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Cryptococcus neoformans เป็นเชื้อราฉวยโอกาส ที่เป็นสาเหตุของการก่อโรค 
cryptococcosis ทั้งในคนและสัตว์ โดยเฉพาะผู้ป่วยภาวะภูมิคุ้มกันบกพร่อง จากการ
แพร่กระจายของเชื้อ C. neoformans พบได้ทั่วโลกนั้น การลดความเสี่ยงการติดเชื้อจึงเป็นวิธีที่
ส้าคัญในด้านสุขอนามัย ดังนั้น วัตถุประสงค์ของการวิจัยนี้เพ่ือส้ารวจเชื้อ C. neoformans จาก
สิ่งขับถ่ายนกพิราบใน 11 เขตของกรุงเทพมหานคร ช่วงระยะเวลาปีค.ศ. 2011 ถึง 2012 และ
ประเมินประสิทธิภาพของน้้ายาฆ่าเชื้อต่อเชื้อ C. neoformans ผสมกับสิ่งขับถ่ายนกพิราบ 
(Colimba livia) และเชื้อบริสุทธิ์  ด้วยวิธีการทดลอง น้าไอโซเลตทั้งหมดแยกวินิจฉัยด้วยการ
เพาะแยกบนอาหารเลี้ยงเชื้อจ้าเพาะ (caffeic acid agar)  ระบุตัวตนเชื้อด้วยคุณลักษณะทาง
ชีวเคมี พร้อมทั้งยืนยันเชื้อด้วยวิธีปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสแบบ multiplex และประเมิน
ประสิทธิภาพของน้้ายาฆ่าเชื้อทั้ง 3 ชนิด (กลุ่มควอเทอนารีแอมโนเนียม กลุ่มโซเดียมไฮโปคลอ
ไรด์ และกลุ่มโพแทสเซียม โมโนเปอร์ซัลเฟต) ด้วยวิธี Dilution-neutralization (EN 
1656:2000) ผลการศึกษา พบเชื้อ C. neoformans ซีโรไทป์ A ในสิ่งขับถ่ายนกพิราบ
จ้านวน  18 ตัวอย่างจากทั้งหมด 164 ตัวอย่าง (ร้อยละ 10.97) ซึ่งเขตลาดพร้าวมีอุบัติการณ์พบ
เชื้อสูงสุด โดยที่ปริมาณเชื้อ C. neoformans จากสิ่งขับถ่ายนกพิราบแบบแห้งมีปริมาณเชื้อ
มากกว่าสิ่งขับถ่ายนกพิราบแบบเปียกอย่างมีนัยส้าคัญ อีกทั้งยังสามารถแยกเชื้อได้ทั้งบริเวณ
ภายในและภายนอกอาคาร ผลการทดสอบประสิทธิภาพของน้้ายาฆ่าเชื้อ พบว่า กลุ่มเชื้อ C. 
neoformans ผสมกับสิ่งขับถ่ายนกพิราบมีความทนต่อการถูกท้าลายของน้้าฆ่าเชื้อทั้ง 3 ชนิดใน
แง่ของระดับความเข้มข้นและระยะเวลาสัมผัสสูงกว่ากลุ่มเชื้อบริสุทธิ์  ซึ่งน้้ายาฆ่าเชื้อกลุ่มควอ
เทอนารีแอมโนเนียมมีประสิทธิภาพสูงสุดต่อการท้าลายเชื้อ C. neoformans ที่ซึ่งมีความ
แตกต่างของชนิดโฮสต์และสิ่งแวดล้อม ดังนั้น การศึกษานี้ เชื้อ C. neoformans ยังคงมีการ
แพร่กระจายในบางพ้ืนที่ของกรุงเทพมหานครและควรใช้น้้ายาฆ่าเชื้อกลุ่มควอเทอนารีแอมโน
เนียมที่ระดับความเข้มข้นอย่างน้อย 310 มิลลิกรัมต่อลิตรในระยะเวลา 1 นาที ซึ่งอยู่ในช่วงระดับ
แนะน้าส้าหรับน้าไปใช้ลดการปนเปื้อนในสิ่งแวดล้อม 
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Cryptococcus neoformans is an opportunistic yeast causing 
cryptococcosis, particularly in immunocompromised patients and animals. Due to 
worldwide distributing of C. neoformans, reduction of infectious risk is an 
importance in hygienic strategy. The objectives were to survey the yeast at 11 
districts in Bangkok area during 2011-2012 and to determine disinfectant against C. 
neoformans mixed in pigeon (Columba livia) droppings and the pure isolates. All 
was isolated by selective media (caffeic acid agar) and confirmed by biochemical 
characteristics and an approved multiplex PCR. The efficacy of three disinfectants; 
quaternary ammonium compounds, sodium hypochlorite and potassium 
monopersulfate compounds was determined by dilution-neutralization method 
(EN 1656:2000). A total of 18 of 164 (10.97%) samples were positive to C. 
neoformans serotype A. There was the highest incidence area at Ladprao district 
in this study. The number of C. neoformans in dried droppings was significantly 
higher than that of wet condition and it could be found at both indoor and 
outdoor area. C. neoformans mixed in dropping was highly tolerate in term of 
dose and time exposure to all tested antiseptics rather than that of pure 
isolates.  Quaternary ammonium compound was the most effective antiseptic 
against all tested C. neoformans from different host and environmental sources. 
In conclusion, C. neoformans still commonly distribute at certain area in Bangkok 
and use of at least 310 ppm of quaternary ammonium compounds for 1 minute is 
recommended for C. neoformans decontamination in environment.   
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บทที่ 1 
บทน า 

 

1.1 แนวเหตุผล ทฤษฎีที่ส าคัญ หรือสมมติฐาน 

  เชื้อ Cryptococcus (C.) neoformans เป็นเชื้อราฉวยโอกาสที่มีลักษณะเป็นยีสต์ รูปร่าง
เซลล์เดียว กลม มีผนังแคปซูลชนิด mucopolysaccharide ล้อมรอบผนังเซลล์ โรคที่เกิดจากเชื้อนี้
เรียกว่า Cryptococcosis พบได้ทั้งในคนและสัตว์ภาวะภูมิคุ้มกันบกพร่อง ซึ่งเป็นสาเหตุของภาวะ
เยื่อหุ้มสมอง และเนื้อสมองอักเสบในผู้ป่วย (Kwon-Chung et al., 1992) และเป็นสาเหตุการ
เสียชีวิตมากที่สุด (Chowdhary et al., 2012) โดยในสัตว์มักพบการติดเชื้อที่ระบบทางเดินหายใจ
ส่วนต้น ร่วมกับการเกิดก้อนแกรนูโลมา ในขณะที่เชื้อ C. gattii ก่อโรคทั้งคนและสัตว์ที่มีสภาวะ
ภูมิคุ้มกันปกติ พบเชื้อได้จาก เปลือกของต้นยูคาลิปตัส และหมีโคอาลา (Phascolarctos cinereus) 
บริเวณเขตภูมิประเทศร้อนและร้อนชื้น (Krockenberger et al., 2003) ซึ่งอุบัติการณ์ของโรค 
Cryptococcosis เพ่ิมขึ้นอย่างต่อเนื่อง โดยในปี ค.ศ. 2013 ทั่วโลกมีผู้ป่วยเป็น cryptococcal 
meningitis ประมาณ  1 ล้านคนต่อปี โดยเฉพาะผู้ที่มีภาวะภูมิคุ้มกันบกพร่องเสียชีวิตประมาณ 
625,000 คนต่อปี (Park et al., 2009) ซึ่งในทวีปเอซียมีการรายงานอุบัติการณ์ของโรคเป็นส่วนมาก 
เช่น ประเทศอินเดียพบผู้ป่วยภาวะภูมิคุ้มกันบกพร่องชนิด acquired immunodeficiency 
syndrome (AIDS) เกิดโรค cryptococcosis ประมาณร้อยละ 1.7 ถึง 4.7 ของจ้านวนประชากร 
(Kumarasamy et al., 2003; Vajpayee et al., 2003) นอกจากนี้ โรค Cryptococcosis เป็นโรค
แทรกซ้อนที่ส้าคัญอันดับ 2 รองจากโรควัณโรค (tuberculosis) จากผู้ป่วยที่ติดเชื้อ Human 
Immunodeficiency Virus (HIV) (Lakshmi et al., 2007; Park et al., 2009; Chowdhary et 
al., 2012) ซึ่งประเทศไทยพบอัตราการเกิดโรคอยู่ในอันดับ 3 ของผู้ป่วยที่ติดเชื้อ HIV จังหวัด
เชียงใหม่ (Sriburee et al., 2004) ดังนั้น กระทรวงสาธารณสุขทั่วโลกจึงเล็งเห็นความส้าคัญศึกษา
แหล่งการแพร่กระจายของเชื้อและการพัฒนาเทคนิควินิจฉัยการตรวจโรค cryptococcosis  เพ่ือ
ป้องกันหรือลดการเกิดโรค cryptococcosis ของประชาชน (Chowdhary et al., 2012)  

  แหล่งรังโรคและแหล่งการแพร่กระจายที่ส้าคัญของเชื้อ C. neoformans ในสิ่งแวดล้อม คือ 
สิ่งขับถ่ายนกพิราบ ซึ่งนกพิราบเป็นตัวพาหะที่ส้าคัญหรือโฮสต์เก็บเชื้อ (reservoir host) โดยเชื้อ    
C. neoformans จะอยู่บริเวณระบบทางเดินอาหารของนก และทนต่ออุณหภูมิภายในร่างกายนก 
โดยเฉลี่ย 42.5 องศาเซลเซียส จากนั้น เชื้อ C. neoformans จะถูกขับออกมาพร้อมกับสิ่งขับถ่าย 
เจริญเติบโตและแพร่กระจายปนเปื้อนอยู่ในสิ่งแวดล้อมในรูปของสปอร์   

จากการศึกษาพบอุบัติการณ์และความชุกของเชื้อ C. neoformans จากมูลนกพิราบใน
สิ่งแวดล้อมท่ัวโลกอย่างต่อเนื่อง พบว่าในมูลนกพิราบแห้งพบการปนเปื้อนของเชื้อ C. neoformans 
ได้ถึง 2.6×106 CFU/g (Ruiz et al., 1981) จากการส้ารวจที่ผ่านมา มีการแพร่กระจายของเชื้อ       
C. neoformans จากสิ่งขับถ่ายนกพิราบในสิ่งแวดล้อมเพ่ิมมากขึ้น โดยเฉพาะบริเวณสวนสาธารณะ 
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อาคาร และบ้านเรือนที่พบสิ่งขับถ่ายนก ผลการแยกเชื้อ C. neoformans จากลักษณะมูลนกพิราบที่
แตกต่างกันในประเทศทูนิเซีย พบเชื้อในสิ่งขับถ่ายนกพิราบแบบแห้งร้อยละ 9.2 และพบในสิ่งขับถ่าย
นกพิราบแบบเปียกร้อยละ 1.2 ต่อจากนั้น จากการแยกซีโรไทป์ของเชื้อ C. neoformans ด้วยการ
พัฒนาเทคนิคทางด้านปฏิกิริยาลูกโซโ่พลิเมอเรส พบว่า เชื้อ C. neoformans ที่แยกได้จากสิ่งขับถ่าย
นกพิราบในสิ่งแวดล้อมส่วนใหญ่เป็นซีโรไทป์ A (C. neoformans var. gurbii) (Mseddi et al., 
2011) ซึ่ง ซีโรไทป์ A เป็นสาเหตุหลักของการก่อโรค cryptococcosis ในผู้ป่วยหรือสัตว์ ปี ค.ศ. 
2004 มีรายงานพบเชื้อ C. neoformans var. gurbii จากสิ่งขับถ่ายนกพิราบในเชียงใหม่ร้อยละ 
16.4 และต้นไม้ยูคาลิปตัสร้อยละ 0.9 (Sriburee et al., 2004) และมีรายงานในเขต
กรุงเทพมหานคร ว่าพบเชื้อ C. neoformans ร้อยละ 8.9 จากสิ่งขับถ่ายนกพิราบ (ปิยะบงการ, 
2547) จากผลการรายงานแพร่กระจายอย่างกว้างขวางของเชื้อ C. neoformans ในสิ่งแวดล้อม จึง
ให้ความส้ าคัญ เกี่ ยวกับแนวทางการป้องกันและการควบคุมการแพร่กระจายของ เชื้ อ                    
C. neoformans ในสิ่งแวดล้อมด้วยการใช้น้้ายาฆ่าเชื้อออกฤทธิ์ท้าลายเชื้อ C. neoformans ด้วย
การขัดขวางการท้างานเอนไซม์ของเชื้อและการเปลี่ยนแปลงสภาพการดูดซึมสารส้าคัญผ่านเยื่อหุ้ม
เซลล์ (McDonnell and Russell, 1999) จากการรายงาน พบว่า น้้ายาฆ่าเชื้อกลุ่มสารประกอบควอ
เทอนารีแอมโมเนียม (quaternary ammonium compounds) ระดับความเข้มร้อยละ 1-2 
ระยะเวลา 10 นาที (Kruse et al., 1963) และน้้ายาฆ่าเชื้อกลุ่มโซเดียมไฮโปคลอไรต์ (sodium 
hypochlorite) ระดับความเข้มข้นร้อยละ 1 ระยะเวลา 15 นาที สามารถท้าลายเชื้อ                   
C. neoformans ได้ (Dvorak et al., 2008)  อย่างไรก็ตาม เชื้อ C. neoformans มีโครงสร้างที่มี
แคปซูลคาร์โบไฮเดรตหุ้ม และมีคุณลักษณะที่เป็นสปอร์ ซึ่งจะช่วยป้องกันเซลล์และช่วยให้เซลล์ทน
ต่อสภาพแวดล้อมที่ไม่เหมาะสม เช่น ทนต่อรังสียูวี สารออกซิไดซ์ อุณหภูมิ เป็นต้น และยังช่วยให้
เซลล์ทนทานน้้ายาฆ่าเชื้อได้มากขึ้น อีกทั้งในธรรมชาติ เชื้อ C. neoformans ปนเปื้อนอยู่ในสิ่ง
ขับถ่ายของนกพิราบซึ่งเป็นสารอินทรีย์ ที่มีผลท้าให้ประสิทธิภาพของการฆ่าน้้ายาฆ่าเชื้อมี
ประสิทธิภาพลดลง (Lobova et al., 2004; Dvorak et al., 2008;)   
 ภูมิประเทศและอากาศในประเทศไทยเหมาะสมต่อการคงอยู่ของเชื้อ Cryptococcus spp. 
และความหลายหลายของสายพันธุ์และปริมาณของนกในประเทศไทย ท้าให้มีแพร่กระจายอยู่อย่าง
ต่อเนื่องทั้งในสัตว์และคน กอปรกับภาวะการเปลี่ยนแปลงของโลกในปัจจุบัน อาจมีผลต่อพฤติกรรม 
และแหล่งรังนอนของนกในแต่ละพ้ืนที่ ซึ่งท้าให้เกิดความแตกต่างในการส้ารวจจากในอดีตที่ ผ่านมา 
ดังนั้นการส้ารวจเชื้อ Cryptococcus spp. ในแง่ของสายพันธุ์ ซีโรไทป์ ปัจจัยแวดล้อม โดยเฉพาะใน
เมืองหลวงของประเทศที่มีประชากรอยู่อย่างหนาแน่น และการลดการปนเปื้อน จึงเป็นข้อมูลที่มี
ประโยชน์ในด้านการเฝ้าระวัง และการจัดการด้านสุขศาสตร์ที่เหมาะสมที่ปรับใช้ในวงกว้างต่อไปได้ 
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1.2 วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

1.2.1 ส้ารวจเชื้อ C. neoformans จากสิ่งขับถ่ายนกพิราบ ในกรุงเทพมหานครและศึกษา
ความสัมพันธ์ของการพบเชื้อกับแหล่งปนเปื้อน 

1.2.2 ประเมินประสิทธิภาพของน้้ายาฆ่าเชื้อชนิดในกลุ่มโพแทสเซียม โมโนเปอร์ซัลเฟต (ผลิตภัณฑ์ 
A) กลุ่มโซเดียมไฮโปคลอไรด์ (ผลิตภัณฑ์ B) และ กลุ่มควอเทอนารีแอมโนเนียม (ผลิตภัณฑ์ C) ต่อ
การฆ่าเชื้อ C. neoformans ที่ปนอยู่ในสิ่งขับถ่ายนกพิราบ ในแง่ของระดับความเข้มข้นและ
ระยะเวลาสัมผัสที่เหมาะสม  

 

1.3 ค าส าคัญ 

เชื้อคริบโตค็อคคัส นีโอฟอร์แมนส์, น้้ายาฆ่าเชื้อ, มูลนกพิราบ, กรุงเทพมหานคร  

 

1.4 Keywords 

Cryptococcus neoformans, disinfectant, pigeon droppings, Bangkok 

 

1.5 ค าถามส าหรับงานวิจัย / สมมติฐานการวิจัย 

1.5.1 มีการแพร่ระบาดของเชื้อ C. neoformans จากสิ่งขับถ่ายนกพิราบในกรุงเทพมหานคร โดยมี
อุบัติการณ์ท่ีแตกต่างกันตามพ้ืนที่ที่ส้ารวจ และมีความเกี่ยวข้องกับชนิดแหล่งปนเปื้อน 
1.5.2 การเพิ่มระดบัความเข้มข้นและระยะเวลาการสมัผสัของน า้ยาฆา่เชือ้ที่ใช้ทดสอบจะช่วยเพิม่ประสทิธิภาพ

การฆา่เชือ้ C. neoformans ที่ปนเปือ้นในสิง่ขบัถา่ยนกพิราบได้ 
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1.6. กรอบแนวคิดการวิจัย 

  

ผลที่คาดว่าจะได้รับ 

1. พบอุบัติการณ์ของเชื้อ C. neoformans จากสิ่งขับถ่ายนกพิราบ 
2. ปัจจัยทางชีวภาพมีความเกี่ยวข้องกับการคงอยู่ของเชื้อ C. neoformans ในสิ่ง

ขับถ่ายนกพิราบ 
3. สิ่งขับถ่ายนกพิราบที่ปนเปื้อนเชื้อ C. neoformans ลดประสิทธิภาพน้้ายาฆ่าเชื้อ 

ค าถามส าหรับการวิจัย 

1. มีอุบัติการณ์ของเชื้อ C. neoformans จากสิ่งขับถ่ายนกพิราบใน
กรุงเทพมหานคร ช่วงระหว่างปี ค.ศ. 2011-2012 หรือไม ่

2. ปัจจัยทางชีวภาพมีความสัมพันธ์ต่อการทนอยู่ของเชื้อ C. neoformans                  
ในสิ่งขับถ่ายนกพิราบหรือไม่ 

3. สิ่งขับถ่ายนกพิราบที่ปนเปื้อนเชื้อ C. neoformans จะลดประสิทธิการท้างาน
ของน้้ายาฆ่าเชื้อหรือไม่ 

วิธีการวิจัย 

1. ศึกษาอุบัติการณ์ของเชื้อ C. neoformans จากสิ่งขับถ่ายนกพิราบ 
2. วิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างการแพร่กระจายของเชื้อ C. neoformans กับ

ปัจจัยทางชีวภาพ 
3. ประเมินประสิทธิภาพน้้ายาฆ่าเชื้อทั้ง 3 ชนิดต่อเชื้อ C. neoformans ที่ปนเปื้อน

สิ่งขับถ่ายนกพิราบ 
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บทที ่2 
การตรวจเอกสาร 

 

การจ าแนกชั้นทางวิทยาศาสตร์ 

อาณาจักร : Fungi 
ไฟลัม : Basidiomycota 

ชั้น : Tremellomycetes 
อันดับ : Tremellales 

วงศ์ : Tremellaceae 
สกุล : Cryptococcus 

      สปีชีส์ : Cryptococcus neoformans 
 

2.1 ประวัติการพบเชื้อ C. neoformans 

เชื้อ C. neoformans ถูกค้นพบในศตววรษที่ 19 เริ่มต้นในปีค.ศ. 1894 โดยศาสตราจารย์
นายแพทย์ Paula Grawitz มหาวิทยาลัย Greifswald ประเทศเยอรมัน ผู้ตรวจพบโรค 
cryptococosis เป็นคนแรก ต่อจากนั้น นายแพทย์ Otto Busse อธิบายสาเหตุของการเกิดโรคและ
พยาธิสภาพของโรค cryptococcosis จากเนื้อเยื่อบริเวณกระดูก tibia ของผู้ป่วยเพศหญิง        
(Mrs. Kapp) ที่เป็นโรคมะเร็ง มีลักษณะเซลล์กลมหรือรีสีใสชัดเจนเกาะกลุ่มเป็นลักษณะ giant cell 
ซึ่งคาดว่าน่าจะเกิดจากกลุ่มปรสิตจ้าพวก microsporidia หรือ coccidia และเมื่อน้าไปเพาะเชื้อ 
ย้อมลักษณะทางจุลสัณฐานวิทยา ฉีดเชื้อในสัตว์ทดลอง อธิบายว่า เป็นปรสิตชนิดหนึ่งที่มีผนังเซลล์ใส
ล้อมรอบเซลล์ อีกทั้ง สามารถแยกเชื้อให้บริสุทธิ์และก่อโรคในสัตว์ทดลองได้ (Mitchell and 
Perfect, 1995) จึงตั้งชื่อยีสต์นี้ว่า Saccharomyces hominis (Knoke and Schwesinger, 1994) 
ในปีเดียวกันนี้ นายแพทย์ Francesco Sanfelice แยกเชื้อยีสต์ที่มีลักษณะคล้ายกับยีสต์ของ
นายแพทย์ O. Busse จากน้้าหมักผลไม้ในอิตาลีพบยีสต์มี จึงตั้งชื่อยีสต์ชนิดนี้ว่า Saccharomyces 
neoformans (Alteras et al., 1976; Chowdhary et al., 2012) ต่อจากนั้น ปีค.ศ. 1896 
นายแพทย์ Fredinand Curtis อธิบายการติดเชื้อยีสต์บริเวณขาหนีบของผู้ป่วยที่เสียชีวิตจากการติด
เชื้อของระบบประสาทส่วนกลาง ว่าเป็นยีสต์ Megalococcus myxoides และเมื่อน้าฉีดเชื้อเข้าสู่
สัตว์ทดลอง สามารถท้าให้เนื้อเยื่อหรือผิวหนังบริเวณนั้นเกิดก้อนเนื้องอก จึงตั้งชื่อยีสต์ที่แยกได้ว่า 
Saccharomyces suvcutaneous tumefaciens (Casadevall and Perfect, 1998) จนกระทั่ง ปี
ค.ศ. 1901 คุณ Jean-Paul Vuillemin ชาวฝรั่งเศสจัดจ้าแนกเชื้อยีสต์ของ O. Busse และ            
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F. Sanfelice  ด้วยคุณสมบัติไม่มี endospore อยู่ในจีนัส Cryptococcus spp. เรียกว่า 
Cryptococcus homonis และ Cryptococcus neoformans ตามล้าดับ (Barnett, 2010) 
ต่อจากนั้น ในปีค.ศ. 1934 Benham อธิบายสาเหตุของการเกิดโรค cryptococcosis มีความ
แตกต่างจากโรค blastomycosis อย่างชัดเจน โดยโรคที่เกิดบริเวณเยื่อหุ้มสมองในทวีปอเมริกาและ
โรคที่เกิดบริเวณผิวหนังในทวีปยุโรปเกิดจากเชื้อชนิดเดียวกัน คือ เชื้อ C. neoformans ก่อให้เกิด
โรค cryptococcosis (Benham, 1950) และได้จัดจ้าแนกเชื้อ C. neoformans ทางซีรัมวิทยา โดย
อาศัยความแตกต่างแอนติเจนบนผนังแคปซูลของเชื้อ ได้ดังนี้ C. neoformans var. neoformans 
ประกอบด้วย serotype A และ serotype D ขณะที่ C. neoformans var. gattii ประกอบด้วย 
serotype B และ serotype C (Simwami et al., 2011)  และแยกการสืบพันธุ์ของเชื้อได้ 2 แบบ 
คือ แบบไม่อาศัยเพศและอาศัยเพศ ประกอบด้วย mating type 2 แบบคือ α และ a จัดอยู่ในกลุ่ม 
basidiomycetous จีนัส Filobasidiella (Kwon-Chung, 1975; Chayakulkeeree and Perfect, 
2006) 

