชื้อ นําไป

บ่มท่ี 37°C ประมาณ 24-48 ชัว่โมง สงัเกตการสร้าง

เอนไซม์ Phenoloxidase ได้จากการสีของโคโลนี

ของเชื้อ ซึ่งจะมีสีน�้ำตาลเข้ม (Positive) 

			   หากพบว่าเชื้อให้ผลบวกต่อการทดสอบ

ปฏิกิริยาทางชีวเคมี ได้แก่ มีการสร้างแคปซูล, 

เอนไซม์ Urease และ เอนไซม์ Phenoloxidase  

จะถูกน�ำไปพิสูจน์เอกลัษณ์โดยการวิเคราะห์ด้วย

เครื่อง MALDI-TOF MS ต่อไป ทุกการทดสอบ 

จะด�ำเนินการทดสอบซ�้ำ 3 ครั้ง โดยมี Positive 

control (C. neoformans) และ Negative  

control (C. albicans)

3.	 การพิสูจน์เช้ือ C. neoformans โดยการ 

	 วิเคราะห์ด้วยเครื่อง MALDI-TOF MS

			   ใช้วิธี Extraction method โดยเขี่ย 

โคโลนีเชื้อ 1 µl (1 loop) ใส่ใน HPLC-grade  

water 300 µl จากนั้นเติมเอทานอล 900 µl  

แล้วท�ำการปั ่นเหว่ียงที่ 13000-15000 rpm  

เป็นเวลา 2 นาท ีแล้วใช้ปิเปตต์แยกส่วน supernatant 

ออก ท�ำการปั่นเหวี่ยงและแยกส่วน supernatant 

ออกซ�้ำอีกครั้ง จากนั้นน�ำมาผึ่งที่อุณหภูมิห้อง 

เป็นเวลาอย่างน้อย 5 นาที เติม 70% formic acid 

25 µl ผสมสารให้เป็นเนื้อเดียวกัน จากนั้นเติม 

100% Acetonitrile 25 µl ท�ำการปั่นเหวี่ยง 

ที่ 13000-15000 rpm เป็นเวลา 2 นาที น�ำส่วน 

supernatant 1 µl หยดลงบน MALDI target 

plate ผึ่งที่อุณหภูมิห้องจนแห้งแล้วจึงหยด HCCA 

matrix solution 1 µl รอให้สารแห้ง น�ำไปวเิคราะห์

เอกลักษณ์ของเชื้อด้วยเครื่อง MALDI-TOF MS  

ชุดควบคุมคือเชื้อ Bacteria standard solution  

ด�ำเนินการทดสอบซ�้ำ 3 ครั้ง

รูปที่ 1 แสดงมูลนกพิราบบริเวณสวนสาธารณะ (ซ้าย) และมูลนกพิราบบริเวณบันไดหนีไฟอาคาร (ขวา)

 

2.3 พิสูจน์การสร้างเอนไซม ์Phenoloxidase 

เตรียม Caffeic acid agar plate (Criterion:USA) ใช้ลูปเขีQยเชืEอทีQคดัแยกได้จากมูลนกพิราบ เขีQยเชืEอ

ลงบนผิวอาหารเลีEยงเชืEอ นําไปบ่มทีQ 37°C ประมาณ 24-48 ชัQวโมง สังเกตการสร้างเอนไซม ์Phenoloxidase 

ไดจ้ากการสีของโคโลนีของเชืEอ ซึQงจะมีสีนํEาตาลเขม้ (Positive)  

หากพบว่าเชืEอให้ผลบวกต่อการทดสอบปฏิกิริยาทางชีวเคมี ได้แก่ มีการสร้างแคปซูล, เอนไซม ์

Urease และ เอนไซม ์Phenoloxidase จะถูกนําไปพิสูจน์เอกลษัณ์โดยการวิเคราะห์ด้วยเครืQอง MALDI-TOF 

MS ต่อไป ทุกการทดสอบจะดําเนินการทดสอบซํE า 3 ครัE ง โดยมี Positive control (C. neoformans) และ 

Negative control (C. albicans) 

3. การพิสูจน์เชืEอ C. neoformans โดยการวิเคราะห์ดว้ยเครืQอง MALDI-TOF MS 

ใชว้ิธี Extraction method โดยเขีQยโคโลนีเชืEอ 1 µl (1 loop) ใส่ใน HPLC-grade water 300 µl จากนัEน

เติมเอทานอล 900 µl แล้วทําการปัQนเหวีQยงทีQ 13000-15000 rpm เป็นเวลา 2 นาที แลว้ใช้ปิเปตต์แยกส่วน 

supernatant ออก ทาํการปัQนเหวีQยงและแยกส่วน supernatant ออกซํE าอีกครัE ง จากนัEนนํามาผึQงทีQอุณหภูมิห้อง

เป็นเวลาอย่างน้อย 5 นาที เติม 70% formic acid 25 µl ผสมสารให้เป็นเนืEอเดียวกัน จากนัE นเติม 100% 

Acetonitrile 25 µl ทาํการปัQนเหวีQยงทีQ 13000-15000 rpm เป็นเวลา 2 นาที นําส่วน supernatant 1 µl หยดลง

บน MALDI target plate ผึQงทีQอุณหภูมิห้องจนแห้งแลว้จึงหยด HCCA matrix solution 1 µl รอให้สารแห้ง 

นาํไปวิเคราะห์เอกลกัษณ์ของเชืEอดว้ยเครืQอง MALDI-TOF MS ชุดควบคุมคือเชืEอ Bacteria standard solution   

ดาํเนินการทดสอบซํEา 3 ครัE ง 

 
รูปทีQ 1 แสดงมูลนกพิราบบริเวณสวนสาธารณะ (ซ้าย) และมูลนกพิราบบริเวณบนัไดหนีไฟอาคาร (ขวา) 

 

ผลการศึกษา 

1. การตรวจหาเชืEอ C. neoformans จากตวัอย่างมูลนกพิราบ  

จากการสํารวจเชืEอ C. neoformans จากตวัอย่างมูลนกทีQเก็บได้จากสถานทีQต่าง ๆ โดยมีแหล่งทีQมา

แตกต่างกันตามทีQอยู่อาศยั อาทิ อาศยัตามอาคาร อาศยัตามสวนสาธารณะ สามารถเก็บตวัอย่างมูลนกพิราบ

ได้ 300 ตัวอย่าง เมืQอนําตัวอย่างมูลนกพิราบทีQเก็บได้มาเพาะเลีE ยงในอาหารเลีE ยงเชืE อ SDA+ 0.4 g/L 

Chloramphenicol พบว่ามีเชืEอเจริญ จากนัEนไดท้าํการสุ่มตวัอย่างเชืEอทีQเจริญโดยเลือกจากเชืEอทีQมีโคโลนีสีขาว

 

2.3 พิสูจน์การสร้างเอนไซม ์Phenoloxidase 

เตรียม Caffeic acid agar plate (Criterion:USA) ใช้ลูปเขีQยเชืEอทีQคดัแยกได้จากมูลนกพิราบ เขีQยเชืEอ

ลงบนผิวอาหารเลีEยงเชืEอ นําไปบ่มทีQ 37°C ประมาณ 24-48 ชัQวโมง สังเกตการสร้างเอนไซม ์Phenoloxidase 

ไดจ้ากการสีของโคโลนีของเชืEอ ซึQงจะมีสีนํEาตาลเขม้ (Positive)  

หากพบว่าเชืEอให้ผลบวกต่อการทดสอบปฏิกิริยาทางชีวเคมี ได้แก่ มีการสร้างแคปซูล, เอนไซม ์

Urease และ เอนไซม ์Phenoloxidase จะถูกนําไปพิสูจน์เอกลษัณ์โดยการวิเคราะห์ด้วยเครืQอง MALDI-TOF 

MS ต่อไป ทุกการทดสอบจะดําเนินการทดสอบซํE า 3 ครัE ง โดยมี Positive control (C. neoformans) และ 

Negative control (C. albicans) 

3. การพิสูจน์เชืEอ C. neoformans โดยการวิเคราะห์ดว้ยเครืQอง MALDI-TOF MS 

ใชว้ิธี Extraction method โดยเขีQยโคโลนีเชืEอ 1 µl (1 loop) ใส่ใน HPLC-grade water 300 µl จากนัEน