 

2.2 ชีววิทยาของเชื้อ C. neoformans  

Cryptococcus spp. จัดอยู่ในกลุ่ม basidiomycota ลักษณะยีสต์เซลล์เดียวมีแคปซูลล้อม
เซลล์ (encapsulated yeast) ประกอบด้วยสปีชีส์ 37 สปีชีส์ (Kwon-Chung et al., 1992) ซึ่ง    
สปีชีส์ก่อโรคที่ส้าคัญมี 2 สปีชีส์ คือ C. neoformans และ C. gattii จากการแบ่งตามลักษณะความ
แตกต่างโครงสร้างแคปซูลสามารถแบ่งได้ 5 ซีโรไทป์ (serotypes) คือ ซีไรไทป์ A, B, C, D และ AD 
ซึ่งซีโรไทป์ B และ C จัดอยู่ในสปีชีส์ C. gattii ซีโรไทป์ A, D และ AD จัดอยู่ในสปีชีส์                  
C. neoformans นอกจากนี้ เชื้อ C. neoformans สามารถแบ่งออกเป็น 2 สายพันธุ์ย่อย 
(varieties) คือ C. neoformans var. grubii อยู่ในซีโรไทป์ A, C. neoformans var. neoformans 
อยู่ในซีโรไทป์ D และ C. neoformans complex อยู่ในซีโรไทป์ AD (Kwon-Chung and Varma, 
2006; Chowdhary et al., 2012)  
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รูปร่างของเชื้อ C. neoformans บนอาหารเลี้ยงเชื้อ Sabouraud dextrose agar (SDA) 
โคโลนีมีขนาด 2-3 มิลลิเมตร ลักษณะ กลมนูน ผิวหน้าเรียบเยิ้ม สีครีมหรือสีน้้าตาลเมื่ออายุมากขึ้น 
เชื้อเจริญเติบโตได้ดีที่อุณหภูมิ 25 และ 37 องศาเซลเซียส (Kwon-Chung et al., 1992; 
Chayakulkeeree and Perfect, 2006) และเมื่อน้าเซลล์ย้อมสีหมึกอินเดีย (indian ink) จะเห็น
ลักษณะเซลล์ขนาด 2 ถึง 3 ไมโครเมตร ประกอบด้วยแคปซูลลักษณะกลม สีเหลืองใสล้อมรอบเซลล์ 
ท้าให้เซลล์มีขนาดเพ่ิมขึ้น เฉลี่ย 10 ถึง 20 ไมโครเมตร (Zerpa et al., 1996; Bose et al., 2003) 
อย่างไรก็ตาม ขนาดของแคปซูลจะมีขนาดที่แตกต่างกันในตามแหล่งที่พบ (Feldmesser et al., 
2001; Zaragoza and Casadevall, 2004) เชื้อ C. neoformans มีคุณสมบัติทางชีวเคมี คือ ไม่
หมักน้้าตาล แต่สามาถใช้น้้าตาลกลูโคส มอลโตส กาแลกโตส แซลลูมิโรส อินโนซิตอส ไซโรส ทรีสฮา
โรส ราฟฟิโนส ผลิตเอนไซม์ยูรีเอสและเอนไซม์ฟีนอลออกซีเดส (Schmeding et al., 1984)  

วัฏจักรชีวิตของเชื้อ C. neoformans มีการสืบพันธุ์ทั้งแบบอาศัยเพศและไม่อาศัยเพศ ซึ่ง
รูปแบบการสืบพันธุ์ไม่อาศัยเพศอาศัยวิธีการแตกหน่อ ประกอบด้วย นิวเคลียสแบบ haploid (1n) 
มักพบในสิ่งแวดล้อมหรือผู้ป่วยโรค cryptococcosis ในขณะที่การสืบพันธุ์แบบอาศัยเพศอาศัย
วิธีการสร้างเบสิดิโอสปอร์ โดยมียีนต้าแหน่ง  MAT ควบคุมการสืบพันธุ์ (heterothallic 
basidiomycete yeast) ทั้งหมด 2 ชนิด คือ MAT a และ MAT α (Hull and Heitman, 2002) ซึ่ง
การสืบพันธุ์แบบอาศัยเพศของเชื้อ C. neoformans มี 2 รูปแบบ คือ mating และ monokaryotic 
fruiting โดยการสืบพันธุ์แบบ mating คือ การผสมของยีนทั้ง MAT a และ MAT α แล้วสร้างสายใย
มาเชื่อมเพ่ือให้นิวเคลียสแตกต่างมาจับคู่กัน เรียกระยะนี้ว่า dikaryotic filament formation 
ต่อจากนั้น เกิดการเชื่อมระหว่าง clamps cell เพ่ือสร้างสปอร์ลักษณะคล้ายกระบอง (basidium) 
ให้นิว เคลียสผสมกัน แล้ว เข้าสู่ ระยะเพ่ิมจ้านวนและแบ่งจ้านวนนิวเคลียส จนเกิดสปอร์ 
(basidiospore) ซึ่งลักษณะสปอร์ของเชื้อมีรูปร่างตรงหรือกลมรีปลายทั้งสองด้านแคบลง ด้านกว้าง
ขนาด 1.0 ถึง 1.5 ไมโครเมตร ด้านยาวขนาด 3 ถึง 8 ไมโครเมตร ส่วนการสืบพันธุ์แบบ 
monokaryotic fruiting เป็นรูปแบบการผสมของยีน MAT a หรือ MAT α เพียงแบบเดียวแล้ว 
สร้าง basidium ที่ไม่มีเชื่อม clamps cell เข้าด้วยกัน และพัฒนากลายเป็นสปอร์หรือยีสต์ โดย
ขึ้นอยู่กับปัจจัยทางด้านแวดล้อม คือ เมื่ออยู่ในสภาวะอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเชื้ออยู่ในรูปของ
ยีสต์แต่เมื่ออยู่ในสภาวะอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียสเชื้ออยู่ในลักษณะสปอร์ นอกจากนี้ ยังสามารถ
พบรูปแบบสปอร์ได้ในสภาวะแวดล้อมทั่วไปที่มีสารอาหารจ้ากัด คุณสมบัติของสปอร์มีลักษณะเบา
ลอยแพร่กระจายปนเปื้อนสิ่งแวดล้อม จนกระทั่ง ในภาวะแวดล้อมที่เหมาะต่อการเจริญเติบโตพร้อม
สืบพันธุ์ สปอร์ของเชื้อจะสามารถเพ่ิมจ้านวนอาศัยแตกหน่อและพัฒนาเป็นยีสต์มีนิวเคลียสแบบ 
haploid เข้าสู่วัฎจักรการสืบพันธุ์อีกครั้ง (Kwon-Chung, 1975; McClelland et al., 2002; 
Idnurm et al., 2005)  
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2.3 ปัจจัยความรุนแรงก่อโรคของเชื้อ C. neoformans 

 ระดับความรุนแรงก่อโรคขึ้นอยู่กับปัจจัยความรุนแรงของเชื้อ และภาวะภูมิคุ้มกันของโฮสต์ 
ซึ่งเชื้อ C. neoformans ประกอบด้วย ปัจจัยความรุนแรงหลากหลายชนิด เช่น แคปซูล การสร้าง
เม็ดสีเมลานิน การสร้างเอนไซม์ต่างๆ อนึ่ง ปัจจัยความรุนแรงอย่างเดียวของเชื้อ C. neoformans 
ไม่สามารถก่อความรุนแรงโรคได้ต้องมีปัจจัยความรุนแรงหลายปัจจัยท้าหน้าที่ร่วมกันเพ่ือต้านทาน
การตอบสนองภูมิคุ้มกันของโฮสต์ (Kozel, 1995; Rodrigues et al., 1999) ซึ่งปัจจัยความรุนแรง
ของเชื้อ C. neoformans มีดังนี ้

 

 2.3.1 แคปซูล 

แคปซูลเป็นปัจจัยส่งเสริมความรุนแรงที่ส้าคัญของการก่อโรค cryptococcosis ซึ่งโครงสร้าง
แคปซูล ประกอบด้วย สารพอลิแซกคาไรค์กลุ่ม glucuronoxylomannan (GXM) ร้อยละ 90-95 
และกลุ่ม galactoxylomannan (GalXM) ร้อยละ 5 นอกจากนี้ยังประกอบด้วยโปรตีน 
manmoprotein ร้อยละ <1 (McFadden et al., 2006) โครงสร้างของ GXM มีน้้าหนักโมเลกุลโดย
เฉลี่ย 1700 ถึง 7000 กิโลดาลตัน ประกอบด้วย พอลิเมอร์ α-1,3-mannose คู่กับแขนง β-D-
xylopyranosyl, β-D-glucuronosyl และ 6-o-acetyl ซึ่งโครงสร้างนี้ในแต่ละซีโรไทป์มีโครงสร้างที่
แตกต่างกัน ท้าให้เกิดการตอบสนองต่อแอนติบอดีแตกต่างกันอีกด้วย (Kozel et al., 2003) ส่วน
โครงสร้างของ GalXM มีน้้าหนักโมเลกุล 10 กิโลดาลตัน ประกอบด้วย α-1,6 galactan คู่กับแขนง 
β-1,3-galactose-α-1,4-mannose-α-1,3mannose  (Villena et al., 2008; De Jesus et al., 
2009; Vitale et al., 2012) จากการศึกษาความรุนแรงของแคปซูลที่สามารถก่อโรคในโฮสต์นั้น 
พบว่า ส่วนของยีนที่มีหน้าที่สร้างแคปซูล เป็นส่วนส้าคัญของการก่อความรุนแรง เช่น เชื้อ                  
C. neoformans ซีโรไทป์ D มียีน capsule เช่น ยีน CAP59 CAP64 CAP10 และ CAP60 เป็นยีน
ส้าคัญในการก่อความรุนแรงของโรค (Okabayashi et al., 2007) สามารถช่วยให้เชื้ออาศัยอยู่ใน
อวัยวะของโฮสต์ได้และเพ่ิมการอยู่รอดของเชื้อได้ดีขึ้น ซึ่งแคปซูลจะยับยั้งกระบวนการจับกินของ
เซลล์เม็ดเลือดขาวโดยไม่ให้สร้างสาร opsonins (Kozel and Gotschlich, 1982) และทนทานต่อ
การถูกย่อย (Tucker and Casadevall, 2002) เมื่อเชื้ออยู่ในเซลล์เม็ดเลือดขาว เชื้อหลั่งสารพอลิ
แซกคาไรด์จากแคปซูลหุ้มเซลล์ภายใน phagosome ที่สะสมอยู่ในไซโตพลาส ท้าให้เซลล์เม็ดเลือด
ขาวสูญเสียหน้าที่และเหนี่ยวน้าการตายของเซลล์ (apoptosis) (Feldmesser et al., 2000) อีกทั้ง 
เมื่อเชื้อเข้าสู่น้้าไขกระดูกสันหลัง ท้าให้ระดับแอนติเจนของแคปซูลพอลิแซกคาไรด์สูงขึ้น สามารถ
เปลี่ยนแปลงออสโมลาริตี ท้าให้สารไหลเข้าออกผิดปกติส่งผลให้มีความดันเพ่ิมขึ้น เกิดอาการปวด
ศรีษะและตาพร่า (Denning et al., 1991) นอกจากนี้ แคปซูลของเชื้อไปยับยั้งการเข้ามาของเซลล์
จับกินบริเวณที่มีการติดเชื้อ (Ellerbroek et al., 2004) รบกวนการหลั่งสารไซโตคายน์ (Villena et 
al., 2008) และยับยั้งการแบ่งตัวของ T-cell (Yauch et al., 2006; Ma and May, 2009) 
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2.3.2 การสร้างเม็ดสีเมลานิน 

เมลานิน มีคุณสมบัติเป็นประจุลบ (Jacobson, 2000) ไม่ละลายในน้้าและสารอินทรีย์ 
(Nosanchuk et al., 1999) เนื่องจากมีส่วนประกอบของกลุ่มสารฟีนอลิก (Casadevall et al., 
2000; Nosanchuk and Casadevall, 2006) มีลักษณะสีน้้าตาลหรือสีด้า ทนต่อกรด ถูกท้าลายด้วย
สารละลายด่างและการออกซิไดซ์ของสารฟอกขาว การเกิดสีเมลานินของเชื้อ C. neoformans เป็น
ลักษณะเด่นที่สามารถแยกออกจากกลุ่ม Cryptococcus spp. สายพันธุ์อ่ืนได้ โดยที่เมลานินจะสะสม
อยู่บริเวณผนังเยื่อหุ้มเซลล์ของเชื้อ (Nosanchuk and Casadevall, 2003) จากการรายงาน
การศึกษากระบวนการสร้างสีเมลานินของเชื้อมี 2 ลักษณะ คือ การสร้างด้วยการกระตุ้นของสารใน
อาหารเลี้ยงเชื้อ เช่น niger seed agar หรือ L-dopa agar ที่น้ามาเป็นสัญลักษณ์เพ่ือแยกวินิจฉัยเชื้อ 
และ ความสามารถสร้างเมลานินในเนื้อเยื่อที่ใช้เป็นปัจจัยความรุนแรงก่อโรค  

 การสร้างเมลานินของเชื้อ C. neoformans ด้วยการกระตุ้นของสารในอาหารเลี้ยงเชื้อ ถูก
ค้นพบโดย Staib ปี 1960 (Polacheck, 1991) โดยเติมสารที่มีส่วนประกอบของกลุ่มฟีนิลิกจากสาร
สกัดของเมล็ดทานตะวัน (Guizotia abyssinica) เป็นสารตั้งต้นในอาหารเลี้ยงเชื้อและปรับสภาวะ
การท้างานของเอนไซม์ให้เหมาะสม พบว่าสารดังกล่าวกระตุ้นให้เชื้อ C. neoformans สร้างเมลานิน
ปรากฏบนอาหารเลี้ยงเชื้อได้ นอกจากนี้ การศึกษาความสามารถของเมลานินที่เป็นปัจจัยความ
รุนแรงก่อโรคนั้น เกิดจากเชื้อถูกกระตุ้นด้วยสารตั้งต้น เช่น L-dopa หรือสารกลุ่มโดพามีนซึ่งเป็นสาร
สื่อประสาทกลุ่มแคทีโคลามีนที่พบในสมองของมนุษย์และสัตว์ (Garcia-Rivera et al., 2005) โดย
กระบวนการสร้างเมลานิน เริ่มต้นจากเชื้อสร้างเอนไซม์ laccase กระตุ้นสารตั้งต้นกลุ่ม o-
diphonolic เช่น 3,4-dihydroxyphenylalanin(L-Dopa) กลายเป็น dopaquinone เกิดสาร 
dopachome กับ 5,6-dihydroxyindole ต่อจากนั้น เกิดกระบวนการเปลี่ยนแปลงเป็นสารโพลี-    
เมอร์ให้เป็นเมลานิน นอกจากนี้ยังพบว่าสารสื่อประสาทกลุ่ม dopamine, norepinephire และ 
epinephrine สามารถเป็นสารตั้งต้นกระตุ้นให้เกิดเมลานินได้ จากการศึกษาความสัมพันธ์ระหว่าง
กระบวนการสร้างเมลานินและปัจจัยความรุนแรงก่อโรค โดยน้าเชื้อที่ไม่สามารถสร้างเอนไซม์ 
phenoloxidase (Mel-) ฉีดเข้าหนูทดลองเปรียบเทียบกับเชื้อที่สร้างเอนไซม์ phenoloxidase           
ที่ซึ่งเป็นสารตั้งต้นที่กระตุ้นสร้างเมลานินและพบว่าเชื้อที่สร้างเอนไซม์ phenoloxidase สามารถท้า
ให้เชื้อก่อพยาธิสภาพในหนูทดลองได้ จึงสรุปว่า เมลานินมีหน้าที่ป้องกันเซลล์ ท้าลายกระบวนการ
ตอบสนองภูมิคุ้มกันของโฮสต์ ด้วยการยับยั้งกระบวนการจับกินเซลล์ ทนต่อกระบวนการถูกท้าลาย
จากออกซิเดชั่นและยับยั้งการท้างานของเซลล์อักเสบได้ (Casadevall et al., 2000) จากการศึกษา
ยีนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการสร้างเมลานินของเชื้อ พบยีน laccase ที่ส้าคัญ 2 ยีน คือ LAC1 อยู่
บริเวณผนังเยื่อหุ้มเซลล์ และ LAC2 ทีเ่ชื่อมกับโปรตีนในผนังเซลล์ ท้าหน้าที่สร้างเอนไซม์กระตุ้นการ
สร้างเมลานิน (Zhu and Williamson, 2004; Missall et al., 2005) 
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2.3.3 ความสามารถเจริญที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

  ความสามารถการเจริญที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสของเชื้อ C. neoformans มี
ความส้าคัญต่อการเจริญเติบโตและด้ารงชีวิตในโฮสต์ โดยพบว่า เชื้อสามารถอาศัยอยู่ได้ในอุณหภูมิสูง
ถึง 42 องศาเซลเซียส ซึ่งเป็นอุณหภูมิภายในร่างกายของนกพิราบ แต่เชื้อไม่มีความสามารถเพ่ิม
จ้านวนและก่อโรคต่อนกพิราบได้ (Mitchell and Perfect, 1995)  ดังนั้นความเหมาะสมของ
อุณหภูมิส่งผลต่อความสามารถการก่อโรคของเชื้อ C. neoformans ในโฮสต์ โดยสภาวะที่เหมาะสม
ต่อการเจริญเติบโตและเพ่ิมจ้านวนของเชื้อ คือ ที่ สภาวะอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส มี
คาร์บอนไดออกไซด์ ร้อยละ 5 และความเป็นกรด-ด่างที่ 7.3 ถึง 7.4 ซึ่งสภาวะดังกล่าวเหมือนกับ
สภาวะร่างกายของโฮสต์ ท้าให้สามารถก่อความรุนแรงของโรคในโฮสต์ได้มากขึ้น  จากการศึกษา
ความสามารถของเชื้อที่อยู่รอดในอุณหภูมิสูง พบว่า เชื้อมียีน C. neoformans calcineurin A 
(CNA1) ที่ส้าคัญต่อการท้าให้เชื้ออยู่รอดได้ โดย calcineurin เป็นสาร serine-threonine มี
ความจ้าเพาะต่อเอนไซม์ phosphatase และถูกกระตุ้นด้วย Ca2+-calmodulin เมื่อเชื้อมีการมิว-
เตชั่นที่ยีน CNA1 พบว่า เชื้อไม่สามารถเจริญเติบโตและไม่ก่อพยาธิสภาพต่อโฮสต์ได้ (Odom et al., 
1997) 

 

2.3.4 การผลิตแมนนิทอล (mannitol production) 

การผลิตสารประกอบ hexitol D-mannitol ช่วยให้เชื้อด้ารงชีวิตในร่างกายโฮสต์ได้ จาก
การรายงานแยกเชื้อผู้ป่วยจ้านวน 12 คน พบว่า เชื้อทั้งหมดสามารถสร้าง D-mannitol บนอาหาร
เลี้ยงเชื้อได้ อีกทั้งการสร้าง D-mannitol ช่วยให้เชื้อแพร่กระจายไปยังน้้าไขสันหลังและก่อให้เกิด
ภาวะเนื้อเยื่อหุ้มสมองอักเสบได้ จากความรุนแรงของการสร้าง D-mannitol ท้าให้ระบบประสาท
ส่วนกลางถูกท้าลาย เกิดภาวะสมองบวม โดยหน้าที่ของ D-mannitol ช่วยป้องกันการถูกท้าลายจาก
สารอนุมูลอิสระต่างๆของโฮสต์ นอกจากนี้ จากการศึกษาบทบาทแมนนิทอลที่เป็นปัจจัยความรุนแรง
ก่อโรค cryptococcosis พบว่า เมื่อมีการมิวเตชั่นบริเวณยีนที่ท้าหน้าที่สร้างแมนทินอลด้วยวิธีต่างๆ 
เช่น รังสียูวี ความร้อน หรือ ความเป็นเกลือสูง มีผลท้าให้เชื้อเจริญเติบโตได้ช้า และสร้างแมนนิทอล
ลดลง แต่ยังคงสามารถก่อโรคในโฮสต์ได้ เนื่องจากเชื้อมีปัจจัยความรุนแรงก่อโรคอีกมากมาย เช่น 
การสร้างแคปซูล สร้างเมลานิน เป็นต้น (Wong et al., 1990; Rodrigues et al., 1999)  
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2.3.5 ความสามารถสร้างเอนไซม์ต่างๆ 

2.3.5.1 เอนไซม์ฟอสโฟไลเปสชนิด B (phospholipase B) 

ฟอสโฟไลเปส คือ เอนไซม์ที่ย่อยพันธะเอสเทอร์กลุ่ม glycerophospholipids ที่ซึ่งเป็น
โครงสร้างของผนังเซลล์ ท้าให้ผนังเซลล์ถูกท้าลายของโฮสต์ถูกท้าลาย (Ghannoum, 2000) ซึ่งเชื้อ 
C. neoformans สามารถสร้างเอนไซม์ฟอสโฟไลเปสได้หลายชนิด เช่น phospholipase B (PLB), 
lysophospholipase และ lysophospholipase transacylase (Chen et al., 1997)  ซึ่งเอนไซม์
ฟอสโฟไลเปสชนิด B  มีบทบาทที่ส้าคัญในการสร้างความรุนแรงของโรค จะสามารถย่อยผนังเซลล์
ของโฮสต์ ช่วยให้เชื้อสามารถแทรกเข้าไปในเนื้อเยื่อของโฮสต์ นอกจากนี้ ฟอสโฟไลเปสชนิด B 
สามารถย่อย dipalmitoyl phosphatidycholine (DPPtdCho) ซึ่งเป็นสารประกอบในสารตึงผิว
ของปอดเป็นผลให้ปอดถูกท้าลาย (Steenbergen and Casadevall, 2003)  และช่วยให้เชื้อเกาะยึด
กับเซลล์เยื่อบุของปอดได้มากขึ้น (Ganendren et al., 2006) 

2.3.5.2 เอนไซม์โปรตีเอส (protease) 

 เชื้อ C. neoformans สร้างเอนไซม์โปรตีเอส เพ่ือย่อยหรือท้าลายโปรตีนต่างๆของโฮสต์ 
เช่น พลาสมาโปรตีน คอลลาเจน อิลาสติน ไฟบริโนเจน อิมมิวโนโกลบูลิน ท้าให้เชื้อสามารถบุกรุกเข้า
สู่เนื้อเยื่อของโฮสต์ได้ง่ายขึ้น (Chen et al., 1996) นอกจากนี้เอนไซม์โปรตีเอสยังสามารถท้าลายมัด
คอลลาเจนบริเวณผิวหนังได ้(Salkowski and Balish, 1991) 

2.3.5.3 เอนไซม์ยูรีเอส (Urease) 

การสร้างเอนไซม์ยูรีเอสเป็นคุณสมบัติก่อโรคที่ส้าคัญของเชื้อแบคทีเรียและยีสต์ ท้าหน้าที่
ไฮโดรไลซ์ยูเรีย เกิดเป็นผลผลิตแอมโมเนียและคาร์บาแมต (Steenbergen and Casadevall, 2003) 
ซึ่งเชื้อ C. neoformans สามารถสร้างเอนไซม์ยูรีเอสภายใต้การควบคุมของยีน URE1 มีความส้าคัญ
ช่วยให้เชื้อสามารถเข้าสู่ระบบประสาทส่วนกลางได้ โดยเมื่อเชื้อเข้าสู่ระบบหมุนเวียนโลหิต เอนไซม์   
ยูรีเอช่วยเชื้อที่สะสมในหลอดเลือดแพร่กระจายเข้าสู่สมอง (Olszewski et al., 2004) 

 