เติมเอทานอล 900 µl แล้วทําการปัQนเหวีQยงทีQ 13000-15000 rpm เป็นเวลา 2 นาที แลว้ใช้ปิเปตต์แยกส่วน 

supernatant ออก ทาํการปัQนเหวีQยงและแยกส่วน supernatant ออกซํE าอีกครัE ง จากนัEนนํามาผึQงทีQอุณหภูมิห้อง

เป็นเวลาอย่างน้อย 5 นาที เติม 70% formic acid 25 µl ผสมสารให้เป็นเนืEอเดียวกัน จากนัE นเติม 100% 

Acetonitrile 25 µl ทาํการปัQนเหวีQยงทีQ 13000-15000 rpm เป็นเวลา 2 นาที นําส่วน supernatant 1 µl หยดลง

บน MALDI target plate ผึQงทีQอุณหภูมิห้องจนแห้งแลว้จึงหยด HCCA matrix solution 1 µl รอให้สารแห้ง 

นาํไปวิเคราะห์เอกลกัษณ์ของเชืEอดว้ยเครืQอง MALDI-TOF MS ชุดควบคุมคือเชืEอ Bacteria standard solution   

ดาํเนินการทดสอบซํEา 3 ครัE ง 

 
รูปทีQ 1 แสดงมูลนกพิราบบริเวณสวนสาธารณะ (ซ้าย) และมูลนกพิราบบริเวณบนัไดหนีไฟอาคาร (ขวา) 

 

ผลการศึกษา 

1. การตรวจหาเชืEอ C. neoformans จากตวัอย่างมูลนกพิราบ  

จากการสํารวจเชืEอ C. neoformans จากตวัอย่างมูลนกทีQเก็บได้จากสถานทีQต่าง ๆ โดยมีแหล่งทีQมา

แตกต่างกันตามทีQอยู่อาศยั อาทิ อาศยัตามอาคาร อาศยัตามสวนสาธารณะ สามารถเก็บตวัอย่างมูลนกพิราบ

ได้ 300 ตัวอย่าง เมืQอนําตัวอย่างมูลนกพิราบทีQเก็บได้มาเพาะเลีE ยงในอาหารเลีE ยงเชืE อ SDA+ 0.4 g/L 

Chloramphenicol พบว่ามีเชืEอเจริญ จากนัEนไดท้าํการสุ่มตวัอย่างเชืEอทีQเจริญโดยเลือกจากเชืEอทีQมีโคโลนีสีขาว
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ผลการศึกษา
1.	 การตรวจหาเชือ้ C. neoformans จากตวัอย่าง 

	 มูลนกพิราบ 

			   จากการส�ำรวจเชื้อ C. neoformans  

จากตัวอย่างมูลนกที่เก็บได้จากสถานที่ต่าง ๆ  โดยมี

แหล่งที่มาแตกต่างกันตามที่อยู่อาศัย อาทิ อาศัย

ตามอาคาร อาศัยตามสวนสาธารณะ สามารถ 

เก็บตัวอย่างมูลนกพิราบได้ 300 ตัวอย่าง เมื่อน�ำ

ตวัอย่างมลูนกพิราบทีเ่กบ็ได้มาเพาะเลีย้งในอาหาร

เลี้ยงเชื้อ SDA+ 0.4 g/L Chloramphenicol  

พบว่ามีเช้ือเจริญ จากนั้นได้ท�ำการสุ่มตัวอย่างเชื้อ 

ที่เจริญโดยเลือกจากเชื้อที่มีโคโลนีสีขาวครีม และ 

มี เมือกที่ผิวบนอาหารเลี้ยงเชื้อจ�ำนวน 136  

isolated จึงน�ำไปพิสูจน์เอกลกัษณ์โดยการทดสอบ

ปฏิกิริยาทางชีวเคมีต่อไป (รูปที่ 2)

 

ครีม และมีเมือกทีQผิวบนอาหารเลีE ยงเชืEอจํานวน 136 isolated จึงนําไปพิสูจน์เอกลักษณ์โดยการทดสอบ

ปฏิกิริยาทางชีวเคมีต่อไป (รูปทีQ 2) 

 

 

 

 

 

 

 

รูปทีQ 2 แสดงลกัษณะของเชืEอจุลินทรียที์Qเจริญบนอาหาร SDA + 0.4 g/L Chloramphenicol 

 

2. การพิสูจน์เอกลกัษณ์ของเชืEอ C. neoformans  โดยการทดสอบปฏิกิริยาทางชีวเคมี (Biochemical test)  

เชืEอ C. neoformans ทีQเพาะเลีEยงในอาหารเลีEยงเชืEอ SDA จะมีลกัษณะโคโลนีทึบแสง ขอบเรียบ สีขาว

ครีม และมีเมือกทีQผิว (รูปทีQ 3A) เมืQอนํามายอ้มดูด้วยสี India ink จะเห็นลกัษณะภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์เป็น

เซลล์กลมมีแคปซูลลอ้มรอบ (รูปทีQ 3B) ซึQ งเป็นลกัษณะเฉพาะของเชืEอนีE  นอกจากนีE เชืEอ C. neoformans ยงั

สามารถสร้างเอนไซม ์Urease คือสามารถเปลีQยนสีอาหารจากสีเหลืองเป็นสีชมพูเขม้ เมืQอเพาะเลีEยงในอาหาร 

Urea agar (รูปทีQ 3C) และเชืEอ C. neoformans ยงัสามารถสร้างเอนไซม์ Phenoloxidase ทําให้มีการสร้าง

โคโลนีสีนํE าตาลบนอาหาร Caffeic acid agar (รูปทีQ 3D) ผลการทดสอบปฏิกิริยาทางชีวเคมี (Biochemical 

test) ทัEง 3 การทดสอบพบว่า มี 27 isolates ทีQคาดว่าจะเป็นเชืEอ C. neoformans 

รูปที่ 2  แสดงลักษณะของเชื้อจุลินทรีย์ที่เจริญบนอาหาร SDA + 0.4 g/L Chloramphenicol

2.	 การพสิจูน์เอกลกัษณ์ของเชือ้ C. neoformans   

	 โดยการทดสอบปฏิกิริยาทางชีวเคมี

	 (Biochemical test) 

			   เชื้อ C. neoformans ที่ เพาะเลี้ยง 

ในอาหารเลี้ยงเชื้อ SDA จะมีลักษณะโคโลนีทึบแสง 

ขอบเรียบ สีขาวครีม และมีเมือกที่ผิว (รูปที่ 3A)  

เมื่อน�ำมาย้อมดูด้วยสี India ink จะเห็นลักษณะ 

ภายใต้กล้องจุลทรรศน์เป็นเซลล์กลมมีแคปซูล 

ล้อมรอบ (รูปที่ 3B) ซึ่งเป็นลักษณะเฉพาะของเชื้อนี ้

นอกจากนี้เชื้อ C. neoformans ยังสามารถสร้าง

เอนไซม์ Urease คือสามารถเปลี่ยนสีอาหารจาก 

สีเหลืองเป็นสีชมพูเข้ม เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหาร 

Urea agar (รูปที่ 3C) และเชื้อ C. neoformans 

ยังสามารถสร้างเอนไซม์ Phenoloxidase ท�ำให้มี

การสร้างโคโลนีสีน�้ำตาลบนอาหาร Caffeic acid 

agar (รูปที่ 3D) ผลการทดสอบปฏิกิริยาทางชีวเคมี 

(Biochemical test) ทั้ง 3 การทดสอบพบว่า มี 27 

isolates ที่คาดว่าจะเป็นเชื้อ C. neoformans
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รูปที่ 3 แสดง (A) ลักษณะโคโลนีของเชื้อ C. neoformans (B) ลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์ของเชื้อ 

C. neoformans (C) การทดสอบการสร้างเอนไซม์ Phenoloxidase 

(D) ผลการทดสอบการสร้างเอนไซม์ Urease 
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isolated นั้นเป็นเชื้อ C. neoformans (score 

value = 2.09) (ตารางที่ 1)
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Capsule Urease Phenoloxidase MALDI-TOF ผลการวินิจฉัย 