ดังนั้น กลไกก่อความรุนแรงของเชื้อ C. neoformans นั้นเกิดเมื่อสปอร์ของเชื้อที่มีขนาดเล็ก
แทรกเข้าไปยังถุงลมปอด เจริญเติบโตที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และแพร่กระจายสู่อวัยวะต่างๆ
ในร่างกาย โดยอาศัยคุณลักษณะที่ส่งเสริมการก่อโรคต่างๆ เช่น การสร้างแคปซูล การสร้างเมลานิน 
การผลิตแมนนิทอล และการผลิตเอนไซม์ฟอสโฟไลเปส อย่างไรก็ตาม ความอ่อนแอของโฮสต์ เช่น 
สภาวะกลไกการตอบสนองภูมิคุ้มกันบกพรอง เป็นส่วนส้าคัญท่ีท้าให้เชื้อก่อโรคได้ง่ายขึ้น 
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2.4 นิเวศวิทยาของเชื้อ C. neoformans 

 นิเวศวิทยาของเชื้อ C. neoformans มีความสัมพันธ์กับสิ่งมีชีวิตและสภาพแวดล้อมอย่าง
มาก ซ่ึงเชื้อ C. neoformans พบได้ท่ัวโลกตามสิ่งแวดล้อม เช่น ดิน เศษใบไม้ น้้า อากาศ มูลสัตว์ปีก
ต่างๆ โดยเฉพาะมูลนกพิราบ (Emmons, 1955; Chowdhary et al., 2012) ซึ่งการแพร่กระจาย
ปนเปื้อนในสิ่งแวดล้อม เกิดจาก เชื้ออาศัยอยู่ที่บริเวณระบบทางเดินอาหารของนกพิราบและ
ปนเปื้อนออกมาพร้อมมูลนกเจริญเติบโตด้วยการใช้สารอาหารจากมูลนก เช่น แซนทีน (xanthine)   
ยูเรีย กรดยูริก และครีเอตินิน ที่ซึ่งเป็นแหล่งไนโตรเจนของการเจริญเติบโต ท้าให้เชื้อเพ่ิมจ้านวนและ
แพร่กระจายในสิ่งแวดล้อม (Littman and Borok, 1968) ในทางตรงข้าม นิเวศวิทยาของเชื้อ         
C. gattii พบได้ในต้นไม้ยูคาลิปตัล (Eucalyptus camaldulensis) บริเวณเขตภูมิอากาศเขตร้อน
และเขตกึ่งร้อน เช่น รัฐแคลิฟอร์เนียใต้ ออสเตรเลีย เอเซียใต้ บราซิล และอเมริกากลาง เป็นต้น 
(Ellis and Pfeiffer, 1990; Kidd et al., 2007a; Kidd et al., 2007b) การรายงานอุบัติการณ์ของ
เชื้อในสิ่งแวดล้อม เริ่มครั้งแรกในปี 1894 จากน้้าลูกพีช ต่อจากนั้น มีการรายงานพบเชื้อได้จากผลไม้ 
ผัก และนมโค และในปี 1951 พบรายงานแยกเชื้อ C. neoformans จากมูลสัตว์ปีก ดิน น้้า และ
อากาศ โดยเฉพาะมูลนกมีการรายงานอย่างต่อเนื่อง ซึ่งพบว่านกทุกสายพันธุ์สามารถเป็นพาหะน้า
เชื้อ        C. neoformans ได้ เช่น นกค้างค้าว นกแก้ว นกคีรีบูน ไก่ โดยเฉพาะนกพิราบพบเชื้อได้
มากกว่าสายพันธุ์นกชนิดอ่ืน ซึ่งจากการศึกษาพบว่า มูลนกพิราบมีสารอาหารและสภาวะเหมาะต่อ
การเจริญเติบโตของเชื้อได้ดีกว่ามูลนกสัตว์ปีกชนิดอ่ืน เช่น มูลนกค้างค้าวและมูลไก่ที่มีสภาพความ
เป็นด่างสูง ซึ่งการแพร่กระจายของเชื้อในสิ่งแวดล้อมอย่างต่อเนื่องนั้น เกิดจาก 2 อย่าง คือ มูลนกที่
ปนเปื้อนเชื้อ หรือเชื้อมีการปนเปื้อนตามร่างกายของนก เช่น ขน กรงเล็บ จงอยปาก ท้าให้พบเชื้อใน
สิ่งแวดล้อมอยู่ได้ (Littman and Borok, 1968)  จากความสัมพันธ์การแพร่ระบาดของเชื้อกับมูลนก
ชนิดต่างๆ พบว่านกพิราบไม่ได้เป็น natural host แต่มีบทบาทแพร่กระจายของเชื้อมากกว่านกสาย
พันธุ์อ่ืน เนื่องจากฉีดเชื้อเข้าสู่สมองและตาสามารถท้าให้นกพิราบเกิดโรค cryptococcosis แต่ไม่พบ
พยาธิสภาพบริเวณระบบทางเดินอาหาร แม้ว่าสามารถแยกเชื้อได้จากล้าไส้ก็ตาม  แสดงให้เห็นว่า ใน
ภาวะปกติเชื้อสามารถอาศัยในระบบทางเดินอาหารและทนต่ออุณหภูมิร่างกายนกพิราบได้ (Sethi 
and Randhawa, 1968) ดังนั้น จึงสรุปว่า นกพิราบเป็นพาหะของเชื้อ C. neoformans โดยเชื้อ
อาศัยบริเวณระบบทางเดินอาหารจากนั้นปนเปื้อนออกมาพร้อมมูลนกพิราบ หรือ ปนเปื้อนตาม
ร่างกายของนก เช่น กรงเล็บ ปีก จงอยปาก ท้าให้แพร่กระจายในสิ่งแวดล้อม เช่น ดิน อากาศ น้้า 
ต้นไม้ เป็นต้น ในธรรมชาติเชื้อเจริญเติบโตอยู่ในรูปของสปอร์ที่มีขนาดเล็กและน้้าหนักเบา ท้าให้
สปอร์ของเชื้อลอยอยู่ในอากาศและฟุ้งกระจายในสิ่งแวดล้อม จากการรายงานแยกเชื้อจากอากาศ
บริเวณกรงนกพิราบพบเชื้อ C. neoformans ร้อยละ 55 บริเวณรอบกรงนกพิราบ ร้อยละ 30 
นอกจากนี้ สายพันธุ์ Crptococcus spp. อ่ืน คือ C. ater, C. flavus, C.laurentii, C. magnus, 
C.terreus, C. uniduttulatus และ C. albidus (Khan et al., 1978) ต่อจากนั้น มีการรายงานแยก
เชื้อจากสิ่งแวดล้อม อย่างต่อเนื่อง เช่น แยกเชื้อ C. neoformans และ C. gattii จากดินร้อยละ 
1.03 (Ajello, 1958) จากซากต้นไม้ (S. cumini) (Randhawa et al., 2006) จากน้้าจืดร้อยละ 16.6 
และน้้าทะเลร้อยละ 21 (Kidd et al., 2007b) และปี 2008 คุณ Randhawa และคณะ รายงานแยก
เชื้อ Crptococcus spp. จากดิน ใบไม้ ต้นไม้ พบเชื้อ C. neoformans ร้อยละ 26 และเชื้อ C.gattii 
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ร้อยละ 24 และตัวอย่างที่สามารถพบได้ C.neoformans และ C.gattii ร้อยละ 5 (Randhawa et 
al., 2008) ดังนั้นนิเวศวิทยาของเชื้อ C. neoformans สามารถพบได้ในสิ่งแวดล้อมทั่วไป โดยเฉพาะ
บริเวณท่ีมีการปนเปื้อนของมูลนกหรือมูลสัตว์ปีก โดยเฉพาะมูลนกนกพิราบที่มีสารอาหารและสภาวะ
เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของเชื้อ ท้าให้เชื้อแพร่กระจายและปนเปื้อนอยู่ในสิ่งแวดล้อมได้ 
(Cafarchia et al., 2006; Chowdhary et al., 2012) 

 

2.5 พยาธิวิทยาของโรค cryptococcosis 

โรค cryptococcosis พบได้ท้ังคนหรือสัตว์ที่มีภาวะภูมิคุ้มกันบกพร่อง เช่น ผู้ป่วยโรค AIDS 
ผ่าตัดเปลี่ยนถ่ายอวัยวะ มะเร็งเม็ดเลือดขาว เบาหวาน และผู้ป่วยที่ได้รับยากดภูมิคุ้มกันอย่าง
ต่อเนื่อง เมื่อสปอร์ของเชื้อเข้าสู่ระบบทางเดินหายใจของผู้ป่วย เชื้อสามารถเกาะติดกับเนื้อเยื่อด้วย
แคปซูล และเพ่ิมจ้านวนที่บริเวณช่องจมูก หลอดลม และ เยื่อหุ้มปอด ซึ่งปอดเป็นอวัยวะเป้าหมาย
ของเชื้อ (Lin.,  2009) จากการที่เชื้อมีแคปซูล และ เมลานิน เป็นปัจัยก่อความรุนแรงของโรค โดย
ส่งเสริมกลไกการหลีกหนีจากระบบภูมิคุ้มกันชนิดพ่ึงเซลล์ ท้าให้เชื้อก็จะแพร่กระจายเข้าสู่กระแส
เลือดไปยังส่วนต่างๆของร่างกาย เช่น สมอง ไขสันหลัง ต่อมน้้าเหลือง ตา กระดูก เป็นต้น 
(Wettingfeld et al., 1956; Chowdhary et al., 2012) ปัจจุบันการรายงานอุบัติการณ์ผู้ป่วยโรค
เอดส์ติดเชื้อ C.  neoformans เพ่ิมมากขึ้นและเกิดภาวะเยื่อหุ้มสมองและสมองอักเสบ 
(meningoencephalitis) จนกระทั่งเสียชีวิตอย่างต่อเนื่อง (Cafarchia et al., 2006) นอกจากนี้มี
การรายงานพบเชื้อ C. neoformans  ก่อให้เกิดโรคในสัตว์อ่ืนๆได้ด้วย เช่น หมู กระต่าย ม้า แกะ 
แพะ เฟอร์เรท นก โดยเฉพาะแมว และ สุนัข (Lin and Heitman, 2006)  ซึ่งเกิดพยาธิสภาพบริเวณ
ระบบทางเดินหายใจส่วนต้น มีอาการ ไอ จาม มีเสมหะ และ เลือดไหลออกมาทางจมูก เกิดก้อนเนื้อ 
(polyp-like mass) นูนออกมาบริเวณโพรงจมูก และพบรอยโรคแกรนูโลมาตั้งแต่ชั้นใต้ผิวหนังจนถึง
ผิวหนังชั้นบน (Duncan et al., 2005) 
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2.6 ระบาดวิทยา 

การแพร่กระจายของเชื้อ C. neoformans เริ่มขึ้นในปี 1984 จากน้้าพีช จากนั้นมีรายงาน
พบเชื้อ C. neoformans อย่างต่อเนื่องทั้งในสิ่งแวดล้อม สารคัดหลั่งจากสัตว์ป่วย และนมสดจากโค
ที่ติดเชื้อ (Chowdhary et al., 2012) ต่อจากนั้น ในปี 1951 มีการรายงานพบเชื้อ C. neoformans 
จากมูลนกพิราบเป็นครั้งแรก และ ในปี 1955 ได้มีการรายงานความชุกเชื้อ C. neoformans  จากมูล
นกและรังนอนนกพิราบในเมืองวอชิงตันดีซี (Emmons, 1955) จากนั้น ได้มีการรายงานพบเชื้อ       
C. neoformans จากบริเวณท่ีอยู่อาศัยและมูลนกนกพิราบอย่างต่อเนื่องไปทั่วโลก ซึ่งอุบัติการณ์ของ
เชื้อ C. neoformans  จากมูลนกพิราบมีการรายงานทั่วโลก เช่น ทวีปยุโรป (Bohm et al., 1970) 
ประเทศอินเดีย (Gugnani et al., 1972) ประเทศบราซิล ประเทศญี่ปุ่น ทวีปออสเตรเลีย (Sethi 
and Randhawa, 1968) และ ประเทศไทย (Taylor and Duangmani, 1968) ซึ่งประเทศไทยการ
รายงานแพร่กระจายเชื้อ C. neoformans เริ่มขึ้นตั้งแต่ปี 1968 พบเชื้อ C. neoformans จากมูล
นกพิราบร้อยละ 18.04 (Taylor and Duangmani, 1968) พบเชื้อ C. neoformans  จากมูล
นกพิราบในกรุงเทพมหานครร้อยละ 8.9 (ด้ารงเดช ปิยะบงการ, 2547)จังหวัดเชียงใหม่ร้อยละ 0.99 
(สุดา ขันติยา, 2546) และจังหวัดอุบลราชธานี แบ่งเป็น มูลนกพิราบร้อยละ 54.05 มูลนกกระจอก
บ้านร้อยละ 16.66 (ธันยาการย์ ศรีวรมาศ, 2554) นอกจากนี้ มีการรายงานพบเชื้อ C. neoformans 
จากมูลไก่ร้อยละ 24 (Kuroki et al., 2004) โดยที่เชื้อ C. neoformans ที่แยกได้จากสิ่งแวดล้อม 
คือ ซีโรไทป์ A (C. neoformans var. grubii) เป็นส่วนใหญ่ (Nielsen et al., 2007; Litvintseva 
and Mitchell, 2009) ซึ่งการระบาดวิทยาของเชื้อ C. neoformans เริ่มจากเมื่อเชื้อสามารถอาศัย
อยู่บริเวณระบบทางเดินอาหารของนกพิราบ ปนเปื้อนออกมาพร้อมกับมูลนก เชื้ออาศัยและ
เจริญเติบโตจากการใช้สารอาหารและความชื้นในมูลนก เมื่อสารอาหารและความชื้นในมูลนกน้อยลง
หรืออยู่ในภาวะแวดล้อมไม่เหมาะสม เชื้อจะสร้างแคปซูลเพ่ือป้องกันเซลล์ถูกท้าลาย และมีการ
สืบพันธุ์แบบแตกหน่อ ต่อจากนั้นแคปซูลของเชื้อที่ซึ่งมีน้้าหนักเบา ฟุ้งแพร่กระจายอยู่ในอากาศ ด้วย
การที่เชื้อสร้างแคปซูลนั้นสามารถท้าให้เชื้อมีชีวิตอาศัยอยู่ในมูลนกที่ซึ่งมีลักษณะแบบแห้งหรือที่มี
ภาวะไม่เหมาะสมได้ยาวนานถึง 18 เดือน (Chen et al., 2008; Loperena-Alvarez et al., 2010; 
Wu et al., 2012)  อย่างไรก็ตาม การแพร่กระจายของเชื้อ C. neoformans ยังมีปัจจัยต่างๆที่ส่งผล
ต่อการแพร่กระจายของเชื้อในสิ่งแวดล้อม เช่น ฤดูกาล อุณหภูมิ ความชื้น แสงแดด  แวดล้อม 
(Montenegro and Paula, 2000; Granados and Castaneda, 2005) จากการศึกษาเก็บข้อมูล
ระบาดของเชื้อจากซากไม้บริเวณต้นไม้แต่ละฤดูกาลระยะเวลา 7 ปีในประเทศอินเดีย พบว่าในฤดู
หนาวพบเชื้อ C. neoformans var. grubii มากที่สุด ตามด้วย ฤดูร้อน ฤดูใบไม้ร่วง ฤดูฝน 
ตามล้าดับ (Randhawa et al., 2011) และ ในประเทศไทยมีการรายงานพบเชื้อ C. neoformans 
var. grubii จากมูลไกซ่ึ่งในฤดูร้อนมีการแพร่กระจายเชื้อมากกว่าฤดูฝน (Kuroki et al., 2004)  
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2.7 การวินิจฉัยโรคทางห้องปฏิบัติการ 

 2.7.1 การเก็บตัวอย่างและเพาะแยกเชื้อ 

 ปี 1951 Emmons แยกเชื้อ C. neoformans จากดินโดยใส่ตัวอย่างในหลอดทดลองและ
เติมน้้าเกลือปราศจากเชื้อ เขย่าอย่างแรงเพ่ือให้ตัวอย่างดินกับน้้าเกลือกลายเป็นสารละลายเนื้อ
เดียวกัน ต่อจากนั้น ตั้งทิ้งไว้ที่อุณภูมิห้องเป็นระยะเวลา 2 ถึง 3 ชั่วโมง น้าส่วนใสด้านบน ซึ่งคาดว่ามี
ปริมาณเซลล์ของเชื้อจ้านวนมาก ฉีดเข้าช่องท้องหนูทดลองปริมาณ 0.5 ถึง 1 มิลลิลิตร เมื่อครบ
ก้าหนด 4 ถึง 6 สัปดาห์ น้าส่วนม้ามและตับเพาะบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Sabouraud’s destrose agar 
บ่มที่อุณหภูมิห้องระยะเวลา 3 ถึง 4 วัน พบว่าเชื้อที่แยกได้มีลักษณธโคโลนีผิวหน้าเยิ้มแต่มีสีของ
โคโลนีที่แตกต่างกัน และสามารถก่อโรคในหนูทดลองได้ (Emmons, 1951) ต่อจากนั้น ปี 1955 น้า
ขั้นตอนดังกล่าวเพาะแยกเชื้อ C. neoformans จากตัวอย่างมูลนกพิราบ ด้วยการเติมยาปฏิชีวนะแพ
นิซิลิน และ สเตรปโตมัยซินในน้้าเกลือ เพ่ือยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียที่ปนเปื้อนจากตัวอย่าง 
(Emmons, 1955) ต่อจากนั้น วิธีดังกล่าวจึงเป็นที่นิยมในห้องปฏิบัติการ แต่อย่างไรก็ตาม วิธีการเก็บ
ตัวอย่างที่ถูกต้องช่วยลดการปนเปื้อนแบคทีเรียได้ จากการศึกษาก่อนหน้านี้ การเก็บตัวอย่างจาก
สิ่งแวดล้อม ใช้ช้อนโลหะหรือคีมที่ผ่านการเช็ดด้วยแอลกอฮอล์ความเข้มข้นร้อยละ 70 ตักตัวอย่าง
จากสิ่งแวดล้อม พบว่าสามารถลดการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียจากสิ่งแวดล้อมได้ (Randhawa et al., 
2005)  

การเพาะเชื้อเพ่ือคัดเลือกและแยกเชื้อ C. neoformans จากยีสต์ชนิดอ่ืนบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
โดยทั่วไปการเพาะเชื้อทางห้องปฏิบัติการนิยมใช้อาหารเลี้ยงเชื้อ Sabouraud dextrose agar (SDA) 
ที่มีสารอาหารประกอบด้วยแหล่งของไนโตรเจน กรดอะมิโน  กรูโคส ส้าหรับให้เชื้อเจริญเติบโต แต่
อย่างไรก็ตาม ข้อเสียของอาหารเลี้ยงเชื้อ SDA นั้นไม่สามารถแยกลักษณะโคโลนีของเชื้อ               
C. neoformans กับยีสต์ชนิดอ่ืน โดยเฉพาะ Candida albicans ได้ในช่วงระยะเวลา 1 ถึง 2 วัน 
อีกทั้ง อัตราการเจริญเติบโตของเชื้อเชื้อ C. albicans เร็วกว่าเชื้อ C. neoformans มีผลให้ ศึกษา
พัฒนาปรับปรุงอาหารเลี้ยงเชื้อเพ่ือคัดแยกเชื้อ Cryptococcus spp. ออกจากเชื้อยีสต์อ่ืน ด้วยการใช้
อินดิเคเตอร์แยกลักษณะโคโลนีของเชื้อ ดังต่อไปนี้ 

- อาหารเลี้ยงเชื้อ bird seed agar (BA) หรือ Staib’s niger seed agar ใช้สารสกัดจาก
เมล็ด (Guizota abyssinica) กระตุ้นให้เชื้อ C. neoformans สร้างเม็ดสีเมลานิน ให้เกิดโคโลนีสี
น้้าตาลบนอาหารเลี้ยงเชื้อออกจากเชื้อ C. albicans ที่มีโคโลนีสีขาว สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ 
ประกอบด้วย ครีเอตินินร้อยละ 0.1 เพ่ือใช้เป็นแหล่งไนโตรเจน กลูโคสร้อยละ 1 เพ่ือใช้เป็นแหล่ง
คาร์บอน และฟอสเฟตร้อยละ 0.1 ซ่ึงสารครเีอตินินและสารฟอสเฟตไม่มีผลต่อการสร้างเม็ดสีของเชื้อ  
แต่การเติมครีเอรีตินินสามารถแยกเชื้อ C. neoformans และ C. laurantii ออกจากเชื้อ 
Cryptococcus spp. ชนิดอ่ืนที่ไม่สามารถใช้ครีตินินได้ (Paliwal and Randhawa, 1978) 
การศึกษาของ Denning และคณะ ปี 1990 เปรียบเทียบประสิทธิภาพอาหารเลี้ยงเชื้อระหว่าง SDA 
กับ BA สามารถระบุแยกชนิดเชื้อ C. neoformans ในตัวอย่างเสมหะและปัสสาวะจากผู้ป่วย พบว่า 
อาหารเลี้ยงเชื้อทั้ง SDA และ BA มีค่าจ้าเพาะร้อยละ 100 แต่มีความความไวรับที่แตกต่างกัน โดย
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อาหารเลี้ยงเชื้อ SDA มีค่าไวรับร้อยละ 60 น้อยกว่าความไวรับอาหารเลี้ยงเชื้อ BA ที่เท่ากับร้อยละ 
100 (Paliwal and Randhawa, 1978; Denning et al., 1990) 

- อาหารเลี้ยงเชื้อ sunflower seed agar (SSA) มีสูตรอาหารที่คล้ายคลึงกับอาหารเลี้ยงเชื้อ 
BA แต่ใช้สารสกัดจากเมล็ดทานตะวัน (Helianthus annuus) ส้าหรับกระตุ้นให้เชื้อสร้างเม็ดสีเมลา
นิน โดยเชื้อมีลักษณะโคโลนีสีน้้าตาลบนอาหารเลี้ยงเชื้อ (Khan et al., 2004a)  

- อาหารเลี้ยงเชื้อ mycophil agar ทีผ่สมสี trypan blue และยาปฏิชีวนะ โดยทั่วไปอาหาร
เลี้ยงเชื้อชนิดนี้ช่วยกระตุ้นการสร้างเม็ดสีของยีสต์ เมื่อมีการเติมสี trypan blue เชื้อสามารถดูดซึมสี
เข้าไป ท้าให้โคโลนีของเชื้อกลายเป็นสีน้้าเงินเข้มแตกต่างจาก Candida spp. ที่มีโคโลนีสีฟ้า 
นอกจากนี้ การเติมเจนตามัยซินความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมต่อลิตรลัคลอแรมเฟนิคอลความเข้มข้น 
20 ไมโครกรัมต่อลิตร ในสภาวะของอาหารเลี้ยงที่มีสารเคมีdisodium phosphate ความกรด-ด่าง
จาก 6.9 เป็น 7.2  ช่วยให้ยาออกฤทธิ์ยั้บยังการเจริญเติบโตของแบคทีเรียและช่วยการเจริญเติบโต
ของยีสต์ได้ดีขึ้น (Vickers et al., 1974)  

- อาหารเลี้ยงเชื้อ tobacco agar เป็นอาหารเลี้ยงเชื้อที่เติมสารสกัดจากใบยาสูบ 
(Nicotiana tabacum) คล้ายกับอาหารเลี้ยงเชื้อ BA กับ SSA ซึ่งเชื้อจะสร้างโคโลนีสีน้้าตาลเข้มบน
อาหารเลี้ยงเชื้อแตกต่างจากเชื้อ Candida spp. ที่มีโคโลนีสีขาว ในระยะเวลา 48 ชั่วโมง อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส (Tendolkar et al., 2003; Khan et al., 2004b) 

- อาหารเลี้ยงเชื้อ mustard seed agar ใช้สารสกัดจากเมล็ดมัสตาร์ต (Brassica juncea) 
เพียงชนิดเดียว ซึ่งเชื้อ C. neoformans จะเกิดโคโลนีสีน้้าตาลแยกออกจากเชื้อ Candida spp. ที่
เกิดโคโลนีสีขาว ในระยะเวลา 48 ถึง 72 ชั่วโมง อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส (Nandhakumar et 
al., 2006) 

- อาหารเลี้ยงเชื้อ henna agar เป็นอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใช้สารสกัดจากใบเฮนน่า (Lawsonia 
inermic) โดยเชื้อ C. neoformans สร้างโคโลนีสีน้้าตาลบนอาหารเลี้ยงเชื้อแยกออกจากเชื้อ 
Candida spp. ที่มีโคโลนีสีขาว ในระยะเวลา 24 ชั่วโมง อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ซึ่งใบเฮนน่า
สามารถพบบริเวณเขตร้อน เช่น แอฟริกา เอเซียใต้ เอเซียตะวันออกกลาง และ ออสเตรเลีย ข้อดีของ
อาหารเลี้ยงเชื้อนี้ มีขั้นตอนการเตรียมง่ายกว่าอาหารเลี้ยงเชื้อ BA และ SSA และมีราคาต้นทุนที่ถูก
กว่า (Nandhakumar et al., 2007)   

- อาหารเลี้ยงเชื้อ caffeic acid (CA) agar เป็นอาหารเลี้ยงเชื้อมีส่วนประกอบของ caffeic 
(3,4-dihydroxycinnamic) acid ที่สกัดจากเมล็ด Guizota abyssinica ด้วยวิธีการไฮโดรไลซ์ของ  
เมทานอล (Pulverer and Korth, 1971) ซึ่งเชื้อจะดูดซึมสาร caffeic acid เข้าไปยังเซลล์ เกิด
กระบวนการสร้างเม็ดสีเมลานิน ท้าให้โคโลนีของเชื้อกลายเป็นสีน้้าตาลในช่วงระยะเวลาเร็วกว่า
อาหารเลี้ยงเชื้อ BA (Hopfer and Blank, 1976) ต่อจากนั้น ได้มีการศึกษาทดลองสูตรอาหารเลี้ยง
เชื้อชนิดใหม่ คือ minimal synthetic caffeic acid medium (MSCAM) โดยเติมสาร caffeic agar 
กับ ferric citrate เปรียบเทียบอาหารเลี้ยงเชื้อ CA ที่มีส่วนผสมของ กลูโคส กับสารสกัดจากยีสต์ 
ซัลเฟต พบว่า โคโลนีของเชื้อ C. neoformans บนอาหารเลี้ยงเชื้อ MSCAM ให้สีน้้าตาลเข้มและช่วง
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ระยะเวลาการเกิดสีเร็วกว่าอาหารเลี้ยงเชื้อ CA ท้าให้ทราบว่าน้้าตาลกลูโคสและซัลเฟตไม่มีผลต่อการ
ท้างานของเอนไซม์ phenoloxidase และการกระตุ้นสร้างเม็ดสีเมลานินของเชื้ออีกด้วย  (Vidotto 
et al., 2004) 

  การเลือกอาหารเลี้ยงเชื้อเพ่ือแยกเชื้อ C. neoformans จากเชื้อสายพันธุ์อ่ืนนั้น มีหลักการ
คัดเลือกที่ส้าคัญ ดังนั้น ระยะเวลาการเจริญเติบโต ระยะเวลาการสร้างเม็ดสี เมลานินของโคโลนีบน
อาหารเลี้ยงเชื้อ วิธีการเตรียม และราคาต้นทุนการผลิตอาหารเลี้ยงเชื้อ ซึ่งจากการศึกษาเปรียบเทียบ
ประสิทธิภาพช่วงระยะเวลาการเจริญเติบโตและการสร้างเม็ดสีเมลานินของเชื้อ C. neoformans 
จากตัวอย่างผู้ป่วยและสิ่งแวดล้อมบนอาหารเลี้ยงเชื้อทั้ง 5 ชนิด คือ sunflower seed agar (SSA), 
mustard seed agar (MSA), henna agar (HA), niger seed agar (NA) และ tobacco agar (TA) 
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พบว่า อาหารเลี้ยงเชื้อ SSA มีประสิทธิภาพท้าให้เชื้อเจริญเติบโตและ
ปรากฏโคโลนีสีน้้าตาลภายใน 48 ชั่วโมงเร็วกว่าอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดอ่ืน รวมทั้งกระบวนการเตรียม
อาหารเลี้ยงมีขั้นตอนง่ายและต้นทุนต่้า  อย่างไรก็ตาม การเลือกใช้อาหารเลี้ยงเชื้อเพ่ือแยกเชื้อ       
C. neoformans เบื้องต้นทางห้องปฏิบัติการมีการใช้อาหารเลี้ยงเชื้ออย่างหลากหลายและแตกต่าง
กัน (Katiyar et al., 2011)  

การปนเปื้อนแบคทีเรียหรือเชื้อรากลุ่ม saprophyte จากตัวอย่างสิ่งแวดล้อม กระบวนการ
เก็บเป็นอุปสรรคส้าคัญต่อการเพาะแยกเชื้อ C. neoformans บนอาหารเลี้ยงเชื้ออย่างมาก เนื่องจาก
แบคทีเรียมีอัตราการเจริญเติบโตช่วงระยะเวลาตั้งแต่ 24 ถึง 48 ชั่วโมง ขณะที่เชื้อ C. neoformans 
เจริญเติบโตในช่วงระยะเวลา 3 ถึง 7 วัน ท้าให้แบคทีเรียแย่งสารอาหารในอาหารเลี้ยงเชื้อ ส่งผลให้
เชื้อ C. neoformans เจริญได้ช้า รวมทั้ง เชื้อรากลุ่มย่อยสลาย (saprophyte) มีอัตราการเจิริญ
เติบโตที่เร็วกว่าและเป็นราสาย มีโคโลนีฟู่ กระจายปกคลุมโคโลนีของเชื้อ C. neoformans อย่าง
รวดเร็ว ดังนั้น การเติมยาปฏิชีวนะในอาหารเลี้ยงเชื้อ เพ่ือช่วยยับยั้งการเจริญเติบโตแบคทีเรีย ซึ่งยา
ปฏิชีวนะท่ีนิยม ได้แก่  

- กลุ่ม aminoglycosides เช่น เจนตามัยซิน สเตรปโตมัยซินซัลเฟต โดยจับจ้าเพาะกับ 30s 
subunit ของ ribosomal protein แล้วออกฤทธิ์ยับยั้งการสังเคราะห์โปรตีน ผลให้ยับยั้งการ
เจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียทั้งแกรมบวกและแกรมลบ (McDonnell and Russell, 1999) จาก
การศึกษาปริมาณยาที่เติมในอาหารเลี้ยงเชื้อ คือ ยาเจนตามัยซิน 0.025% w/v และ ยาสเตรปโตมัย
ซินซัลเฟต 0.002% w/v (Sriburee et al., 2004) 

- กลุ่ม chloramphenicol กลไกการออกฤทธิ์ยับยั้งการสร้างโปรตีนของเชื้อแบคทีเรียทั้งแก
รมบวกและลบ ซึ่งปริมาณยาที่เติมลงในอาหารเลี้ยงเชื้ออยู่ระหว่างความเข้มข้น 0.2 ถึง 0.04% w/v 
(Costa et al., 2010) 

- กลุ่ม penicillins กลไกการออกฤทธิ์ขัดขวางสร้างผนังเซลล์ ท้าให้ผนังเซลล์ถูกท้าลาย ออก
ฤทธิ์ฆ่าเชื้อแบคทีเรียแกรมบวกได้ดีกว่าแกรมลบ ซึ่งปริมาณยาที่เติมลงในอาหารเลี้ยงอยู่ระหว่าง
ความเข้มข้น 0.004% w/v (Sriburee et al., 2004) 
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- สารเคมี biphenyl คือ สารประกอบเคมีอินทรีย์ ไม่สามารถละลายในน้้า แต่ละลายดีในตัว
ท้าละลายที่เป็นสารอินทรีย์ เช่น แอลกอฮอล์ หรือ อีเทอร์ กลไกการออกฤทธิ์ยับยั้งการเจริญเติบโต
ของเชื้อรา ซึ่งปริมาณที่เติมในอาหารเลี้ยงเชื้อ คือ ระดับความเข้มข้น 0.1 กรัมต่อ 10 มิลลิลิตรของ  
เอทานอลความเข้มข้นร้อยละ 95 (Litvintseva et al., 2011)  

 

2.7.2 การวินิจฉัยแยกเชื้อ C. neoformans 

เชื้อ Cryptococcus spp. นั้น ประกอบด้วย 2 สปีชีส์หลักๆ คือ C. neoformans และ    
C. gattii (Chowdhary et al., 2012) ซึ่งกระบวนวิธีการระบุแยกเชื้อทั้ง 2 สปีชีส์ในห้องปฏิบัติการ
ทดลองทั่วไป จะทดสอบคุณลักษณะพ้ืนฐานของเชื้อ โดยดูลักษณะโคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อ และ
รูปร่างเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์จากการย้อมสีแกรมหรือสี indian ink ทดสอบคุณลักษณะทาง
ชีวเคมี (Schmeding et al., 1984) (ตารางที่ 1) ในปัจจุบันมีการพัฒนาชุดตรวจทดสอบแยกเชื้อ 
Cryptococcus spp. จากคุณสมบัติความแตกต่างของการใช้น้้าตาล ชื่อทางการค้า คือ API 20 AUX 
แต่อย่างไรก็ตาม พบว่า ชุดตรวจนี้ไม่สามารถระบุยืนยันเชื้อ C. neoformans และ C. gattii ได้ 
(McTaggart et al., 2011) ท้าให้มีการพัฒนาอาหารเลี้ยงเชื้อส้าหรับแยกสปีชีส์เชื้อ เพ่ือสะดวกและ
ให้ผลที่รวดเร็วในการวินิจฉัยในห้องปฏิบัติการ เช่น 

- อาหารเลี้ยงเชื้อ creatinine dextrose bromothymol blue (CDB) agar จากคุณสมบัติ
ของการใช้สารครีเอตินินที่เป็นแหล่งคาร์บอนของการเจริญเติบโต โดยเชื้อ C. gattii สามารถสร้าง
เอนไซม์ creatinine deiminase เปลี่ยนครีเอตินินเป็นแอมโมเนียกับmethylhydantion เกิดความ
เป็นเบสสูง ท้าให้อินดิเคเตอร์ bromothymol blue เปลี่ยนจาก pH 6.0 เป็น 7.6 ส่งผลให้อาหาร
เลี้ยงเชื้อเปลี่ยนสีจากเหลืองเป็นสีน้้าเงินหรือน้้าเงินเขียว ขณะที่ เชื้อ C. neoformans สามารถสร้าง
เอนไซม์ creatinine deiminase ปริมาณน้อยมากจึงท้าให้เกิดแอมโมเนียน้อย ท้าให้อาหารเลี้ยงเชื้อ
ไม่เปลี่ยนสี่ (Irokanulo et al., 1994)   

- อาหารเลี้ยงเชื้อ glycine-cycloheximide-phenol red (GCP) agar ถูกพัฒนาโดย 
Salkin และ Hurd จากการเติมยาปฏิชีวนะ cycloheximide ร่วมกับไกลซีน เพ่ือเป็นแหล่งคาร์บอน
ของการเจริญเติบโต อีกทั้งใส่ phenol red เป็นอินดิเคเตอร์ (Duston et al., 1981) และยา 
cycloheximide ปริมาณ 1.6 ไมโครกรัมต่อมิลลิกรัมในอาหารเลี้ยงเชื้อ ท้าให้เชื้อ C. neoformans 
ไม่เจริญเติบโต ขณะที่ เชื้อ C. gattii สามารถทนต่อยาปฏิชีวนะและใช้ไกลซีนเป็นแหล่งการ
เจริญเติบโต ส่งผลให้ความเป็นกรด-ด่างสูงขึ้นจาก 6.8 เป็น 8.2 ท้าให้อาหารเลี้ยงเชื้อสีเหลือง
กลายเป็นสีแดง (Salkin and Hurd, 1982)  

- อาหารเลี้ยงเชื้อ canavanine-glycine-bromothymol blue (CGB) agar พัฒนาจาก
อาหารเลี้ยงเชื้อ CDB กับ GCP ที่ให้ผลบวกปลอมและผลลบปลอม ด้วยการเติมไกลซีนที่ความเข้มข้น
ร้อยละ 1 แทนสารครีตินินและกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจน นอกจากนี้  เติมสาร           
L-canavanine ปริมาณ 30 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรส้าหรับแหล่งคาร์บอน และมี bromothymol 
blue เป็นอินดิเคเติอร์ มีค่าความเป็นกรด-ด่างเท่ากับ 5.6 พบว่า เชื้อ C. gattii ใช้ไกลซีนและสาร     
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L-canavanine เกิดความเป็นเบสสูง ท้าให้อาหารเลี้ยงเชื้อเปลี่ยนสีเหลืองเป็นสีน้้าเงิน ในระยะเวลา 
5 วัน ที่อุณหภูมิ 25 หรือ 30 องศาเซลเซียส  ในขณะที่ เชื้อ C. neoformans อาหารเลี้ยงเชื้อยังคง
เป็นสีเหลืองเหมือนเดิม นอกจากนี้ จากการศึกษาเปรียบเทียบประสิทธิภาพอาหารเลี้ยงเชื้อ CDB 
GCP และ CGB เพ่ือแยกเชื้อ C. gattii ภายในระยะเวลา 48 ชั่วโมง พบว่า อาหารเลี้ยงเชื้อ CGB มี
ความไวและความจ้าเพาะสูงกว่าอาหารเลี้ยงเชื้อ CDB กับ GCP (Kwon-Chung et al., 1982) 

ดังนั้น การแยกสายพันธุ์เชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อโดยทั่วไปในห้องปฏิบัติการ อาหารเลี้ยงเชื้อ 
CGB เป็นอาหารเลี้ยงเชื้อที่นิยมและให้ผลที่แน่นอน แต่มีข้อเสียระยะเวลาวินิจฉัยที่ช้า ดังนั้น จึงมีการ
พัฒนาวิธีระบุแยกสายพันธุ์เชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อ CGB ร่วมกับการตรวจด้วยวิธีอณูชีววิทยาคู่กันด้วย 
(Nakamura et al., 1998) เพ่ือลดการเกิดผลลบปลอมและให้ผลที่น่าเชื่อมากขึ้น ซึ่งจากการรายงาน
ใช้เทคนิค random amplified polymorphic DNA (RAPD) แยกเชื้อ C. neoformans และ C. 
gattii โดยออกแบบล้าดับเบสไพร์เมอร์ที่จ้าเพาะยีนเอนไซม์ aminotransferase บริเวณโคโมโซมที่ 3 
ของเชื้อ C. neoformans  และล้าดับเบสที่จ้าเพาะยีนเอนไซม์ polymerase บริเวณโคโมโซมที่ 2 
ของเชื้อ C. gattii (Nakamura et al., 1998) ต่อจากนั้น พัฒนาเทคนิคส้าหรับแยกสายพันธุ์เชื้อ
อย่างต่อเนื่อง จนกระทั่ง ปี 2008 มีการรายงานใช้เทคนิค multiplex PCR แยกระหว่างเชื้อ C. 
neoformans กับ C. gattii โดยออกแบบไพร์เมอร์ที่จ้าเพาะกับเชื้อ C. neoformans และ C. gattii 
พบว่า มีระดับความไวต่อดีเอ็นเออย่างน้อย 1.25 นาโนกรัม และมีความจ้าเพาะ 100 ซึ่งมีความ
ผิดพลาดน้อยกว่า CGB ที่มีความผิดพลาดถึงร้อยละ 4.58 (Leal et al., 2008) 
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ตารางท่ี 1 การทดสอบการใช้น้้าตาลของเชื้อ C. neoformans และ C. gattii 

น้ าตาล ผลทดสอบ น้ าตาล ผลทดสอบ 

Glucose + N-Acetyl-D-glucosamine v 

Galactose + Methanol - 

L-Sorbose - Ethanol w 

Sucrose + Glycerolo - 

Maltose + Erythritol - 

Cellobiose + Ribitol v 

Trehalose + Galactitol + 

Lactose - D-Mannitol + 

Melibiose - D-Glucitol + 

Melezitose + α-Methyl-d-glucoside + 

Inulin v Salicin + 

Soluble starch + D-Gluconate + 

D-Xylose + DL-Lactate - 

L-Arabinose + Succinate v 

D-Arabinose + Citrate v 

D-Ribose v Inositol + 

L-Rhamnose + Hexadecane - 

D-Glucosamine v Nitrate - 

Raffinose + Vitamin-free - 
หมายเหตุ  (+) หมายถึง positive  (-) หมายถึง negative (v) หมายถึง variety                            
(w) หมายถึง weak positive 
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2.7.3 การตรวจแยกซีโรไทป์ของเชื้อ C. neoformans 

เชื้อ C. neoformans ประกอบด้วย 3 ซีโรไทป์ คือ ซีโรไทป์ A (C. neoformans var. 
grubii)   ซีโรไทป์ D (C. neoformans var. neoformans) ซีโรไทป์ AD (Cryptococcus species 
complex) และ เชื้อ C. gattii ประกอบด้วย 2 ซีโรไทป์ คือ ซีโรไทป์ B กับ C ซ่ึงวิธีตรวจแยกซีโรไทป์
ของเชื้อ C. neoformans มีหลายวิธี เช่น ปฏิกิริยาการเกาะกลุ่ม (agglutination test)  ด้วยชุด
ตรวจ Crypto-check จากบริษัท Iatron ประเทศญี่ปุ่น ของคุณ Mitsubishi kagaku ที่คิดชุดตรวจนี้
ด้วยหลักการ ความแตกต่างการเกาะกลุ่มต่อแอนติบอดี (ซีรั่ม) ทั้งหมด 8 ชนิดที่แตกต่างกัน โดยเชื้อ 
C. neoformans ซีโรไทป์ A เกาะกลุ่มกับแอนติบอดี 1 และ 7 ซีโรไทป์ D เกาะกลุ่มกับแอนติบอดี 1 
และ 8 ซีโรไทป์ AD เกาะกลุ่มกับแอนติบอดี 1, 7 และ 8 เชื้อ C. gattii ซีโรไทป์ B เกาะกลุ่มกับ
แอนติบอดี 1 และ 5 ซีโรไทป์ C เกาะกลุ่มกับแอนติบอดี 1 และ 6 ข้อดีของชุดตรวจนี้มีความแม่นย้า
และความจ้าเพาะสูง ใช้ง่าย ให้ผลรวดเร็ว เหมาะกับตัวอย่างซีรั่ม น้้าไขสันหลัง แต่ข้อเสียของชุด
ตรวจนี้ให้ผลลบปลอมจากตัวอย่างที่เป็น non-capsulate หรอื non-typable จึงเป็นชุดตรวจที่นิยม
ใช้ห้องคลินิกหรือห้องปฏิบัติการอย่างแพร่หลาย จนกระทั่งปี 2004 ชุดตรวจ Crypto-check ได้หยุด
การผลิตอย่างไม่มีสาเหตุ เกิดผลให้มีการตรวจแยกซีไรไทป์ของเชื้อยากมากขึ้น (Ikeda et al., 1982) 
จึงเริ่มพัฒนาวิธีการตรวจทางด้านโมเลกุล เช่น เทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรสแทนการใช้ชุดตรวจ 
Crypto Check ด้วยการออกแบบ primer ที่จ้าเพาะต่อ virulence factors เช่น ยีน laccase 
(Enache-Angoulvant et al., 2007) ยีน capsule (Ito-kuwa et al., 2007)  
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2.8 พฤติกรรมนกพิราบ 

 นกพิราบหรือนกพิราบป่า (Rock pigeon หรือ Rock dove) ชื่อวิทยาศาสตร์ Columba 
livia อยู่ในวงศ์นกพิราบและนกเขา (Columbidae)  มีถิ่นก้าเนิดในทวีปยุโรป เอเซียตะวันตก และ
แอฟริกาเหนือ แพร่กระจายไปตามพ้ืนที่ต่างๆทั่วโลก ซึ่งนกพิราบป่ามีลักษณะคล้ายนก เขา แต่มี
รูปร่างโตกว่านกเขา มีรูปแบบของขนและสีของล้าตัวมีความแตกต่างกันในแต่ละทวีป ลักษณะรูปร่าง
ทั่วไป ล้าตัวมีขนสีเทาอมฟ้า ปีกแต่ละข้างมีแถบสีด้าสองแถบแทรก ขาและเล็บสีแดง เพศผู้มีรูปร่าง
ขนาดใหญ่ ตัวสูง มีหัวกะโหลกขนาดใหญ่กว่าตัวเมีย นิสัยก้าวร้าว ทะเลาะกับตัวผู้ในฝูง แต่ไม่รังแกตัว
เมีย ตัวเมียเมื่อยืนอยู่บนพื้นราบเรียบจะเห็นสันกระดูกตรงยาวกว่าตัวผู้ รักความสงบ มีถิ่นอาศัยตาม
ผาหินหรือโขดหินชายฝั่ง สร้างรังบนพ้ืนแข็งตามช่อง ไม่ชอบสร้างรังบนต้นไม้ จับคู่ผสมพันธุ์เมื่ออายุ
ประมาณ 6-8 เดือน ขึ้นอยู่กับสภาพแวดล้อมและความสมบูรณ์นกพิราบ สามารถออกลูกได้ตลอดปี
ครั้งละ 2-3 ตัว และช่วยกันดูแลลูก นกพิราบเป็นนกที่มีคู่ครองตัวเดียวจะไม่แยกจากกันแม้ว่าคู่จะ
ตายไป  อาหารของนกพิราบ คือ เมล็ดพันธุ์ชนิดต่างๆ เช่น ข้าวเปลือก ถั่ว เมล็ดทานตะวัน เปลือก
หอยป่น นอกจากนี้ นกพิราบจะกินกรวดหรือเศษหินและอิฐเข้าไปเพ่ือไปช่วยการย่อยอาหาร 
นกพิราบสามารถบินออกหาอาหารได้ระยะทางไกลระยะประมาณ 100 ถึง 1000 กิโลเมตรต่อวัน 
ความเร็ว 80 ถึง 94.5 กิโลเมตรต่อชั่วโมง โดยการบินของนกพิราบจะไม่ใช้แรงลมแต่ใช้หัวและหาง
บังคับทิศทาง นอกจากนี้ ยังใช้ต้าแหน่งอาทิตย์ แสงอาทิตย์ รวมทั้งต้าแหน่งของดวงจันทร์ จดจ้า
ทิศทางและก้าหนดทิศทาง จึงเปรียบเสมือนภายในตัวมีนาฬิกาเปรียบเทียบต้าแหน่งของดวงอาทิตย์
ค่อยบอกมุมของอาทิตย์ อีกทั้ง นกพิราบมีสายตาที่ดี มองเห็นภาพในมุมมองกว้าง 340 องศา ไกลถึง 
50 กิโลเมตร ประมวลข้อมูลภาพเร็วกว่ามนุษย์ 3 เท่า (Walcott, 1996)  

 ความสัมพันธ์ระหว่างนกพิราบกับมนุษย์นับตั้งแต่อดีตจนถึงปัจจุบัน นกพิราบถูกน้ามาเลี้ยง 
เพ่ือความสวยงาม เพ่ือน้ามาเป็นอาหารและเครื่องมือใช้ส่งสารไปยังสถานที่ไกลๆ ซึ่งปัจจุบันพบว่า
นกพิราบมีประชากรในเขตเมืองเพ่ิมมากขึ้น เนื่องมาจากอาหารและสิ่งแวดล้อมบริเวณที่อยู่อาศัยถูก
จ้ากัด จึงบินออกหาอาหารในเขตเมืองที่มีแหล่งอาหาร ซึ่งอาหารที่นกพิราบหาในเขตเมือง เป็น
จ้าพวกเศษขนมปัง อาหารปลาเม็ด อาหารเหล่านี้จะกระตุ้นการขยายพันธุ์ของนกพิราบท้าให้มี
จ้านวนประชากรเพ่ิมมากขึ้น และนอกจากนี้ พบว่าเมื่อนกพิราบบินมายังในเขตเมืองจะไม่ค่อยบิน
กลับไปยังรังเดิมที่อาศัย ซึ่งท้าการสร้างรังบริเวณตามอาคารสูง ซอกแคบๆที่จ้าลองคล้ายหน้าผา
เหมือนรังเดิม (Okabayashi et al.,2006) 
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2.9 แนวทางลดการปนเปื้อนของเชื้อ C. neoformans ในสิ่งแวดล้อม 