พืEนทางเดินเทา้ PgCB8 + + + C. neoformans C. neoformans 

PgCB14 + + + C. neoformans C. neoformans 

PgCB28 + + + C. neoformans C. neoformans 

PgCB65 + + + C. neoformans C. neoformans 

PgCB72 + + + C. neoformans C. neoformans 

ระเบียงอาคาร PgCB83 + + + C. neoformans C. neoformans 
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neoformans (C) การทดสอบการสร้างเอนไซม ์Phenoloxidase (D) ผลการทดสอบการสร้างเอนไซม ์Urease  

 

3. การพิสูจน์เชืEอ C. neoformans โดยการวิเคราะห์ดว้ยเครืQอง MALDI-TOF MS 
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3 การทดสอบปฏิกิริยาทางชีวเคมี จํานวน 27 isolated นัEนเป็นเชืEอ C. neoformans (score value = 2.09)  
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ตารางทีQ 1 ผลการทดสอบปฏิกิริยาทางชีวเคมีและการตรวจยืนยนัดว้ยเทคนิค MALDI-TOF MS ของเชืEอ C. 

neoformans 

พืEนทีQเก็บตวัอย่าง รหัสเชืEอ ผลการวิเคราะห์ดว้ยวิธีทางชีวเคมีและเทคนิค MALDI-TOF MS 

Capsule Urease Phenoloxidase MALDI-TOF ผลการวินิจฉัย 

พืEนทางเดินเทา้ PgCB8 + + + C. neoformans C. neoformans 

PgCB14 + + + C. neoformans C. neoformans 

PgCB28 + + + C. neoformans C. neoformans 

PgCB65 + + + C. neoformans C. neoformans 

PgCB72 + + + C. neoformans C. neoformans 

ระเบียงอาคาร PgCB83 + + + C. neoformans C. neoformans 
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ตารางที่ 1	 ผลการทดสอบปฏิกิริยาทางชีวเคมีและการตรวจยืนยันด้วยเทคนิค MALDI-TOF MS  

ของเชื้อ C. neoformans

พื้นที่เก็บตัวอย่าง รหัสเชื้อ
ผลการวิเคราะห์ด้วยวิธีทางชีวเคมีและเทคนิค MALDI-TOF MS

Capsule Urease Phenoloxidase MALDI-TOF ผลการวินิจฉัย

พื้นทางเดินเท้า PgCB8 + + + C. neoformans C. neoformans

PgCB14 + + + C. neoformans C. neoformans

PgCB28 + + + C. neoformans C. neoformans

PgCB65 + + + C. neoformans C. neoformans

PgCB72 + + + C. neoformans C. neoformans

ระเบียงอาคาร PgCB83 + + + C. neoformans C. neoformans

PgCB84 + + + C. neoformans C. neoformans

PgCB96 + + + C. neoformans C. neoformans

PgCB122 + + + C. neoformans C. neoformans

PgCB137 + + + C. neoformans C. neoformans

PgCB143 + + + C. neoformans C. neoformans

PgCB148 + + + C. neoformans C. neoformans

PgCB150 + + + C. neoformans C. neoformans

บันไดหนีไฟ PgCB161 + + + C. neoformans C. neoformans

PgCB164 + + + C. neoformans C. neoformans

PgCB188 + + + C. neoformans C. neoformans

PgCB189 + + + C. neoformans C. neoformans

PgCB193 + + + C. neoformans C. neoformans

PgCB201 + + + C. neoformans C. neoformans

PgCB223 + + + C. neoformans C. neoformans

สวนสาธารณะ PgCB228 + + + C. neoformans C. neoformans

PgCB229 + + + C. neoformans C. neoformans

PgCB281 + + + C. neoformans C. neoformans

PgCB284 + + + C. neoformans C. neoformans

PgCB228 + + + C. neoformans C. neoformans

PgCB274 + + + C. neoformans C. neoformans

PgCB291 + + + C. neoformans C. neoformans

หมายเหตุ: แสดงข้อมูลเฉพาะเชื้อ C. neoformans
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รูปที่ 4 แสดงผลการวิเคราะห์เชื้อ C. neoformans ซึ่งแยกได้จากตัวอย่างมูลนกพิราบ

ด้วยเครื่อง MALDI-TOF MS

 