จากการศึกษาเชื้อ C. neoformans สามารถท้าลายด้วยน้้ายาฆ่าเชื้อ ดังต่อไปนี้ เอทานอล
ความเข้มข้นร้อยละ 70 น้้ายาฆ่าเชื้อกลุ่ม chlorhexidine ความเข้มข้นร้อยละ 0.5 กลุ่มโซเดียมไฮ
โป-คลอไรท์ความเข้มข้นร้อยละ 1.2 กลุ่มฟีนอลิก กลุ่มกลูตาราลดีไฮด์ กลุ่มฟอร์มาลดีไฮด์ (The 
Centre for Food Security and Public Health (CFSPH), 2013)  กลุ่มออกซิไดซ์หรือสารกลุ่ม
เปอร์ออกซิเจน และกลุ่มควอเทอนารีแอมโนเนียม โดยการออกฤทธิ์ของน้้ายาฆ่าเชื้อแต่ละชนิดมี
กลไกท่ีแตกต่างกัน กล่าวคือ น้้ายาฆ่าเชื้อกลุ่มควอเทอนารีแอมโมเนีย และ กลุ่มโซเดียมไฮโปคลอไรต์ 
ออกฤทธิ์บริเวณผนังเยื่อหุ้มเซลล์ โดยท้าปฏิกิริยากับไขมันและโปรตีนที่เป็นโครงสร้างของผนังเยื่อหุ้ม
เซลล์ ท้าให้ผนังเยื่อหุ้มเซลล์ถูกท้าลาย (ตารางที่ 2) ส่วนน้้ายาฆ่าเชื้อกลุ่มโพแทสเซียม โมโนเปอร์
ซัลเฟต ท้าหน้าที่ออกซิไดซ์ ท้าลายหมู่ไธออลของโปรตีนและเอนไซม์ของเชื้อ (McDonnell and 
Russell, 1999) ท้าให้เชื้อถูกท้าลาย ซึ่งจากการศึกษาพบว่าน้้ายาฆ่าเชื้อแต่ละชนิดมีประสิทธิภาพ
ท้าลายเชื้อ C. neoformans หรือยีสต์ที่แตกต่างกันในระดับความเข้มข้นและระยะเวลาที่สัมผัส 
อย่างไรก็ตาม เชื้อมีกลไกป้องกันและทนทานต่อน้้ายาฆ่าเชื้อ ด้วยการมีผนังแคปซูลที่หนา สร้าง        
เมลานินหรือไปโอฟิล์มเพ่ือป้องกันเซลล์ถูกท้าลาย ท้าให้น้้ายาฆ่าเชื้อไม่สามารถซึมหรือแทรกเข้าไป
ภายในเซลล์ของเชื้อได้ นอกจากนี้ ปัจจัยด้านอุณหภูมิ ความเป็นกรดด่างของน้้า ระยะเวลาที่สัมผัส 
ระดับความเข้มข้นที่เหมาะสม และสารอินทรีย์ที่ปนปื้อนมีผลกระทบต่อการออกฤทธิ์น้้ายาฆ่าเชื้อได้ 
จากการศึกษา การเพ่ิมความเป็นกรดด่างช่วยเพ่ิมการออกฤทธิ์ของน้้ายาฆ่าเชื้อกลุ่มควอเทอนารี
แอมโมเนียและน้้ายาฆ่าเชื้อกลุ่มกลูตาราลดีไฮด์ได้ดีมากขึ้นแต่ท้าให้การออกฤทธิ์ของน้้ายาฆ่าเชื้อ
กลุ่มฟีนอลและน้้ายาฆ่าเชื้อกลุ่มไฮโปคลอไรด์ต่้าลง นอกจากนี้ การปนเปื้อนสารอินทรีย์ เช่น สิ่ง
ขับถ่าย ดิน เลือด มีผลท้าให้ประสิทธิภาพน้้ายาฆ่าเชื้อท้าลายเชื้อลดลง (Russell, 2004) ในปัจจุบัน 
การรายงานแนวทางลดการปนเปื้อนของเชื้อ C. neoformans ทั้งในสิ่งแวดล้อมและโรงพยาบาลมี
ข้อมูลค้าแนะน้าการใช้น้้ายาฆ่าเชื้อท้าลายต่อเชื้อ C. neoformans ที่จ้ากัด ดังนั้น การพัฒนา
ประสิทธิภาพน้้ายาฆ่าเชื้อเพ่ือเป็นแนวทางลดการปนเปื้อนในสิ่งแวดล้อมและโรงพยาบาล โดยให้
น้้ายาฆ่าเชื้อสามารถดูดซึมแทรกเข้าไปบริเวณผนังและเยื่อหุ้มเซลล์ เพ่ือให้ผนังและเยื่อหุ้มถูกท้าลาย 
อีกทั้ง ต้องค้านึงถึงระดับความเข้มข้นและระยะเวลาฆ่าเชื้อ C. neoformans ที่เหมาะสม เพ่ือความ
ปลอดภัยต่อสิ่งแวดล้อม ผู้น้าไปใช้และความสะดวกต่อการใช้งาน 

ตารางท่ี 2 ระดับความเข้มข้นและระยะเวลาของน้้ายาฆ่าเชื้อท้าลายเชื้อยีสต์ 

น้ ายาฆ่าเชื้อ ระดับความเข้มข้น ระยะเวลา เชื้อเป้าหมาย เอกสารอ้างอิง 

Quaternary  

ammonium 
compounds 

1% - 2% 10 นาที C. neoformans (Kruse et al., 1963) 

Sodium 
hypochlorite 

0.33% 15 นาที C. neoformans (Dvork, 2008) 
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บทที่ 3 
วิธีการทดลองหรือระเบียบวิธีวิจัย 

 

3.1 การเก็บตัวอย่างและเพาะแยกเชื้อ C. neoformans  

3.1.1 การเก็บตัวอย่างจากสิ่งขับถ่ายนกพิราบในเขตกรุงเทพมหานคร 

เก็บตัวอย่างสิ่งขับถ่ายนกพิราบจ้านวนทั้งหมด 164 ตัวอย่าง ใน 11 เขตกรุงเทพมหานคร 
ได้แก่ เขตพระนคร เขตดุสิต เขตปทุมวัน เขตมีนบุรี เขตสัมพันธวงศ์ เขตจตุจักร เขตคลองเตย เขต
ลาดพร้าว เขตหลักสี่ เขตดินแดง และเขตหนองแขม (ตารางที่ 3) ช่วงระยะเวลา ปี พ.ศ. 2555 ถึง 
2557 โดยแต่ละพ้ืนที่เก็บตัวอย่างสิ่งขับถ่ายนกพิราบแบบเปียกและแบบแห้ง ดังนี้ บริเวณ
สวนสาธารณะ  5 สถานที่ๆละ 2-3 ตัวอย่าง วัด  5 สถานที่ๆละ 2-3 ตัวอย่าง อาคารเรียนและอาคาร
พาณิชย์ตามแหล่งชุมชน  5 สถานที่ๆละ 2-3 ตัวอย่าง วิธีการเก็บตัวอย่างสิ่งขับถ่ายนกพิราบ แต่ละ
พ้ืนที่สุ่มเก็บตัวอย่างบริเวณที่มีสิ่งขับถ่ายนกพิราบหนาแน่น ปริมาณ 1-2 กรัมต่อพ้ืนที่ 1×1 ตาราง
เมตร โดยใช้ช้อนพลาสติกปลอดเชื้อ ตักตัวอย่างสิ่งขับถ่ายนกพิราบแบบเปียกหรือแบบแห้งใส่ภาชนะ
ปลอดเชื้อ และเก็บตัวอย่างที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ต่อจากนั้นท้าการเพาะเชื้อภายใน 24 ชั่วโมง 
(Mseddi et al., 2011) จดบันทึก ลักษณะสิ่งขับถ่ายนกพิราบแบบเปียกที่ซึ่งมีลักษณะเป็นก้อน เห็น
วาวหรือน้้าเคลือบสิ่งขับถ่าย และมีสีขาวหรือยูริกปนเปื้อนหรือแบบแห้งที่ซึ่งลักษณะเป็นผง ไม่
องค์ประกอบของน้้า (ภาพที่1) การสัมผัสแสงแดด (ภาพที่2)  บริเวณและลักษณะทางกายภาพของ
สถานทีเ่ก็บตัวอย่าง (ภาพที่3)    
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ตารางท่ี 3 สถานที่เก็บตัวอย่างสิ่งขับถ่ายมูลนกพิราบใน 11 เขตกรุงเทพมหานคร 

เขต สถานที ่ จ านวนตัวอย่าง 

พระนคร  19 

 วัดโพธิ์ 5 

 พระราชอุทยานสราญรมย์ 5 

 สนามหลวง 5 

 วัดสุทัศน์ 4 

ดุสิต  14 

 วัดเทวราชกุญชรวรวิหาร 5 

 วัดระฆังโฆสิตารามวรวิหาร 4 

 ประดิพันธ์ ซอย 25 5 

หลักสี่  13 

 วัดหลักสี่ 5 

 วัดดอนเมือง 5 

 วัดพระศรีมหาธาตุ 4 

มีนบุรี  12 

 สวนหลวงร.9 5 

 หมู่บ้ายวัชรพล 3 

 วัดศรีกุเรชา 4 

สัมพันธวงศ์  15 

 วัดชัยชนะสงคราม 5 

 วัดพุทธสยาม 5 

 ถนนเยาวราช 5 

หนองแขม  16 

 วัดม่วง 5 

 วัดอุดมรังสี 6 

 วัดราษฏร์บ้ารุง 5 
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ตารางท่ี 3 สถานที่เก็บตัวอย่างสิ่งขับถ่ายมูลนกพิราบใน 11 เขตกรุงเทพมหานคร (ต่อ) 

เขต สถานที ่ จ านวนตัวอย่าง 

ราชเทวี  15 

 อนุสาวรีย์ชัยสมรภูมิ 5 

 สวนสันติภาพ 5 

 ใต้ทางด่วนด่านอนุสาวรีย์ 5 

จตุจักร  21 

 วัดเสมียนนารี 5 

 สวนสมเด็จพระนางเจ้าสิริกิติ์ 5 

 สวนจตุจักร 6 

 วัดเทวสุนทร 5 

คลองเตย  15 

 คลองเตยนอก 5 

 คลองเตยใน 5 

 อุทยานเบญจสิริ 5 

ลาดพร้าว  16 

 วัดใหม่เสนานิคม 5 

 วัดลาดปลาเค้า 6 

 วัดลาดพร้าว 5 

ปทุมวัน  9 

 สวนลุมพินี 4 

รวม 

จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

 

5 

164 
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ภาพที่ 1 ลักษณะความชื้นของสิ่งขับถ่ายนกพิราบแบบแห้ง (รูปซ้าย) และแบบเปียก (รูปขวา) 

 
ภาพที่ 2 รูปแบบการสัมผัสแสงแดดของสิ่งขับถ่ายมูลนกพิราบใต้สิ่งก้าบัง (รูปซ้าย) และแสงแดด (รูป
ขวา)      

 

ภาพที่ 3 ลักษณะพ้ืนที่เก็บตัวอย่างสิ่งขับถ่ายมูลนกพิราบสัมผัสคอนกรีตหรือปูน (รูปซ้าย) และพ้ืน
หญ้าหรือดิน (รูปขวา)                                                         
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3.1.2 การเพาะแยกเชื้อจากสิ่งขับถ่ายนกพิราบ 

น้าตัวอย่างสิ่งขับถ่ายนกพิราบ 1 กรัม ใส่ในหลอดพลาสติกขนาด 15 มิลลิลิตร เติม
สารละลาย peptone saline diluents (PSD) ปริมาตร 9 มิลลิลิตร ที่ผสมยาปฏิชีวนะคลอแรมเฟนิ-
คอล 0.04% w/v (Sigma-Aldrich, USA) สเตรปโตมัยซินซัลเฟต 0.02% w/v (Sigma-Aldrich, 
USA) และสารเคมีไบฟีนิล 0.01% w/v (Alfa Aesar, UK) (Jang et al., 2011) ผสมตัวอย่างและ
สารละลาย PDS ให้เข้ากันด้วยเครื่องเขย่ากวนสารละลายอัตราเร็ว 2500 รอบต่อนาที เวลา 5 นาที 
น้าตัวอย่างเพาะในตู้บ่มเชื้อแบบเขย่าที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 24 ชั่วโมง ต่อจากนั้น
น้าตัวอย่างตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง ระยะเวลา 15 นาที เพ่ือให้เกิดการตกตะกอนแยกชั้นและให้สปอร์
ของเชื้อ C. neoformans ลอยอยู่บริเวณชั้นสารละลายใส ท้าการเจือจางตัวอย่างสิ่งขับถ่ายมูล
นกพิราบตั้งแต่ระดับความเข้มข้น100 ถึง10-5 (Sriburee et al., 2004) และเพาะเชื้อแบบวิธี spread 
plate บนอาหารเลี้ยงเชื้อ Sabouraud dextrose agar (SDA) และ อาหารเลี้ยงเชื้อ caffeic acid 
agar (CA) ที่ผสมคลอแรมเฟนิคอล 0.04% w/v (Sigma-Aldrich, USA) สเตรปโตมัยซินซัลเฟต 
0.02% w/v (Sigma-Aldrich, USA) และไบฟีนิล 0.01% w/v (Alfa Aesar, UK) ท้าตัวอย่างละ 2 
ซ้้า (Hedayati et al., 2011)  ต่อจากนั้น น้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 4-7 วัน 
สังเกตการเจริญเติบโตบนอาหารเลี้ยงเชื้อ ซึ่งโคโลนีของเชื้อ C. neoformans บนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
SDA มีขนาดประมาณ 2-3 มิลลิเมตร รูปร่างกลม นูน ขอบเรียบ ผิวหน้ามันวาว สีขาวครีมจนถึงสี
เหลืองออกน้้าตาล โคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อ CA ลักษณะโคโลนีรูปร่างกลม นูน ขอบเรียบ สีน้้าตาล
มันวาว จากนั้น ท้าการคัดเลือกเชื้อจากอาหารเลี้ยงเชื้อ SDA และ CA อย่างน้อยตัวอย่างละ 2-3 
โคโลนี และเพาะบนอาหารเลี้ยงเชื้อ SDA บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เพ่ือให้ได้โคโลนีบริสุทธิ์ใน
การใช้ทดสอบระบุแยกคุณลักษณะของเชื้อ C. neoformans (Cafarchia et al., 2006) 
 

3.1.3 การตรวจนับจ านวนโคโลนีของเชื้อ C. neoformans  

วิธีการนับจ้านวนโคโลนี โดยนับจ้านวนโคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อ CA ที่มีจ้านวนโคโลนีอยู่
ระหว่าง 20-200 โคโลนี ต่อจากนั้นหาค่าเฉลี่ยของจ้านวนโคโลนีตามสูตร และรายงานผลการตรวจ
นับเป็นหน่วยโคโลนีต่อกรัมของตัวอย่าง (CFU/g) ISO 7218:1996  

 

           
  

(          ) 
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เมื่อ  V1 = ปริมาตรของสารละลายที่ใช้ในการเพาะเชื้อ 

   = ผลรวมของโคโลนีที่นับได้ทั้งหมดจากจานเพาะเชื้อที่นับได้ในช่วง 20-200 โคโลนี 

 n1= จ านวนจานเพาะเชื้อที่นับได้ในช่วง 20-200 โคโลนีที่ระดับความเข้มแรก 

 n2 = จ านวนจานเพาะเชื้อที่นับได้ในช่วง 20-200 โคโลนีที่ระดับความเข้มข้นที่สอง 

 d = ระดับความเข้มข้นแรกที่สามารถนับได้ในช่วง 20-200 โคโลนี 

 

3.2 การศึกษาคุณลักษณะของเชื้อ C. neoformans 

การวินิจฉัยแยกเชื้อ C. neoformans เริ่มจากการทดสอบคุณสมบัติขั้นปฐมภูมิ ด้วยการ
ย้อมสีแกรมสังเกตลักษณะจุลสัณฐานวิทยาภายใต้กล้องจุลทรรศน์ ซึ่งผนังเซลล์ของเชื้อติดสีม่วง 
รูปร่างกลม และย้อมสีหมึกสีอินเดีย (indian ink)  เพ่ือดูแคปซูลของเชื้อที่มีลักษณะใสรอบเซลล์ 
ต่อจากนั้น ท้าการทดสอบคุณสมบัติขั้นทุติยภูมิจากคุณสมบัติทางชีวเคมี คือ การผลิตเอนไซม์ยูรีเอส 
และการใช้น้้าตาล 6 ชนิด (sugar assimilation) ได้แก่ ซูโครส ทรีฮาโลส แลคโตส มอลโตส กาแลค
โตส และ เด๊กซ์โตส อ่านผลโดยเปรียบเทียบเป็นเชื้ออ้างอิง C. neoformans, CN 175 (Cafarchia 
et al., 2006) 

 

3.2.1 การตรวจยนืยันเชื้อ C. neoformans ด้วยวิธีปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส ชนิด multiplex 
PCR  

เตรียมเชื้อส าหรับสกัดดีเอ็นเอ 

น้าเชื้อ 2-3 โคโลนีเพาะในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว yeast extracts peptone dextrose 
broth (YPDB) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร บ่มในตู้บ่มเชื้อแบบเขย่าที่อุณหภูมิ 30-32 องศาเซลเซียส 
ความเร็วรอบ 170 รอบต่อนาที ระยะเวลา 24 ชั่วโมง ต่อจากนั้น ตกตะกอนด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยงชนิด
ควบคุมอุณหภูมิที่ 4 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 2600 รอบต่อนาที ระยะเวลา 5 นาที เก็บตะกอน
เซลล์ใส่หลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร จากนั้น ล้างเซลล์ให้สะอาดด้วยสารละลาย phosphate 
buffer saline (PBS) ปริมาตร 1000 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากับเซลล์ ปั่นเหวี่ยงความเร็ว 13,000 
รอบต่อนาท ีเวลา 3 นาที เทสารละลายส่วนบน ท้าซ้้า 3 ครั้ง  
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วิธีการสกัดดีเอ็นเอ 

สกัดดีเอ็นเอด้วยชุดสกัด Wizard® Genomic DNA purification kit (Promega, USA) มี
ขั้นตอนดังนี้ ท้าลายผนังเซลล์ให้แตก โดยการน้าเซลล์ผสมกับเม็ดบีท (Sigma, USA) ขนาด 425 ถึง 
600 ไมโครเมตร อัตรา 1 ต่อ 1 เติมสารละลาย cell lysis ปริมาตร 300 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน 
น้าไปแช่ที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เวลา 15 นาที และเขย่าแนวตั้ง เวลา 45 นาที ท้าซ้้าจ้านวน 3 
รอบ (Yamada et al., 2002) ตรวจสอบเซลล์แตกโดยการย้อมสีแกรม ต่อจากนั้น ท้าลายเยื่อหุ้ม
นิวเคลียสด้วยสารละลาย nuclei lysis และตกตะกอนโปรตีนด้วยเอทานอลความเข้มข้นร้อย-ละ 70 
ซึ่งวิธีขั้นตอนท้าตามในคู่มือของชุดสกัด ตรวจสอบคุณภาพดีเอ็นเอด้วยการวิธี agarose gel 
electrophoresis และปริมาณดีเอ็นเอด้วยเครื่องวัดปริมาณสารพันธุกรรม (Nanodrop, Thermo 
scientific, USA) เก็บรักษาดีเอ็นเอท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  

 

วิธีปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส ชนิด multiplex PCR 

น้าไพรเมอร์ที่จ้าเพาะต่อ C.  neoformans และ C. gattii (Mseddi et al., 2011; Chae et 
al., 2012) (ตารางที่ 4) ผสมส่วนประกอบของ PCR ปริมาตร 25 ไมโครลิตร ดังนี้ GoTag Green 
Master Mix, 2X (Promega, Medisom, WI, USA) ปริมาตร 12.5 ไมโครลิตร ดีเอ็นเอต้นแบบความ
เข้มข้น 10-20 นาโนกรัม Nuclease-free water ปริมาตร 7.5 ไมโครลิตร และดีเอ็นเอตัวอย่าง 
ปริมาณ 1 ไมโครลิตร ต่อจากนั้น เพ่ิมสารพันธุกรรมในเครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม (Bio-rad, 
USA) มีวงจรอุณหภูมิ (thermal cycle) ดังนี้ initial denaturation อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 8 
นาที denaturation อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 1 นาที annealing อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส 1 
นาที extension อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 2 นาที จ้านวน 35 รอบ และ final extension 
อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 8 นาที (Aoki et al., 1999; Leal et al., 2008; Mseddi et al., 2011) 
แสดงผลผลิตจากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสด้วยวิธี agarose gel electrophoresis  ใช้ความเข้มข้น
วุ้นอะกาโรส ร้อยละ 1 ปริมาณกระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ ระยะเวลา 20 นาที จากนั้นอ่านผลจากแถบ
การเคลื่อนที่ของดีเอ็นเอด้วยแสงยูวีจากเครื่อง gel documentation (Bio-rad, USA.) เปรียบเทียบ
กับเชื้ออ้างอิง C. neoformans var. grubii, WM148, serotype A, C. neoformans var. 
grubii/var. neoformans, WM628, serotype AD และ C. neoformans var. neoformans, 
WM629, serotype D hybrid,  
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ตารางท่ี 4 รายละเอียดข้อมูลจ้าเพาะของไพรเมอร์ส้าหรับใช้แยกชนิดเชื้อ C. neoformans 

เชื้อ  ชื่อ             
ไพรเมอร์ 

ล าดับเบส ขนาด
ผลิตภัณฑ์(bp) 

C. neoformans  CNa-70S  

CNa-70A 

5’- ATTGCGTCCACCAAGGAGCTC -3’ 695  

 5’- ATTGCGTCCATGTTACGTGGC -3’ 

C. gattii  CNb-49S 
CNb-49A 

5’- ATTGCGTCCAAGGTGTTGTTG -3’ 448  

 5’- ATTGCGTCCATCCAACCGTTATC -3, 

 

3.2.2 การจ าแนกซีโรไทป์เชือ้ด้วยวิธีปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสชนิด multiplex PCR  

ใช้ไพรเมอร์จ้าเพาะต่อล้าดับเบสบริเวณยีน laccase ของเชื้อ Cryptococcus spp.  
(ตารางที่ 5) ผสมส่วนประกอบของสารละลาย PCR ปริมาตร 30 ไมโครลิตร ดังนี้ GoTag Green 
Master Mix, 2X (Promega, Medisom, WI, USA) 15 ไมโครลิตร ดีเอ็นเอต้นแบบความเข้มข้น 5 
ไมโครกรัม Nuclease-free water ปริมาตร 10 ไมโครลิตร และดีเอ็นเอตัวอย่าง ปริมาณ 1 
ไมโครลิตร ต่อจากนั้น เพิ่มสารพันธุกรรมในเครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม (Bio-rad, USA) มีวงจร
อุณหภูมิ (thermal cycle) ดังนี้ initial denaturation อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 3 นาที 
denaturation อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 30 วินาที annealing อุณหภูมิ 47 องศาเซลเซียส 60 
วินาที extension อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 1.5 นาที จ้านวน 40 รอบ และ final extension 
อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 7 นาที (Ito-Kuwa et al., 2007) จากนั้น น้าผลผลิตจากปฏิกิริยาลูกโซ่
พอลิเมอเรสมาวิเคราะห์ขนาดดีเอ็นเอด้วยวิธี agarose gel electrophoresis  ความเข้มข้นวุ้นอะกา
โรสร้อยละ 2 ปริมาณกระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ ระยะเวลา 30 นาท ีอ่านผลจากแถบการเคลื่อนที่ของดี
เอ็นเอด้วยแสงยูวีจากเครื่อง gel documentation (Bio-rad, USA)  เปรียบเทียบกับเชื้ออ้างอิง C. 
neoformans var. grubii, WM148, serotype A, C. neoformans var. grubii/var. 
neoformans hybrid, WM628, serotype AD และ C. neoformans var. neoformans, 
WM629, serotype D  
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ตารางท่ี 5 รายละเอียดข้อมูลจ้าเพาะของไพรเมอร์ส้าหรับแยกซีโรไทป์เชื้อ C. neoformans 

ซีโรไทป์ ชื่อ         
ไพรเมอร์ 

ล าดับเบส ขนาดผลิตภัณฑ์ 
(bp) 

Serotype A LAC1_1 

LAC1_4 

LAC1_2 

LAC1_4 

LAC1_1 

LAC1_2 

 

5’-GGAACAGCAACCACACTACTG-3’ 

5’-GTTGTGGAAGGCAAAGAAAC-3’ 

5’-CATATTGGGTGGCATCTTACTGAGGGA-3’ 

5’-GTTGTGGAAGGCAAAGAAAC-3’ 

5’-GGAACAGCAACCACACTACTG-3’ 

5’-CATATTGGGTGGCATCTTACTGAGGGA-3’ 

880 

 

760 

 

280 

Serotype D   LAC1_1 

LAC1_3 

LAC1_2 

LAC1_4 

 

5’-GGAACAGCAACCACACTACTG-3’ 

5’-CCAGGGAACATGTTGTTGAC-3’ 

5’-CATATTGGGTGGCATCTTACTGAGGGA-3’ 

5’-GTTGTGGAAGGCAAAGAAAC-3’ 

1000 

 

760 

Serotype B  LAC1_1 

LAC1_3 

 

5’-GGAACAGCAACCACACTACTG-3’ 

5’-CCAGGGAACATGTTGTTGAC-3’ 

1000 

 

Serotype C LAC1_2 

LAC1_4 

5’-CATATTGGGTGGCATCTTACTGAGGGA-3’ 

5’-GTTGTGGAAGGCAAAGAAAC-3’ 

480 
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3.3 การทดสอบประสิทธิภาพน้ ายาฆ่าเชื้อต่อการฆ่าเชื้อ C. neoformans 

น้้ายาฆ่าเชื้อที่ใช้ ได้แก่ กลุ่มโพแทสเซียม โมโนเปอร์ซัลเฟต (ผลิตภัณฑ์ A) กลุ่มโซเดียมไฮโป
คลอไรด์ (ผลิตภัณฑ์ B) และ กลุ่มควอเทอนารีแอมโนเนียม (ผลิตภัณฑ์ C) ท้าการทดสอบกับเชื้อ      
C. neoformans บริสุทธิ์และเชื้อที่ปนเปื้อนในสิ่งขับถ่ายด้วยวิธี dilution-neutralization method 
(EN 1656:2000) 

 

3.3.1 เชื้อส าหรับทดสอบ 

- เชื้ออ้างอิง C. neoformans  

C. neoformans var. grubii, WM148, serotype A (Wieland Meyer, Australia) 

- ตัวอย่างเชื้อ C. neoformans ดังนี้ 

ตัวอย่างที่ใช้ทดสอบประสิทธิภาพน้้ายาเชื้อจ้านวนทั้งหมด 8 ตัวอย่าง ได้แก่ สิ่งขับถ่ายนกพิราบของ
แต่ละพ้ืนที่จ้านวน 5 ตัวอย่าง คือ CN_P/LP1.11/12 CN_P/LP2.11/12 CN_P/KT1.01/12 
CN_P/NK1.11/12 และ CN_P/NK2.11/12  เปรียบกับเชื้อ C. neoformans, serotype A จากสาร
คัดหลั่งจากโพรงจมูกแมว โรค cryptococcosis จ้านวน 1 ตัวอย่าง เชื้อจากสิ่งขับถ่ายนกเลี้ยงวงศ์ 
Psittacidae จ้านวน 1 ตัวอย่าง และเชื้อจากผู้ป่วยโรค systemic  cryptococcosis จ้านวน 1 
ตัวอย่าง 

 

3.3.2 วิธีการยืนยันเชื้อและคุณสมบัติของเชื้อที่น ามาทดสอบประสิทธิภาพน้ ายาฆ่าเชื้อ 

น้าเชื้อจากตัวอย่างท้ังหมด 8 ตัวอย่างจากการคัดเลือกเพ่ือทดสอบประสิทธิภาพน้้ายาฆ่าเชื้อ 
น้ามาทดสอบยืนยันเชื้อ C. neoformans, serotype A ด้วยวิธี multiplex PCR (Ito-Kuwa et al., 
2007) และศึกษาคุณสมบัติของเชื้อ ด้วยการทดสอบทางชีวเคมี (Cafarchia et al., 2006) รวมทั้ง 
วัดขนาดแคปซูลของเชื้อ   
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3.3.3 วิธีเตรียมเชื้อ 

เพาะเชื้อ C. neoformans บนอาหารเลี้ยงเชื้อ SDA บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 2 วัน เตรียม stock culture suspension โดยน้าเชื้อ C. neoformans ประมาณ 2-3 โคโลนี 
ผสมลงในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว Sabouraud dextrose broth (SDB) ปริมาตร 3-5 มิลลิลิตร 
บ่มในตู้บ่มเชื้อแบบเขย่า ที่อุณหภูมิ 30-32 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 48 ชั่วโมง ปรับจ้านวนเซลล์
ของเชื้อ C. neoformans ปริมาณ 1×106 ถึง 5×106   เซลล์ต่อมิลลิลิตร ด้วยการวัดความยาวคลื่นที่ 
530 นาโนเมตร ค่าดูดกลืนแสง 0.1 (Chong et al., 2010) และยืนยันด้วยวิธีนับจ้านวนเชื้อที่ทดสอบ 
โดยเจือจางด้วยสารละลาย PBS  ที่ระดับความเข้มข้น 10-3 ถึง  10-5 และเพาะบนอาหารเลี้ยงเชื้อ CA 
ด้วยวิธี spread plate ท้าซ้้า 2 ครั้ง จากนั้น น้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 3 วัน 
บันทึกผลจ้านวนโคโลนีเชื้อทั้งหมดบนอาหารเลี้ยงเชื้อตามมาตรฐาน ISO 7218:1996  

 

3.3.4 วิธีเตรียมน้ ายาฆ่าเชื้อ 

เตรียมความเข้มข้นน้้ายาฆ่าเชื้อ กลุ่มควอเทอนารีแอมโนเนียม (ผลิตภัณฑ์ A) กลุ่มโซเดียมไฮ
โปคลอไรด์ (ผลิตภัณฑ์ B) และ กลุ่มโพแทสเซียม โมโนเปอร์ซัลเฟต (ผลิตภัณฑ์ C) เจือจางน้้ายาฆ่า
เชื้อด้วยน้้าปราศจากไอออน (deionized water) ซ่ึงความเข้มข้นของน้้ายาฆ่าส้าหรับการทดสอบ คือ
ร้อยละ 1:50  1:100  1:200 และ 1:300 โดยอ้างตามค้าแนะน้าจากค้าแนะน้าการใช้จากบริษัท 
(Krusel et al., 1963; Dvork, 2008; Kramontong et al., 2010) 

 

3.3.5 วิธีทดสอบประสิทธิภาพน้ ายาฆ่าเชื้อ 

การทดสอบประสิทธิภาพของน้้ายาฆ่าเชื้อ แบ่งออกเป็น 2 กลุ่มการทดลอง คือ กลุ่มที่ 1 
ทดสอบน้้ายาฆ่าเชื้อต่อเชื้อ C. neoformans บริสุทธิ์ และกลุ่มที่ 2 ทดสอบน้้ายาฆ่าเชื้อต่อเชื้อ       
C. neoformans ปนเปื้อนสิ่งขับถ่ายนกพิราบปลอดเชื้อ (organic matter) ซึ่งเริ่มต้นการทดสอบ
ประสิทธิภาพของน้้ายาฆ่าเชื้อใช้ระดับความเข้มข้มตามค้าแนะน้าของการศึกษาก่อนหน้านี้น้ามา
ทดสอบกับเชื้ออ้างอิง C. neoformans var. grubii, serotype A จากนั้นจึงเลือกช่วงความเข้มข้น
และระยะเวลาของน้้ายาฆ่าเชื้อท้าลายต่อเชื้อ C. neoformans ทดสอบกับตัวอย่างที่แยกได้จากสิ่ง
ขับถ่ายนกพิราบ แมว นก และผู้ป่วย ซึ่งมีขั้นตอนดังต่อไปนี้ 

กลุ่มท่ี 1 คือ ประสิทธิภาพน้้ายาฆ่าเชื้อท้าลายเชื้อ C. neoformans  

น้าเชื้อ C. neoformans จาก stock solution culture ปริมาตร 1 มิลลิลิตร (จ้านวนเซลล์ 
1×106 ถึง 5×106  เซลล์ต่อมิลลิลิตร)  ใส่หลอดทดลองที่มีน้้ายาฆ่าเชื้อที่ระดับความเข้มข้นต่างๆ 
(1:50  1:100  1:200 และ 1:300  ) ปริมาณ 9 มิลลิลิตร  ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่องเขย่าสาร ตั้งไว้ที่
อุณหภูมิห้องพร้อมจับเวลา ช่วงระยะเวลาในการสัมผัสเชื้อได้แก่ 5, 10, 15 และ 30 นาที ภายหลัง
จากการสัมผัสยาฆ่าเชื้อแล้ว น้าสารละลายตัวอย่างปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดทดลองที่มี
น้้ายาปรับสภาพความเป็นกลาง D/E neutralization  (Sigma-Aldrich, USA) ปริมาตร 9 มิลลิลิตร 
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ที่มีส่วนประกอบ โซเดียม-ไทร์โอซัลเฟทร้อยละ 6.0  โซเดียมไกลคลอเรตร้อยละ 1.0 และ โซเดียมไบ
ซัลเฟทร้อยละ 2.5  ท้าให้สารออกฤทธิ์ที่เป็นส่วนผสมของน้้ายาฆ่าเชื้อทั้ง 3 ชนิดเป็นกลาง (Engley 
and Dey, 1970) ผสมให้เข้ากัน ระยะเวลา 5 นาที ต่อจากนั้น เพาะลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ SDA ด้วย
วิธี spread plate บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 3 วัน และนับจ้านวนโคโลนีทั้งหมด
บนอาหารเลี้ยงเชื้อตามมาตรฐาน ISO 7218:1996  

กลุ่มที่ 2 คือ ประสิทธิภาพน้้ายาฆ่าเชื้อท้าลายเชื้อ C. neoformans ที่ปนเปื้อนสิ่งขับถ่าย
นกพิราบปราศจากเชื้อ (organic matter) 

เตรียมสารละลายสารอินทรีย์ (organic matter) ด้วยการผสมสิ่งขับถ่ายจากนกพิราบที่
ปราศจากเชื้อ C. neoformans กับน้้ากลั่นปราศจากเชื้อ อัตราส่วน 1:9 (Lobova et al., 2004) 
ต่อจากนั้น น้าไปฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 15 นาที หลังจากนั้น ใช้              
ไมโคร     ปิเปิตดูดสารละลาย organic matter ปริมาณ 1 มิลลิลิตร ผสมกับน้้ายาฆ่าเชื้อแต่ละความ
เข้มข้น (1:50  1:100  1:200 และ 1:300) ปริมาณ 8 มิลลิลิตร จากนั้นเติม stock solution culture 
(จ้านวนเซลล์ 1×106 ถึง 5×106 เซลล์ต่อมิลลิลิตร) ปริมาณ 1 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันพร้อมจับเวลา 
ช่วงระยะเวลาในการสัมผัสกับยาฆ่าเชื้อได้แก่  5, 10, 15 และ 30 นาที ภายหลังจากการสัมผัสยาฆ่า
เชื้อแล้ว น้าสารละลายตัวอย่างปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองที่มีน้้ายาปรับสภาพความเป็น
กลาง D/E neutralization  (Sigma-Aldrich, USA) ปริมาตร 9 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน ทิ้งไว้ที่
อุณหภูมิห้อง ระยะเวลา 5 นาที แล้วเพาะลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ SDA ด้วยวิธี spread plate ท้า 2 
ซ้้า บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 3 วัน และนับจ้านวนโคโลนีทั้งหมดบนอาหารเลี้ยง
เชื้อตามมาตรฐาน ISO 7218:1996  

 

3.3.6 วิธีทดสอบกลุ่มควบคุมคุณภาพการทดลอง 

- การทดสอบประสิทธิภาพของน้ ายาปรับสภาพความเป็นกลางหรือสารยับยั้งปฏิกิริยาของน้ ายา
ฆ่าเชื้อ (neutralizer) ต่อการเจริญของเชื้อ C. neoformans 

 เพ่ือทดสอบว่าสารละลาย Dey-Engley Neutralizing (Sigma-Aldrich, USA) ไม่มีผลต่อ
การยับยั้งการเจริญของเชื้อ  C. neoformans บริสุทธิ์ น้าปิเปตดูดน้้ายาปรับสภาพความเป็นกลาง 
ปริมาตร 9.0 มิลลิลิตร ผสมกับ stock solution culture (จ้านวนเซลล์ 1×106 ถึง 5×106 เซลล์ต่อ
มิลลิลิตร) ให้เข้ากัน ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง ระยะเวลา 5 นาที ต่อจากนั้น เพาะเชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
SDA ด้วยเทคนิค spread plate บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส 3 วัน นับจ้านวนโคโลนีทั้งหมดบนอาหาร
เลี้ยงเชื้อตามมาตรฐาน ISO 7218:1996 เปรียบเทียบกับผลการเจริญเติบโตของเชื้อจากการผสม 
stock solution culture กับอาหารเลี้ยงเชื้อ SDB  
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- การทดสอบประสิทธิภาพของ neutralizer ต่อน้ ายาฆ่าเชื้อ 

เพ่ือทดสอบความสามารถของ neutralizer ในการหยุดปฏิกิริยาของน้้ายาฆ่าเชื้อ  โดยผสม
น้้ายาฆ่าเชื้อ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร กับน้้ายาปรับสภาพความเป็นกลาง ปริมาณ 9 มิลลิลิตร ให้เข้ากัน
ตั้งไว้ที่อุณหภูมิห้องระยะเวลา 5 นาที จากนั้น น้ามาผสมกับเชื้อบริสุทธิ์ (จ้านวนเซลล์ 1×106 ถึง 
5×106 เซลล์ต่อมิลลิลิตร)  อัตราส่วน 9:1 ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง พร้อมจับเวลาที่ 5, 10, 15 และ 30 
นาที แต่ละช่วงเวลาเพาะบนอาหารเลี้ยงเชื้อ SDA บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 3 วัน นับจ้านวน
โคโลนีทั้งหมดบนอาหารเลี้ยงเชื้อตามมาตรฐาน ISO 7218:1996 

 

3.4 วิเคราะห์ผลการทดลอง 

การวิเคราะห์ข้อมูลการแพร่กระจายเชื้อ C. neoformans จากมูลนกพิราบของแต่ละพ้ืนที่
สิ่งแวดล้อมและหาความสัมพันธ์ของแหล่งชนิดปนเปื้อนต่ออุบัติการณ์การพบเชื้อด้วยสถิติแบบ Chi-
square (p ≤ 0.05) ด้วยโปรแกรม spss เวอร์ชั่น 17.0 วิเคราะห์เปรียบเทียบคุณภาพน้้ายาฆ่าเชื้อที่
ท้าลายเชื้อ C. neoformans ปนเปื้อนสิ่งขับถ่ายนกพิราบและเชื้อบริสุทธิ์ในแง่ระดับความเข้มข้น
และระยะเวลาสัมผัส 
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บทที ่4 
ผลการทดลอง 

 

4.1 การระบาดของเชือ้ C. neoformans จากสิ่งขับถ่ายนกพริาบเขตกรุงเทพมหานคร 

4.1.1 การเก็บตัวอย่างสิ่งขับถ่ายนกพิราบ  

ตัวอย่างสิ่งขับถ่ายนกพิราบจ้านวน 164 ตัวอย่างของ 11 เขตกรุงเทพมหานคร จ้าแนกตาม
สถานที่เก็บ สามารถแบ่งออกได้เป็น 3 กลุ่ม ดังนี้ วัดบริเวณพ้ืนหรือผนังรอบโบสถ์ของวัดจ้านวน 21 
สถานที่ สวนสาธารณะบริเวณสนามหญ้าหรือพ้ืนศาลาพักผ่อนจ้านวน 8 สถานที่ อาคารเรียนและ
อาคารพาณิชย์บริเวณพ้ืนทางเดินหรือระเบียงหรือหลังคาจ้านวน 5 สถานที่ (ตารางที่ 6) นอกจากนี้ 
เมื่อน้าตัวอย่างดังกล่าวจัดแบ่งกลุ่มตามลักษณะทางกายภาพสิ่งขับถ่ายนกพิราบ (ตารางท่ี 7)  

 

ตารางท่ี 6 การแบ่งตัวอย่างสิ่งขับถ่ายนกพิราบตามสถานที่ที่เก็บตัวอย่าง 

สถานที่ จ านวนสถานที่ จ านวนตัวอย่าง 
วัด 21 103 
สวนสาธารณะ 8 38 
อาคารเรียนและอาคารพาณิชย์ 5 23 
รวม 34 164 
 

ตารางท่ี 7 การแบ่งตัวอย่างตามลักษณะแหล่งชนิดปนเปื้อนสิ่งขับถ่ายนกพิราบ 

แหล่งชนิดที่ปนเปื้อน จ านวนตัวอย่าง 
ความชื้นของสิ่งขับถ่ายนกพิราบ 
- แบบเปียก 
- แบบแห้ง 

 
67 
97 

สัมผัสแสงแดด 
- สัมผัสแสงแดด 
- ใต้สิ่งก้าบังแสงแดด 

 
99 
65 

ลักษณะพื้นที่ท่ีสัมผัส 
- คอนกรีตหรือปูน 
- พ้ืนหญ้าหรือพ้ืนดิน 

 
110 
54 
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4.1.2 การวินิจฉัยแยกเชื้อ  

การคัดเลือกเชื้อท่ีคาดว่าเป็นเชื้อ C. neoformans ตามลักษณะโคโลนี ขนาด 2-3 มิลลิเมตร 
กลมนูน สีขาวหรือสีครีม ผิวหน้าเยิ้ม บนอาหารเลี้ยงเชื้อ SDA (ภาพที่ 4) และโคโลนี ขนาด 2-3 
มิลลิเมตร กลมนูน สีน้้าตาล ผิวหน้าเยิ้ม บนอาหารเลี้ยงเชื้อ CA (ภาพที่ 5)  โดยจากคัดเลือกโคโลนี 
2-3 โคโลนีของแต่ละตัวอย่างเพ่ือทดสอบระบุการแยกเชื้อขั้นต่อไป จากการศึกษาครั้งนี้พบจ้านวน
โคโลนีที่สงสัยทั้งหมด 115 ไอโซเลตในตัวอย่างจ้านวน 36 ตัวอย่าง ต่อจากนั้น น้าไอโซเลตทดสอบ
ระบุคุณลักษณะเชื้อ C. neoformans ขั้นต้นด้วยการย้อมสีแกรม ดูลักษณะเซลล์ติดสีม่วง รูปร่าง
กลม (ภาพที่ 6) และการย้อมสีหมึกอินเดียสังเกตลักษณะแคปซูลของเชื้อ (ภาพที่ 7)  ร่วมกับการ
ให้ผลบวกในการทดสอบ urease (ภาพที่  8) ที่ ซึ่ ง เป็นคุณสมบัติ เฉพาะกับ เชื้ อ                           
C. neoformans สามารแยกไอโซเลตดังกล่าวที่คาดว่าเป็น C. neoformans ได้จ้านวน 38 ไอโซเลต
ในตัวอย่างจ้านวน 18 ตัวอย่าง ต่อจากนั้น น้ามาทดสอบการใช้น้้าตาลทั้ง 6 ชนิด คือ ซูโครส ทรี
ฮาโลส แลคโตส มอลโตส และกาแลคโตส (Kwon-Chung., 1998) พบว่า ทุกไอโซเลตให้ผลทดสอบ
เหมือนกับเชื้ออ้างอิง C. neoformans CN175 (Prof. Dr.Susumu Kajiwara, Japan)  คือ สามารถ
ใช้น้้าตาลซูโครส ทรีฮาโลส มอลโตส กาแลคโตส แต่ไม่สามารถใช้น้้าตาลแลคโตส (ตารางท่ี 8) 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4 ลักษณะโคโลนีของเชื้อ C. neoformans บนอาหารเลี้ยงเชื้อ Sabouraud dextrose agar   
ด้วยกล้องจุลทรรศน์สเตอริโอ ก้าลังขยาย 250 เท่า 

2 mm 
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ภาพที่ 5 ลักษณะโคโลนีของเชื้อ C. neoformans บนอาหารเลี้ยงเชื้อ caffeic acid agar 

 

ภาพที่ 6 จุลสัณฐานของเชื้อ C. neoformans ด้วยการย้อมสีแกรม (ก้าลังขยาย 100 เท่า) 

2 mm 
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ภาพที่ 7 ลักษณะแคปซูลของเชื้อ C. neoformans ด้วยการย้อมสี indian ink  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 8 การใช้ยูเรียของเชื้อ C. neoformans ผลบวก (ด้านซ้าย) และผลลบ (ด้านขวา) 
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ดังนั้น ผลการแยกเชื้อ C. neoformans จากตัวอย่างสิ่งขับถ่ายนกพิราบของ 11 เขต
กรุงเทพมหานคร สามารถแยกเชื้อ C. neoformans  ได้จาก 3 เขต คือ เขตหนองแขมจ้านวน 9 
ตัวอย่างจาก 16 ตัวอย่าง เขตลาดพร้าวจ้านวน 7 ตัวอย่างจาก 16 ตัวอย่าง เขตคลองเตยจ้านวน 2 
ตัวอย่างจาก 15 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 56.25  43.75 และ 13.33 ตามล้าดับ และตรวจไม่พบเชื้อ
จากตัวอย่างที่ได้จาก เขตพระนคร เขตดุสิต เขตหลักสี่ เขตมีนบุรี เขตราชเทวี เขตจตุจักร เขตปทุม
วัน ไม่พบเชื้อ C. neoformans (ภาพที่ 9) จากนั้น เลือกเชื้อ C. neoformans จากสถานที่ที่พบได้
ทั้งหมด 18 ตัวอย่างจากตัวอย่าง 164 ตัวอย่าง จากเขตคลองเตยจ้านวน 2 ตัวอย่าง แบ่งเป็น 
คลองเตยนอก 1 ตัวอย่าง คลองเตยใน 1 ตัวอย่าง เขตลาดพร้าวจ้านวน 7 ตัวอย่าง แบ่งเป็น วัดใหม่
เสนานิคม 4 ตัวอย่าง วัดลาดพร้าว 3 ตัวอย่าง เขตหนองแขมจ้านวน 9 ตัวอย่าง แบ่งเป็น วัดม่วง 3 
ตัวอย่าง วัดอุดมรังสี 3 ตัวอย่าง วัดราษฎร์บ้ารุง 3 ตัวอย่าง (ตารางท่ี 9) 

 

ภาพที่ 9 แผนที่เก็บสิ่งขับถ่ายนกพิราบใน 11 เขตกรุงเทพมหานคร (ด้านซ้าย) และเขตที่พบเชื้อ C. 
neoformans (ด้านขวา) 

หมายเหตุ 1=หนองแขม 2=สัมพันธวงศ์ 3=พระนคร 4=ปทุมวัน 5=คลองเตย 6=ราชเทวี 7=ดุสิต 
8=ลาดพร้าว 9=จตุจักร 10=หลักสี่ 11=มีนบุรี ) และเขตที่พบเชื้อ C. neoformans (1=หนองแขม 
2 = คลองเตย 3 = ลาดพร้าว) 



 

 

ตารางท่ี 9 อุบัติการณ์ของเชื้อ C. neoformans จากตัวอย่างสิ่งขับถ่ายนกพิราบทั้ง 3 เขต
กรุงเทพมหานครในช่วงเวลาที่ศึกษา 

เขต สถานที่ จ านวนที่พบ/จ านวนทั้งหมด (%) 

หนองแขม  9/16 (56.25%) 

 วัดม่วง 3/5 (60%) 

 วัดอุดมรังสี 3/6 (50%) 

 วัดราษฏร์บ้ารุง 3/5 (60%) 

คลองเตย  2/15 (13.33%) 

 คลองเตยนอก 1/5 (20%)  

 คลองเตยใน 1/5 (20%)  

 อุทยานเบญจสิริ                                     0/5 

ลาดพร้าว  7/16 (43.75%) 

 วัดใหม่เสนานิคม 4/5 (80%) 

 วัดลาดปลาเค้า                                     0/6 

  วัดลาดพร้าว 3/5 (60%) 

 