PgCB84 + + + C. neoformans C. neoformans 

PgCB96 + + + C. neoformans C. neoformans 

PgCB122 + + + C. neoformans C. neoformans 

PgCB137 + + + C. neoformans C. neoformans 

PgCB143 + + + C. neoformans C. neoformans 

PgCB148 + + + C. neoformans C. neoformans 

PgCB150 + + + C. neoformans C. neoformans 

บนัไดหนีไฟ PgCB161 + + + C. neoformans C. neoformans 

PgCB164 + + + C. neoformans C. neoformans 

PgCB188 + + + C. neoformans C. neoformans 

PgCB189 + + + C. neoformans C. neoformans 

PgCB193 + + + C. neoformans C. neoformans 

PgCB201 + + + C. neoformans C. neoformans 

PgCB223 + + + C. neoformans C. neoformans 

สวนสาธารณะ PgCB228 + + + C. neoformans C. neoformans 

PgCB229 + + + C. neoformans C. neoformans 

PgCB281 + + + C. neoformans C. neoformans 

PgCB284 + + + C. neoformans C. neoformans 

PgCB228 + + + C. neoformans C. neoformans 

PgCB274 + + + C. neoformans C. neoformans 

PgCB291 + + + C. neoformans C. neoformans 

หมายเหต ุแสดงขอ้มูลเฉพาะเชืEอ C. neoformans 

  

รูปทีQ 4 แสดงผลการวิเคราะห์เชืEอ C. neoformans ซึQ งแยกได้จากตวัอย่างมูลนกพิราบ ด้วยเครืQอง MALDI-