ผลการนับจ้านวนโคโลนีเชื้อ C. neoformans บนอาหารเลี้ยงเชื้อ CA ที่แยกได้จากตัวอย่าง
สิ่งขับถ่ายนกพิราบ 18 ตัวอย่าง พบว่า เขตลาดพร้าวมีค่าเฉลี่ยจ้านวนโคโลนีเชื้อสูงสุด เท่ากับ 2.3 × 
105 CFU/g รองลงมา เขตหนองแขม จ้านวน  1.69 × 105 CFU/g และเขตสุดท้าย คือ เขตคลองเตย 
จ้านวน  1.14 × 105 CFU/g (ตารางที่ 10) ซึ่งผลการวิเคราะห์ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานหาค่าการ
กระจายของเชื้อในแต่ละตัวอย่างของแต่ละเขตพบว่า ทั้ง 3 เขตมีการกระจายของข้อมูลที่ใกล้เคียงกัน 
(ภาพที ่10)  
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ตารางท่ี 10 ค่าเฉลี่ยโคโลนีเชื้อ C. neoformans จากตัวอย่างสิ่งขับถ่ายนกพิราบ 

เขต สถานที ่ รหัสเชื้อ 
ค่าเฉลี่ยโคโลนี 
(×105 CFU/g) 

คลองเตย คลองเตยนอก CN_P/KT1.01/12 1.15 

 คลองเตยใน CN_P/KT2.01/12 1.30 

ลาดพร้าว วัดใหม่เสนานิคม CN_P/LP1.11/12 1.62 

  CN_P/LP1.21/12 2.44 

  CN_P/LP1.31/12 2.10 

  CN_P/LP1.41/12 2.03 

 วัดลาดปลาเค้า CN_P/LP2.11/12 2.54 

  CN_P/LP2.21/12 2.24 

  CN_P/LP2.31/12 1.83 

หนองแขม วัดม่วง CN_P/NK1.11/12 2.60 

  CN_P/NK1.21/12 1.64 

  CN_P/NK1.31/12 1.83 

 วัดราษฏร์บ้ารุง CN_P/NK3.11/12 1.37 

  CN_P/NK3.21/12 1.25 

  CN_P/NK3.31/13 1.55 

 วัดอุดมรังสี CN_P/NK2.11/12 1.80 

  CN_P/NK2.21/12 2.06 

  CN_P/NK2.31/12 0.94 

  ค่าเฉลี่ยรวม   1.79 
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ภาพที่ 10 ค่าเฉลี่ยและการกระจายข้อมูลการพบเชื้อ C. neoformans จากสิ่งขับถ่ายนกพิราบใน 
11 เขตกรุงเทพมหานคร 

 

เมื่อน้าตัวอย่างที่พบเชื้อ C. neoformans จ้านวน 18 ตัวอย่าง แยกตามแหล่งชนิดปนเปื้อน
และหาความสัมพันธ์ของการพบเชื้อด้วยวิธี pearson chi-square พบว่า สิ่งขับถ่ายนกพิราบแบบ
แห้งมีโอกาสพบเชื้อ C. neoformans มากกว่าสิ่งขับถ่ายนกพิราบแบบเปียกอย่างมีนัยส้าคัญ 
(P≤0.001)  โดยพบเชื้อ C. neoformans ในสิ่งขับถ่ายนกพิราบแบบแห้งร้อยละ 94.44 แบบเปียก
ร้อยละ 5.55 อีกทั้งปัจจัยของแสงแดดมีผลต่อการพบเชื้ออย่างมีนัยส้าคัญ (P≤0.007)  โดยพบเชื้อ   
C. neoformans จากสิ่งขับถ่ายนกพิราบที่สัมผัสแสงแดดร้อยละ 72.22 และใต้สิ่งก้าบังร้อยละ 
27.77 ขณะที่ปัจจัยด้านการสัมผัสสิ่งขับถ่ายนกพิราบไม่มีผลต่อการพบเชื้ออย่างมีนัยส้าคัญ (P≤0.05)  
(ตารางท่ี 11) 

 

 

 

 

 

 

4.81±0.62  5.00±0.70  4.90±0.66  
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ตารางท่ี 11 อัตราการพบเชื้อของแต่ละแหล่งปนเปื้อนและความสัมพันธ์ระหว่างการพบเชื้อกับแหล่ง
ปนเปื้อน 

ชนิดแหล่งปนเปื้อน จ านวนเชื้อท่ีพบ/               
จ านวนตัวอย่างท้ังหมด (%) 

P-value 

ความชื้นของสิ่งขับถ่ายนกพิราบ 
- แบบเปียก 
- แบบแห้ง 

 
1/18 (5.55) 

17/18 (94.44) 

<0.001 

สัมผัสแสงแดด 
- แสงแดดโดยตรง 
- ใต้สิ่งก้าบัง 

 
13/18 (72.22) 
5/18 (27.77) 

0.007 

ลักษณะพื้นที่ท่ีสัมผัส 
- คอนกรีตหรือปูน 
- พ้ืนหญ้าหรือดิน 

 
10/18 (55.56) 
8/18 (44.44) 

0.504 
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4.1.2 การระบุแยกเชื้อ C. neoformans 

 ผลจากการท้า multiplex PCR (Aoki et al., 1999; Leal et al., 2008; Mseddi et 
al., 2011) เพ่ือแยกเชื้อ C. neoformans และ C. gattii พบว่า ตัวอย่างทั้ง 18 ตัวอย่าง คือ เชื้อ C. 
neoformans จากการปรากฏ PCR product ขนาด 695 คู่เบสตรงกับเชื้ออ้างอิง C. neoformans 
var. grubii, WM148, serotype A, C. neoformans var. neoformans, WM629, serotype D, 
WM628 C. neoformans var. grubii/ var. neoformans hybrid, serotype AD (ภาพที่ 11)  

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 11 การระบุแยกสปีชีส์เชื้อ C. neoformans จากตัวอย่างสิ่งขับถ่ายนกพิราบทั้ง 18 ตัวอย่าง
ด้วยวิธี multiplex PCR 

ช่อง M  คือ เครื่องหมายดีเอ็นเอขนาด 3000 คู่เบส 
ช่อง 1-18   คือ เชื้อ Cryptococcus spp. จากสิ่งขับถ่ายนกพิราบ 
ช่อง C1  คือ เชื้ออ้างอิง C. neoformans var. grubii, WM148, serotype A 
ช่อง C2 คือ เชื้ออ้างอิง C. neoformans var. neoformans, WM629, serotype D 
ช่อง C3 คือ เชื้ออ้างอิง C. neoformans var. grubii/ var. neoformans hybrid,         

WM628, serotype AD 
ช่อง C4 คือ น้้า Nuclease free water (กลุ่มควบคุมลบ) 
 

500 

bp 

1000 

M 1    2    3   4    5    6    7   8   9  10  11 12  13  14 15  16 17 18 C1 C2 C3 C4 C5  

695 bp 
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 ผลการตรวจแยกซีโรไทป์ จากเชื้อ C. neoformans ของตัวอย่างสิ่งขับถ่ายมูลนกพิราบ
ทั้งหมด 18 ตัวอย่าง คือ ซีโรไทป์ A ซึ่งแสดง PCR product ขนาด 880 760 และ 250 คู่เบสตรงกับ
เชื้ออ้างอิง C. neoformans var. grubii, WM148, serotype A และไม่ตรงกับเชื้ออ้างอิง            
C. neoformans var. neoformans, WM629, serotype D ที่แสดงผลผลิต PCR ขนาด 1000 กับ 
760 คู่เบส (ภาพที่ 12) 

  

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 12 การระบุแยกซีโรไทป์ของเชื้อ C. neoformans จากตัวอย่างสิ่งขับถ่ายนกพิราบทั้ง 18 
ตัวอย่างด้วยวิธี multiplex PCR  

ช่อง M คือ เครื่องหมายดีเอ็นเอขนาด 3000 คู่เบส 
ช่อง 1-18  คือ เชื้อ C. neoformans จากสิ่งขับถ่ายนกพิราบ 
ช่อง C1  คือ เชื้ออ้างอิง C. neoformans var. grubii, WM148, serotype A 
ช่อง C2  คือ เชื้ออ้างอิง C. neoformans var. neoformans, WM629, serotype D 
ช่อง C3  คือ น้้า Nuclease free water (กลุ่มควบคุมลบ) 
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4.2. ผลการประเมินประสิทธิภาพของน้ ายาฆ่าเชื้อกลุ่มโพแทสเซียม โมโนเปอร์ซัลเฟต 
(ผลิตภัณฑ์ A) กลุ่มโซเดียมไฮโปคลอไรด์ (ผลิตภัณฑ์ B) และกลุ่มควอเทอนารีแอมโนเนียม 
(ผลิตภัณฑ์ C) ต่อการฆ่าเชื้อ C. neoformans ที่ปนอยู่ในสิ่งขับถ่ายนกพิราบ ในแง่ของระดับ
ความเข้มข้นและระยะเวลาสัมผัสที่เหมาะสม 

 ผลการทดสอบควบคุมคุณภาพเพ่ือความมั่นใจผลการทดลอง เริ่มต้นตั้งแต่ยืนยัน
จ้านวนเชื้อส้าหรับทดสอบด้วยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ ความยาวคลื่นที่ 530 นาโนเมตร ค่า
ดูดกลืนแสง 0.1 (Chong et al., 2010) มีจ้านวนเชื้อเท่ากับ 1×106 ถึง 5×106  เซลล์ต่อมิลลิลิตร
ด้วยวิธีนับเชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อ CA ที่ระดับความเข้มข้น  10-5 และ 10-4 ตามมาตรฐาน ISO 
7218:1996 ในระหว่างการทดสอบควบคุณคุณภาพ โดยทดสอบประสิทธิภาพน้้ายาปรับสภาพความ
เป็นกลางหรือสารยับยั้งปฏิกิริยาของน้้ายาฆ่าเชื้อ (D/E neutralizer) ต่อการเจริญของเชื้อและ
ความสามารถหยุดปฏิกิริยาน้้ายาฆ่าเชื้อทั้ง 3 ชนิด นั้น สาร D/E neutralizer ไม่มีผลต่อการ
เจริญเติบโตของเชื้ออ้างอิง C. neoformans ซึ่งเชื้อยังสามารถเจริญเติบโตบนอาหารเลี้ยงเชื้อ ได้ 
และสาร D/E neutralizer สามารถหยุดปฏิกิริยาของน้้ายาฆ่าเชื้อได้เมื่อทดสอบ  

การทดสอบประสิทธิภาพน้้ายาฆ่าเชื้อทั้ง 3 ชนิดต่อการท้าลายเชื้ออ้างอิง C. neoformans 
ซีโรไทป์ A เบื้องต้นนั้น พบว่า ช่วงระดับความเข้มข้นและระยะเวลาสัมผัสเชื้อที่ก้าหนดไว้นั้น น้้ายา
ฆ่าเชื้อท้ัง 3 ชนิดไม่สามารถหาจุดยุติที่เหมาะสมส้าหรับการท้าลายเชื้อได้ (ตารางที่ 12) ดังนั้นจึงได้
ปรับเปลี่ยนเพ่ิมและลดระดับความเข้มข้นและระยะเวลาสัมผัสเชื้อจากจุดยุติ เพ่ือคัดเลือกช่วงระดับ
ความเข้มข้นและระยะเวลาสัมผัสเชื้อของน้้ายาฆ่าเชื้อต่อการฆ่าเชื้อ C. neoformans (ตารางที่ 13) 
ผลการประเมินด้วยการนับจ้านวนเชื้อที่สามารถเจริญเติบโตบนอาหารเลี้ยงเชื้อ SDA ตัวอย่างทั้งหมด 
8 ตัวอย่างมีแนวโน้มจ้านวนเชื้อที่ลดลงใกล้เคียงกันจากการท้าลายด้วยน้้ายาฆ่าเชื้อ 3 ชนิด โดยใน
สภาวะเชื้อบริสุทธิ์ ประสิทธิภาพน้้ายาฆ่าเชื้อผลิตภัณฑ์ A สามารถท้าลายเชื้อที่ระดับความเข้มข้น
ร้อยละ 1 ภายในระยะเวลา 1 นาทีหรือ ร้อยละ 0.5 ภายในระยะเวลา 3 นาที ในขณะที่ การฆ่าเชื้อ              
C. neoformans ในสิ่งขับถ่ายนกพิราบต้องใช้ความเข้มข้นร้อยละ 2 ภายในระยะเวลา 1 นาที และที่
ระดับความเข้มข้นร้อยละ 1 ระยะเวลา 10 นาที (ภาพที่ 13) ส่วนประสิทธิภาพน้้ายาฆ่าเชื้อ 
ผลิตภัณฑ์ B สามารถท้าลายเชื้อ C. neoformans ที่ระดับความเข้มข้นร้อยละ 0.5 ภายในระยะเวลา 
3 นาที หรือ ร้อยละ 0.33 ภายในระยะเวลา 10 นาที ในสภาวะเชื้อปนสิ่งขับถ่ายนกพิราบ น้้ายาฆ่า
เชื้อผลิตภัณฑ์ B ท้าลายเชื้อทีร่ะดับความเข้มข้นร้อยละ 1 ภายในระยะเวลา 1 นาที หรือ ร้อยละ 0.5 
ภายในระยะเวลา 5 นาที  (ภาพที่ 14) และประสิทธิภาพน้้ายาฆ่าเชื้อผลิตภัณฑ์ C สามารถท้าลาย
เชื้อที่ระดับความเข้มข้นร้อยละ 0.031 ภายในระยะเวลา 1 นาที ขณะที่ การฆ่าเชื้อ C. neoformans 
ในสิ่งขับถ่ายนกพิราบต้องใช้ความเข้มข้นร้อยละ 0.062 ภายในะยะเวลา 30 นาท ี(ภาพที่ 15) 
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ตารางท่ี 12 แสดงอัตราการรอดชีวิตของเชื้ออ้างอิง C. neoformans ซีโรไทป์ A ภายหลังการสัมผัส
กับน้้ายาฆ่าเชื้อในระยะเวลาและความเข้มข้นที่ก้าหนด 

น้ ายาฆ่าเชื้อ/ 
เข้มข้น (%) 

อัตราการรอดชีวิตในระยะเวลาที่ (นาที) 
C. neoformans บริสุทธิ์ 

 
  C. neoformans ในสิ่งขับถ่าย

นกพิราบ 

10S 30S 1 3 5 10 15 30   10S 30S 1 3 5 10 15 30 

ผลิตภัณฑ์ A                                   
  2 - - - - - - - -  + + - - - - - - 
  1 + + - - - - - -  + + + + - - - - 
  0.5 + + + - - - - -  + + + + + - - - 
  0.33 + + + + - - - -  + + + + + + - - 
ผลิตภัณฑ์ B                  
  2 - - - - - - - -  - - - - - - - - 
  1 - - - - - - - -  + + - - - - - - 
  0.5 + + + - - - - -  + + + + - - - - 
  0.33 + + + + + - - -  + + + + + + - - 
ผลิตภัณฑ์ C                  
  2 - - - - - - - -  - - - - - - - - 
  1 - - - - - - - -  - - - - - - - - 
  0.5 - - - - - - - -  - - - - - - - - 
  0.33 - - - - - - - -  - - - - - - - - 
  0.25 - - - - - - - -  - - - - - - - - 
  0.12 - - - - - - - -  - - - - - - - - 
  0.06 - - - - - - - -  + + + + + + + - 
 0.03 + + - - - - - -  + + + + + + + + 
หมายเหตุ (+) หมายถึง มีชีวิต, (-) หมายถึง ตาย 
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ตารางท่ี 13 แสดงผลการคัดเลือกช่วงความเข้มข้นและระยะเวลาสัมผัสเชื้อของน้้ายาฆ่าเชื้อแต่ละ
ชนิด 

น้ ายาฆ่า
เชื้อ 

ความ
เข้มข้น 
(%) 

ระยะเวลาสัมผัสเชื้อในระยะเวลาที่ (นาที)  

C. neoformans บริสุทธิ์   
C. neoformans ในสิ่งขับถ่าย

นกพิราบ 
10s 30s 1 3 5 10   10s 30s 1 3 5 10 15 30 

ผลิตภัณฑ์ A 2%          / / /     
 1%   / / /       / / /   
  0.5%    / / /           

ผลิตภัณฑ์ B 1%          / / /     
 0.5%    / / /     / / /    
  0.33%     / / /          

ผลิตภัณฑ์ C 0.062%              / / / 

  0.031%  / / /             
หมายเหตุ        หมายถึง จุดยุติการทดสอบ    
              (/) หมายถึง ช่วงความเข้มข้นและระยะเวลาที่คัดเลือก  
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ภาพที่ 13 กราฟเปรียบเทียบอัตราการรอดชีวิตของเชื้อ C. neoformans ซีโรไทป์ A ภายหลังการ
สัมผัสกับน้้ายาฆ่าเชื้อผลิตภัณฑ์ A ในระยะเวลาและความเข้มข้นที่ก้าหนด 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 14 กราฟเปรียบเทียบอัตราการรอดชีวิตของเชื้อ C. neoformans ซีโรไทป์ A ภายหลังการ
สัมผัสกับน้้ายาฆ่าเชื้อผลิตภัณฑ์ B ในระยะเวลาและความเข้มข้นที่ก้าหนด 
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ภาพที่ 15 กราฟเปรียบเทียบอัตราการรอดชีวิตของเชื้อ C. neoformans ซีโรไทป์ A ภายหลังการ
สัมผัสกับน้้ายาฆ่าเชื้อผลิตภัณฑ์ C ในระยะเวลาและความเข้มข้นที่ก้าหนด 
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บทที่ 5 
อธิปรายและสรุปผลการทดลอง 

5.1 การแพร่กระจายของเชื้อ C. neoformans   

 การแยกเชื้อ C. neoformans ทางห้องปฏิบัติการ โดยทั่วไปนิยมเพาะบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 2 
ชนิด คือ อาหารเลี้ยงเชื้อ SDA เป็นอาหารส้าหรับเพาะเชื้อยีสต์ มีน้้าตาลเด็กโทรสปริมาณมาก ค่า
ความเป็นกรด-ด่าง เท่ากับ 5.6 ท้าให้แบคทีเรียบางชนิดไม่สามารถเจริญเติบโตได้  ส่วนอาหารเลี้ยง
เชื้อ caffeic acid agar จัดอยู่ประเภทอาหารคัดเลือกจ้าเพาะที่เลือกใช้ ส้าหรับแยกเชื้อ 
Cryptococcus spp. ออกจากเชื้อ Candida spp. ด้วยความแตกต่างลักษณะโคโลนี เชื้อ                
C. neoformans มีลักษณะโคโลนีสีน้้าตาล ผิวหน้าเยิ้ม แตกต่างจากโคโลนีของเชื้อ Candida 
albican มีลักษณะโคโลนีสีขาว (Hopfer and Blank, 1976) นอกจากนี้การเพาะเชื้อ                   
C. neoformans จากตัวอย่างสิ่งแวดล้อม เช่น ดิน มูลนก เศษใบไม้ หรือ ตัวอย่างจากผู้ป่วย 
จ้าเป็นต้องเพ่ิมยาปฏิชีวนะในอาหารเลี้ยงเชื้อ เช่น คลอแรมเฟนิคอล เพนิซิลลิน สเตรปโตมัยซิน เพ่ือ
ยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย หรือ สารไปฟีนิล เพ่ือยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อรากลุ่ม 
saprophyte  รวมทั้ง ปัจจัยอุณหภูมิส้าหรับการเพาะเชื้อ C. neoformans มีความส้าคัญอย่างหนึ่ง 
เพราะ เชื้อ C. neoformans เจริญเติบโตได้ที่อุณหภูมิ 25-37 องศาเซลเซียส แต่ด้วยคุณสมบัติที่เชื้อ
สามารถเจริญเติบโตที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ท้าให้การเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส
ช่วยให้ลดอัตราการเจริญเติบโตของเชื้อรากลุ่ม saprophyte ได ้(Ma and May, 2009) 

การแพร่กระจายของเชื้อ C. neoformans จากสิ่งขับถ่ายนกพิราบในเขตกรุงเทพมหานคร 
พบเชื้อ C. neoformans น้อยกว่าการรายงานก่อนหน้านี้ที่พบเชื้อ C. neoformans ใน
กรุงเทพมหานครร้อยละ 43.33 (Kuroki et al., 2004) เนื่องมาจาก สถานที่ที่ศึกษามีพ้ืนที่ในการ
ส้ารวจที่กว้าง ชนิดของสถานที่ก็มีความหลากหลาย และปัจจัยที่มีผลต่อการคงอยู่ของเชื้อในสิ่ง
ขับถ่ายนกพิราบ เช่นสารอาหาร อุณหภูมิและความชื้นของสิ่งขับถ่ายนกพิราบ ซึ่งจากการศึกษานี้พบ
เชื้อ  C. neoformans ทั้งหมด 3 เขต คือ เขตหนองแขม เขตลาดพร้าว และเขตคลองเตย ที่ซึ่งมี
อุบัติการณ์ที่แตกต่างกันและสถานที่ที่พบเชื้อมากที่สุด คือ วัด ขณะที่ไม่พบบริเวณสวนสาธารณะ 
อาจเนื่องมาจาก พื้นท่ีนั้นอาจมีการคงอยู่ของเชื้อในสิ่งขับถ่ายนกพิราบ อีกทั้ง เป็นพ้ืนที่ที่มีปริมาณมูล
นกทับทมจ้านวนมาก ซึ่งปริมาณของสิ่งขับถ่ายอาจเป็นแหล่งของสารอาหารส้าหรับการเจริญเติบโต
ของเชื้อ หรือเป็นที่ปกป้องเชื้อจากสิ่งแวดล้อมภายนอก นอกจากนี้ ฝูงนกที่อาศัยในพ้ืนที่อาจมีการติด
เชื้อ C. neoformans ท้าให้มีการแพร่กระจายของเชื้อในพ้ืนที่นั้น จากการวิจัยครั้งนี้พบปริมาณเชื้อ 
C. neoformans ในสิ่งขับถ่ายนกพิราบเฉลี่ย 1.79×105 CFU/ml ซ่ึงน้อยกว่าการรายงานก่อนหน้านี้
ถึง 10 เท่า  (Ruiz 1981) อาจเป็นเพราะสิ่งแวดล้อมแต่ละพ้ืนที่ รวมทั้งแหล่งอาหารของนกมีความ
แตกต่างกัน ส่งผลให้องค์ประกอบของสารอาหารในมูลนก (Hubalek, 1975) และปริมาณจ้านวน
แบคทีเรียหรืออะมีบาที่ท้าลายหรือยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ C. neoformans ในสิ่งขับถ่ายนก
แตกต่างกัน ท้าให้ปริมาณการพบเชื้อ C. neoformans ในมูลนกมีความแตกต่างกันในแต่ละพ้ืนที่ที่
ส้ารวจ (Ruiz et al., 1981; Kuroki et al., 2004) 
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การศึกษานี้พบเชื้อ C. neoformans ในมูลนกพิราบแบบแห้งมากกว่ามูลนกพิราบแบบเปียก
และสามารถพบเชื้อได้ทั้งภายในและภายนอกอาคาร เนื่องมาจาก จ้านวนแบคทีเรีย อะมีบาที่ซึ่งแย่ง
สารอาหารการเจริญเติบโตของเชื้อในสิ่งขับถ่ายนกพิราบแบบแห้งมีปริมาณน้อยกว่าแบบเปียก อีกทั้ง 
ส่วนประกอบของสิ่งขับถ่ายนกพิราบแบบเปียกมีองค์ประกอบกรดยูริกและค่าความเป็นกรด-ด่างสูง 
โดยจะยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ C. neoformans ได้ ซึ่งแตกต่างจากสิ่งขับถ่ายนกพิราบแบบ
แห้งที่มีความกรด-ด่าง 6.4 ถึง 7.2 เและสารครีตินินที่เหมาะส้าหรับการเจริญเติบโตของเชื้อ (Zarrin 
et al., 2010) นอกจากนี้ การสืบพันธุ์ของเชื้อในสิ่งแวดล้อมมีการสืบพันธุ์อาศัยเพศผลิตสปอร์จ้านวน
มาก โดยสปอร์มีคงทนต่อแสงแดดและอาศัยอยู่ในภาวะไม่เหมาะสมได้อย่างยาวนานถึง 2 ปี จึงเป็น
สิ่งขับถ่ายนกพิราบแบบแห้งพบเชื้อมากกว่า (Granados and Castaneda, 2005; Wu et al., 
2012) ดังนั้น การเฝ้าระวังการแพร่กระจายของเชื้อ โดยเฉพาะสิ่งขับถ่ายนกพิราบแบบแห้งที่สามารถ
พบได้ทุกพ้ืนที่ทัง้ในอาคารหรือนอกอาคาร ควรหาแนวทางการป้องกันลดการแพร่กระจายของเชื้อ  