TOF MS 
อภิปรายผล 

		  เชื้อ C. neoformans เป็นยีสต์ท่ีก่อโรค 

เยื่อหุ้มสมองอักเสบ (Cryptococcosis) สามารถ 

พบได้ในดินที่มีอินทรีย์สารอุดมสมบูรณ์ โดยเฉพาะ

อย่างยิง่ในสิง่ขบัถ่ายจากสตัว์ปีก เช่น ไก่ นก เป็นต้น 

การก่อโรคในมนุษย์สามารถเกิดโดยตรงจากการ

สัมผัสมูลนก หรือทางอ้อมจากการสูดดมเอาสปอร์

ของเชื้อเข้าไปสะสมในร่างกาย ในผู้ท่ีมีภูมิคุ้มกัน

บกพร่อง เชื้อ C. neoformans จะสามารถเจริญ

และก่อโรคได้ที่ปอด นอกจากนี้ยังสามารถแพร่

กระจายไปในหลอดเลอืดและระบบประสาทส่วนกลาง 

รวมถึงอวัยวะอื่นๆ ของร่างกายได้อีกด้วย2,4 

		  จังหวดัชลบรุ ีเป็นจงัหวดัหนึง่ในภาคตะวนัออก 

ของประเทศไทย ซึ่งจัดเป็นแหล่งชุมชนท่ีมีมนุษย์

อาศัยอยูเ่ป็นจ�ำนวนมาก ทัง้นีย้งัจัดเป็นแหล่งท่องเทีย่ว 

และพื้นที่เศรษฐกิจ ที่สร้างรายได้ให้กับคนในชุมชน

อีกด้วย ปัจจุบันพบว่าพื้นท่ีนี้มีนกพิราบอาศัยอยู่ 

เป็นจ�ำนวนมาก ไม่ว่าจะเป็นหน่วยงานราชการ 

วัดวาอาราม โรงเรียน และสวนสาธารณะ ผู้วิจัย 

จึงมีวัตถุประสงค ์ที่จะศึกษาความชุกของเชื้อ 

C. neoformans จากตัวอย่างมลูนกพิราาบจ�ำนวน 

300 ตัวอย่าง คัดแยกเชื้อได้ 136 isolates และ 

พบว่ามี 27 isolates ที่เป็นเชื้อ C. neoformans 

โดยคิดเป็นร้อยละ 9 ปัจจัยที่ส ่งผลให้พบเชื้อ 

C. neoformans ร ้อยละ 9 เกิดจากสาเหตุ 

หลายประการ อาทิ แหล่งที่นกอยู่อาศัยเป็นแหล่ง 

ที่อยู่ประจ�ำ หรือเป็นเพียงพื้นที่หากิน ตลอดจน 

การท�ำความสะอาดอยู่เสมอ อาจส่งผลให้จ�ำนวน 

เชื้อปนเปื้อนลดน้อยลง ตลอดจนในมูลนกพิราบ 

มเีชือ้จุลินทรีย์เจริญอยูเ่ป็นจ�ำนวนมาก ซ่ึงอาจส่งผล

ต่อการเจริญของเชือ้ชนดินี ้ซึง่สอดคล้องกบัการศกึษา 

ก่อนหน้าท่ีมีการคัดแยกเชื้อ C. neoformans 

จากมูลนกพิราบในจังหวัดชลบุรี ได้ร้อยละ 107  

รวมถึงในจังหวัดอื่นๆ ของประเทศไทย เช ่น 
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ในเชียงใหม่แยกเชื้อจากตัวอย่างน�้ำไขสันหลังของ 

ผู ้ป่วย 76 ไอโซเลท และจากสิ่งแวดล้อม 56  

ไอโซเลท พบว่ามี 50 ไอโซเลท คอื C. neoformans 

เมื่อทดสอบด้วยวิธี PCR-fingerprints8  ในขณะ 

ท่ีความชุกของเช้ือ C. neoformans  จาก 

มูลนกพิราบในพื้นที่กรุงเทพมหานคร พบว่ามีมาก

ถงึร้อยละ 9.099 อย่างไรก็ตามมรีายงานการพบเชือ้ 

C. neoformans จากตัวอย่างมลูนกพริาบทีเ่กบ็จาก

ในมหาวิทยาลัย เช่น อุบลราชธานี10 นครนายก11  

ซึ่งพบว่าสามารถคัดแยกเช้ือได้ร้อยละ 10-16 ซึ่ง 

ผลจากการพบเชื้อนี้สอดคล้องกับการรายงาน 

การแยกเช้ือจากตวัอย่างคนไข้12 ซึง่สายพนัธุท์ีม่กัพบ

ในไทย คือ serotype A13-15 เช่นเดียวกับที่มี

รายงานในประเทศมาเลเซยี16 เวยีดนาม17 ซ่ึงแยกได้

จากสิ่งแวดล้อมและจากผู ้ป ่วย HIV+ แม้ว ่า 

การศึกษาย้อนหลังยังไม่พบการดื้อยาของเชื้อ18,19  

แต่การศกึษาเพือ่การเฝ้าระวงักย็งัมคีวามส�ำคัญมาก 

เพราะนอกจากเชื้อ C. neoformans แล้วทางทีม 

ผู ้วิ จัยยังพบการปนเปื ้อนของเช้ืออื่นๆ ในมูล 

นกพิราบ เช่น Lodderomyces spp. และเชื้อรา 

ชนดิอืน่ๆ อกีด้วย นอกจากนีย้งัพบการปนเป้ือนของ

เชือ้ราฉวยโอกาสอืน่ๆ ในมูลนกพริาบ เช่น Candida 

spp., Rhodotolula spp., Tricosporon spp., 

Saccharomyces spp. และ Aspergillus spp.  

อีกด้วย20 ซึ่งเช้ือราเหล่านี้มีรายงานการก่อภาวะ 

ติดเชื้อราในกระแสเลือดในคนได้20,21 ดังนั้นผลที่ได้

จากการศึกษาในครั้งนี้แสดงให้เห็นว่าสามารถ 

แยกเชื้อ C. neoformans จากมูลนกพิราบได้ ซึ่งบ่งชื ้

ให้เห็นว่าควรส่งเสริมให้มีการจัดการสุขาภิบาล 

ในการก�ำจัดมูลนกพิราบ โดยแนวทางท่ีสามารถ

กระท�ำได้ทนัทคืีอการงดให้อาหารในบรเิวณดงักล่าว 

และมีการท�ำความสะอาดอย่างสม�่ำเสมอ เพื่อเป็น 

การควบคมุและป้องกนัการตดิเชือ้ C. neoformans 

และเชื้อราชนิดอื่นๆ จากมูลนกพิราบต่อไป
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