การแพร่กระจายของเชื้อ C. neoformans มีแนวโน้มเพ่ิมมากข้ึน โดยทั่วโลกรายงานพบเชื้อ      
C. neoformans ร้อยละ 88.6 และร้อยละ 10 ในประเทศไทย (Cogliati, 2013) ส้าหรับการ
แพร่กระจายของเชื้อ C. neoformans จากสิ่งขับถ่ายนกพิราบในประเทศไทย มีการรายงานตั้งแต่ปี 
1989 ในกรุงเทพมหานครพบร้อยละ 43.33 ปี 2004 ในจังหวัดเชียงใหม่พบร้อยละ 16.4 ปี 2011 ใน
จังหวัดอุบลราชธานีพบร้อยละ 54.05 ปี 2013 ในจังหวัดชลบุรีพบร้อยละ 10 และจากการวิจัยพบ
เชื้อ C. neoformans ร้อยละ 10.98 ในกรุงเทพมหานคร ดังนั้น การแพร่กระจายของเชื้อ             
C. neoformans ในสิ่งขับถ่ายนกพิราบในประเทศไทยมีแนวโน้มการรายงานอย่างต่อเนื่อง ด้วยจาก
ปัจจัยต่างๆ เช่น ปัจจัยทางกายภาพมีผลต่อการคงอยู่และเจริญเติบโตในสิ่งขับถ่ายนกพิราบหรือ
สิ่งแวดล้อม อีกทั้งอาจเนื่องมาจาก ปริมาณนกพิราบที่ติดเชื้อ C. neoformans เพ่ิมมากขึ้น ท้าให้
เชื้อมีการแพร่กระจายในสิ่งแวดล้อมเพ่ิมมากข้ึน (Haag-Wackernagel and Moch, 2004) 

การระบุแยกชนิดเชื้อ C. neoformans ด้วยวิธีปฏิกริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส แบบ multiplex 
สามารถแยกระหว่างเชื้อ C. neoformans กับ C. gattii ได้แม่นย้า (Leal et al., 2008) เหมาะกับ
การน้ามาใช้ตรวจแยกเชื้อ C. neoformans ในห้องปฏิบัติการ อีกทั้ง การใช้ multiplex PCR ด้วย
การออกแบบไพรเมอร์ที่จ้าเพาะกับยีน laccase เพ่ือแยกซีโรไทป์ A, B, C, D และ AD ของเชื้อออก
นั้น จากผลการวิจัย การปรากฏ PCR product ของเชื้อ C. neoformans จากตัวอย่างจากสิ่ง
ขับถ่ายนกพิราบ แมว ผู้ป่วย และนกแก้วเลี้ยง ปรากฏ PCR product เหมือนกับตัวอย่างเชื้ออ้างอิง
เหมือนกับการรายงานของ Ito-Kuwa และคณะ ปี 2007 อธิบายว่า ไพร์เมอร์ที่ออกแบบจากยีน 
laccase สามารถเพ่ิมจ้านวนดีเอ็นเอของซีโรไทป์เชื้อ C. neoformans ได้ และเหมาะส้าหรับ
น้าไปใช้ในการระบุแยกเชื้อและซีโรไทป์จากตัวอย่างเชื้อทางคลินิกและตัวอย่างเชื้อจากสิ่งแวดล้อม 
เช่น ดิน มูลนก  (Ito-Kuwa et al., 2007) ปัจจุบันการระบุแยกเชื้อและซีโรไทป์ของเชื้อ C. 
neoformans ด้วยวิธีอณูชีวโมเลกุลมีหลากหลายเทคนิค เช่น CAP59 gene restriction enzyme 
analysis (Enache-Angoulvant et al.,2007) nested PCR (Chae et al.,2012) restriction 
fragment length polymorphism (RFLP) (Meyer et al., 2003; Kidd et al., 2004) amplified 
fragment length polymorphism (AFLP) (Hagen et al., 2010) และ multilocus sequence 
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typing (MLST) (Chowdhary et al.,2012) การเลือกใช้เทคนิคให้เหมาะสมนั้นขึ้นอยู่กับ
วัตถุประสงค์ของการวิจัยที่ต้องการศึกษา 

จากการศึกษาครั้งนี้พบว่าเชื้อ C. neoformans จากสิ่งขับถ่ายนกพิราบในกรุงเทพมหานคร
เป็นซีโรไทป์ A ทั้งหมด ซึ่งซีโรไทป์ A มีความสัมพันธ์เกี่ยวข้องกับการก่อโรค cryptococcosis ที่พบ
ทั้งในคนและสัตว์ภาวะภูมิคุ้มกันบกพร่อง โดยเฉพาะผู้ป่วยติดเชื้อ HIV จากการศึกษาผู้ป่วยติดเชื้อ 
HIV ในประเทศไทยมีอัตราการเกิดโรค cryptococcosis เพ่ิมมากขึ้น โดยเกิดจากสาเหตุการติดเชื้อ 
C. neoformans ซีโรไทป์ A เป็นหลัก (Kaocharoen et al., 2013) นอกจากนี้ ซีโรไทป์ A เป็น
สาเหตุที่ส้าคัญก่อโรคในสัตว์ภาวะภูมิคุ้มกันบกพร่อง การระบาดของเชื้อ C. neoformans ซีโรไทป์ 
A มีความเชื่อมโยงกันระหว่างนกพิราบ สัตว์ และผู้ป่วย ซึ่งในปัจจุบันนกพิราบอพยพมาหาอาหาร
และสร้างรังอาศัยในเขตเมืองเพ่ิมมากขึ้น ท้าให้เกิดความใกล้ชิดระหว่างมนุษย์กับนกพิราบ จากการ
ให้อาหารตามแหล่งสาธารณะหรือการสร้างรังของนกตามบริเวณอาคาร (Haag-Wackernagel and 
Moch, 2004) ส่งผลให้มีปริมาณมูลนกสะสมตามสิ่งแวดล้อมต่างๆจ้านวนมาก ท้าให้เชื้อเจริญเติบโต
และสปอร์ของเชื้อแพร่กระจายในสิ่งแวดล้อม เป็นผลให้เกิดความเสี่ยงในการติดเชื้อในผู้ป่วยหรือสัตว์
ภาวะภูมิคุ้มกันบกพร่องมากขึ้น (Soltani et al., 2013)  

 

5.2 ประสิทธิภาพของน้ ายาฆ่าเชื้อ 

 การทดสอบประสิทธิภาพน้้ายาเชื้อต่อการฆ่าเชื้อ C. neoformans ในงานวิจัยนี้ เป็น
ขั้นตอนทดสอบประสิทธิภาพที่จ้าลองห้องปฏิบัติการให้มีลักษณะคล้ายกับสภาวะสิ่งแวดล้อม การใช้
ปริมาณเชื้อ C. neoformans เริ่มต้น เท่ากับ 1×106 CFU/ml นั้น เนื่องมาจาก ผลการวิจัยนี้แยก
เชื้อ C. neoformans จากสิ่งขับถ่ายนกพิราบ ได้เท่ากับ 1.79×105 CFU/ml  อีกทั้ง เพ่ือให้
สอดคล้องกับมาตรฐาน EU 1656:2002 ที่ก้าหนดใช้ปริมาณเชื้อยีสต์ 1×106 CFU/ml จากพบเชื้อใน
การศึกษานี้เป็นเชื้อในซีโรไทป์ A ทั้งหมด ดังนั้นวิธีการเลือกตัวอย่างเชื้อจากสิ่งขับถ่ายนกพิราบนั้น 
จึงเลือกจากความแตกต่างของสถานที่ที่พบ และชนิดของโฮสต์ ได้แก่ เชื้อจากผู้ป่วย แมว และ 
นกแก้วเลี้ยง ระดับความเข้มข้นและช่วงระยะเวลาสัมผัสของน้้ายาฆ่าเชื้อทั้ง 3 ชนิดต่อเชื้อ              
C. neoformans ที่แยกได้จากตัวอย่างสิ่งขับถ่ายนกพิราบ แมว ผู้ป่วย นกแก้วเลี้ยง ให้ผลการ
ทดสอบท่ีไม่แตกต่างกันแสดงให้เห็นด้วยว่าความแข็งแรงของเชื้อไม่ได้ขึ้นอยู่กับที่มาของเชื้อ และเชื้อ 
C. neoformans ที่พบในสิ่งแวดล้อมอาจเป็นโคลนพันธุกรรมเดียวกับเชื้อที่ก่อโรคในสัตว์ และคน 
(Kaocharoen et al., 2013) ปัจจัยที่ส้าคัญต่อความทนทานต่อสารฆ่าเชื้อและการมีชีวิต คือ ความ
หนาของผนังแคปซูลของเซลล์ ซึ่งจากการสังเกตผ่านกล้องจุลทรรศน์สเตอริโอและวัดความหนา 
ยืนยันได้ว่าเชื้อที่ท้าการศึกษามีความหนาของผนังแคปซูลที่ไม่แตกต่างกัน  

สารอินทรีย์ เช่น ดิน มูลสัตว์ เลือด เป็นปัจจัยที่มีผลกระทบต่อการออกฤทธิ์ของน้้ายาฆ่าเชื้อ 
ส่งผลให้น้้ายาฆ่าเชื้อมีประสิทธิภาพลดลง เนื่องจาก องค์ประกอบในสารอินทรีย์ท้าหน้าที่ป้องกันไม่ให้
น้้ายาฆ่าเชื้อเข้าไปท้าลายเชื้อและลดการออกฤทธิ์ของน้้ายาฆ่าเชื้อได้ (Dvorak, 2008) จากการศึกษา
ก่อนหน้านี้ พบว่า จะต้องใช้น้้ายาฆ่าเชื้อที่มีความเข้มข้นสูงหรือระยะเวลาสัมผัสเชื้อเพ่ิมมากขึ้นใน
ภาวะที่มสีารอินทรีย์ปนเปื้อน เมื่อเปรียบกับเชื้อบริสุทธิ์ (Stringfellow et al., 2009)  แต่ การศึกษา
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ดังกล่าว เป็นผลของการประเมินประสิทธิภาพของน้้ายาฆ่าเชื้อต่อเชื้อแบคทีเรียและเชื้อราทั่วไป 
รายงานนี้เป็นรายงานแรกท่ีสามารถแสดงค่าความเข้มข้นและระยะเวลาที่เหมาะสมของการใช้สารฆ่า
เชื้อต่อเชื้อ C. neoformans ในภาวะปนเปื้อนสารอินทรีย์ ซึ่งน้าไปปรับใช้ได้จริงในการลดการ
ปนเปื้อนในพ้ืนที่ที่ เป็นแหล่งระบาด เนื่องจากคุณสมบัติของสารอินทรีย์แต่ละชนิดอาจท้าให้
ประสิทธิภาพของน้้ายาฆ่าเชื้อแตกต่างกันได ้การวิจัยนี้จึงลือกใช้สิ่งขับถ่ายนกพิราบปราศจากเชื้อเป็น
สารอินทรีย์ในการทดสอบซึ่งเท่ากับเป็นการจ้าลองเป้าหมายของการท้าลายเชื้อในสภาพจริง ในสิ่ง
ขับถ่ายนกพิราบ ประกอบด้วย โปรตีน คาร์โปไฮเดรต รวมทั้ง กรดยูริค ที่ส่งผลต่อการออกฤทธิ์และ
ลดประสิทธิภาพของน้้ายาฆ่าเชื้อ แต่อย่างไรก็ตาม การทดสอบนี้เป็นการทดสอบในห้องปฏิบิติการ
โดยทดสอบสภาวะแบบเปียก เมื่อน้าไปใช้ในสิ่งแวดล้อมที่อยู่ในสภาวะแบบแห้งนั้น อาจท้าให้ผลการ
ทดลองไม่เหมือนกัน ดังนั้น การทดสอบนี้เพื่อให้ได้ผลระดับความเข้มข้นและระยะเวลาสัมผัสเชื้อของ
น้้ายาฆ่าเชื้อที่ใกล้เคียงและเหมาะกับการน้าไปใช้ในสิ่งแวดล้อมได้ 

น้้ายาฆ่าเชื้อผลิตภัณฑ์ A ท้าลายเชื้อ C. neoformans บริสุทธิ์ ที่ระดับความเข้มข้นร้อยละ 
0.50 ระยะเวลา 3 นาที และ ความเข้มข้นร้อยละ 1 ระยะเวลา 1 นาที ซึ่งช่วงระดับความเข้มและ
ระยะเวลาดังกล่าวอยู่ในเกณฑ์แนะน้าส้าหรับใช้ฆ่าเชื้อราและยีสต์ รวมทั้ ง ผลดังกล่าวใกล้เคียงกับ
การศึกษากับเชื้อ C. albicans ก่อนนี้ (Kramontong et al., 2010) ในภาวะเชื้อปนเปื้อนสิ่งขับถ่าย
นกพิราบ น้้ายาฆ่าเชื้อผลิตภัณฑ์ A ที่ 0.5% ไม่สามารถท้าลายเชื้อในระยะเวลาที่ศึกษาได้ แต่จะต้อง
เพ่ิมความเข้มข้นมากขึ้น 2 เท่า และระยะเวลามากขึ้น 10 เท่า ด้วยคุณสมบัติของน้้ายาฆ่าเชื้อ 
Virusnip® ที่มีส่วนผสมของ potassium monopersulphate (PMP) และ sodium 
dichloroisocyanurate (SDIC) ท้าหน้าที่เป็นสารออกซิไดซ์และสารอินทรีย์คัดหลั่งคลอรีนตามล้าดับ 
ซึ่งมีการออกฤทธิ์คล้ายกับน้้ายาฆ่าเชื้อผลิตภัณฑ์ B โดยจะหลั่งคลอรีนท้าลายต่อเชื้อ  แต่เมื่ออยู่ใน
ภาวะปนเปื้อนสารอินทรีย์ คลอรีนมีความไวต่อสารอินทรีย์ (McDonnell and Russell, 1999) ท้าให้
ประสิทธิภาพท้าลายเชื้อต่้าลง  

น้้ายาฆ่าเชื้อผลิตภัณฑ์ B มีส่วนผสมของสาร sodium hypochlorite จากการวิจัยนี้น้้ายา
ฆ่าเชื้อผลิตภัณฑ์ B ท้าลายเชื้อ C. neoformans ที่ระดับความเข้มข้นร้อยละ 0.33 เวลา 10 นาที 
และ ความเข้มข้นร้อยละ 0.50 เวลา 3 นาที ช่วงความเข้มข้นและระยะเวลาดังกล่าวนี้มีใกล้เคียงกับ
การศึกษาก่อนหน้านี้ และแสดงให้เห็นว่าการเพ่ิมความเข้มข้มสามารถเพ่ิมประสิทธิภาพการฆ่าเชื้อได้
จริง ในขณะที่การลดการปนเปื้อนที่อยู่ในสิ่งขับถ่ายของนกพิราบต้องใช้ความเข้มข้นและระยะเวลาที่
มากขึ้นเช่นเดียวกัน  

น้้ายาฆ่าเชื้อผลิตภัณฑ์ C จัดอยู่ในกลุ่มควอเทอนารีแอมโมเนียม มีส่วนผสมของ isopropyl 
alcohol, tridecl ceteth alcohol และ benzalkonium chloride ซึ่งคุณสมบัติที่ระบุในเอกสาร
การค้าของผลิตภัณฑ์สามารถออกฤทธิ์ได้ดีเมื่อมีสารอินทรีย์ปนเปื้อน (Conte et al., 2007) ซึ่งจาก
การวิจัยนี้ น้้ายาฆ่าเชื้อผลิตภัณฑ์ C ท้าลายเชื้อ C. neoformans ที่ระดับความเข้มข้นร้อยละ 0.031 
เวลา 1 นาที และในภาวะปนเปื้อนสิ่งขับถ่ายนกพิราบท้าลายเชื้อที่ระดับความเข้มข้น 0.0625 เวลา 
30 นาที ซึ่งช่วงระดับความเข้มข้นดังกล่าวมีค่าต่้ากว่าระดับความเข้มข้นของผู้ผลิตน้้ายาฆ่าเชื้อ 
ผลิตภัณฑ์ C ที่ก้าหนดความเข้มข้นร้อยละ 0.5 ถึง 2.5 ยังสามารถฆ่าเชื้อ C. neoformans ได้  
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น้้ายาฆ่าเชื้อทั้ง 3 ชนิด เป็นผลิตภัณฑ์ที่วางจ้าหน่ายในท้องตลาด แต่ละชนิดมีความเป็นพิษ
และออกฤทธิ์ท้าลายเชื้อที่แตกต่าง ซึ่งการเลือกใช้น้้ายาฆ่าเชื้อเพ่ือท้าลายเชื้อ C. neoformans ใน
สิ่งแวดล้อม ควรค้านึงถึงระดับความเข้มข้นและระยะเวลาที่ใช้เหมาะสม ราคา ความเป็นพิษที่ต่อผู้ใช้
และผลสารเคมีที่ตกค้างต่อสิ่งแวดล้อม เมื่อเปรียบเทียบการออกฤทธิ์ฆ่าเชื้อ C. neoformans ที่
ปนเปื้อนสิ่งขับถ่ายนกพิราบ ผลิตภัณฑ์ C มีประสิทธิภาพฆ่าเชื้อที่ดีสุดและมีราคาต่อหน่วยการใช้ต่้า
กว่าผลิตภัณฑ์ชนิดอ่ืน ส่วนในแง่ ผลความเป็นพิษต่อผู้ปฏิบัติงาน น้้ายาฆ่าเชื้อทั้ง 3 ชนิด ไม่ท้าให้
ระคายเคืองต่อผิวหนังและไม่อันตรายต่อเยื่อเมือกระบบทางเดินหายใจ เมื่อใช้ระดับความเข้มข้นตาม
ค้าแนะน้าของผู้ผลิตน้้ายาฆ่าเชื้อท้ัง 3 ชนิด (CDC,2008)   
 
5.3 สรุปผลการวิจัย 

พบการแพร่กระจายของเชื้อ C. neoformans จากสิ่งขับถ่ายนกพิราบร้อยละ 10.97 ใน
กรุงเทพมหานคร ในเขตหนองแขม เขตคลองเตย เขตลาดพร้าว และมีโอกาสพบเชื้อในสิ่งขับถ่ายชนิด
แห้งในทุกสถานที่ที่ส้ารวจ สามารถแนะน้าระดับความเข้มข้นและระยะเวลาสัมผัสของน้้ายาฆ่าเชื้อ
ชนิดเพื่อเพ่ิมประสิทธิภาพการฆ่าเชื้อ C. neoformans ที่ปนเปื้อนในสิ่งขับถ่ายนกพิราบในสิ่งขับถ่าย
นกพิราบอย่างเป็นรูปธรรมได้  
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ภาคผนวก ก 
อาหารเพาะเลี้ยงเชื้อและสารเคมี 

1. Sabouraud dextrose agar (SDA) 
 Enzymatic digest of Casein 5  กรัม 
 Enzymatic digest of animal tissue  5  กรัม 

Dextrose 40  กรัม 
Agar powder 15  กรัม 
Distilled water  1  ลิตร 

  
2. Caffeic acid agar (CA) 
 Sabouraud dextrose agar 1  กรัม 
 Potato dextrose agar 1  กรัม 
 Agar powder 1.5  กรัม 
 Distilled water 70  มิลลิลิตร 
  Caffeic acid  0.05 กรัม 
 Distilled water 30  มิลลิลตร 
     
3. Peptone solution diluents (PDS) 
  Peptone      1  กรัม 
 Sodium Chloride     8.5  กรัม 
 Distilled water      1  ลิตร 
 pH 7.0 ± 0.2  
 
4. 0.85% Normal saline 
 Sodium chloride 0.85 กรัม 
 Distilled water    1  ลิตร 
 
5. Yeast extract peptone dextrose broth (YPDB) 
 Yeast extract  10  กรัม 
 Peptone 20  กรัม 
 Dextrose       20  กรัม 
 Distilled water  1  ลิตร 
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6. Yeast extract peptone dextrose agar (YPDA) 
 Yeast extract  10  กรัม 
 Peptone 20  กรัม 
 Dextrose       20  กรัม 
 Agar powder       15  กรัม 
 Distilled water        1   ลิตร 
 
7. 10X Phosphate buffered saline 
 Sodium chloride 40  กรัม 
 Potassium chloride 1  กรัม 
 Disodium hydrogen phosphate 14.5 กรัม 
 Monopotassium phosphate 1  กรัม 
 Distilled water  500  มิลลิลิตร 
 pH 7.2 ± 0.2  
 
8. 60% glycerol 
 Glycerol  30  มิลลิลิตร 
 Distilled water  20  มิลลิลิตร 
 
9. Urea agar 
 Peptone   5  กรัม 
 Sodium chloride 5  กรัม 
 Monopotassium phosphate 2  กรัม 
 Agar powder  20  กรัม 
 Distilled water  1  ลิตร 
 Phenol red   6  มิลลิลิตร 
 20% Urea  20  มิลลิลิตร 
 50% Glucose  4  มิลลิลิตร 
หมายเหตุ ฆ่าเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 15 นาที ต่อจากนั้น จึงเติม 20%Urea และ 50% 
glucose ตามล้าดับ 
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10.  Broth sugar 
 Peptone  10  กรัม 
 Beef extract  3  กรัม 
 Sodium chloride 5  กรัม 
 Distilled water  100  มิลลิลิตร 
 Bromthymol blue 0.2  มิลลิลิตร 
 
11. D/E neutralizing agar 
 Pancreatic digest of casein 5  กรัม 
 Yeast extracts  2.5  กรัม 
 Dextrose  10  กรัม 
 Sodium thioglycollate 1.0  กรัม 
 Sodium thiosulfate 6.0  กรัม 
 Sodium bisulfate 2.5  กรัม 
 Polysorbate 80 5.0  กรัม 
 Lecithin  7.0  กรัม 
 Bromcresol purple 0.02 กรัม 
 Distilled water  1  ลิตร   
  
12. 10X Tris Borate EDTA (TBE) 
 Tris Base  108  กรัม 
 Boric acid  55  กรัม 
 EDTA (pH8.0)  40  มิลลิลิตร 
 Distilled water  1  ลิตร   
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ภาคผนวก ข 
อัตราการรอดของเชื้ออ้างอิง C. neoformans ภายหลังการสัมผัสกับน้ ายาฆ่าเช้ือ 
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ภาคผนวก ค 
ส่วนประกอบของน้ าผลิตภัณฑ์น้ ายาฆ่าเชื้อ 

 

1. กลุ่มโพแทสเซียม โมโนเปอร์ซัลเฟต (ผลิตภัณฑ์ A) 

 ส่วนประกอบ ความเข้มข้น (%W/W) 

- Potassium peroxymonosulphate 50.0 

- Sodium dichloroisocyanurate 5.0 

 

2. กลุ่มโซเดียมไฮโปคลอไรด์ (ผลิตภัณฑ์ B) 

 ส่วนประกอบ ความเข้มข้น (%W/W) 

- Sodium hypochlorite 6.0 

- Other ingradients 5.0 

 

3. กลุ่มควอเทอนารีแอมโนเนียม (ผลิตภัณฑ์ C) 

 ส่วนประกอบ ความเข้มข้น (%W/W) 

- N-benzyl-N-dodecyl-N,N-dimethyl-ammonium Chlorite/ 100 

N-benzyl-N,N-dimethyl-N-tetredecyl-ammonium Chlorite 
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ประวัติผู้เขียนวิทยานิพนธ์ 
 

นางสาวปฐมพร คลังวิเชียร เกิดเมื่อวันที่ 8 พฤษภาคม พ.ศ. 2532 ที่จังหวัดอุตรดิตถ์ 
ส้าเร็จการศึกษาระดับปริญญาตรี วิทยาศาสตรบัณฑิต (เทคนิคการสัตวแพทย์) เกียรตินิยมอันดับที่ 1 
คณะเทคนิคการสัตวแพทย์ มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ ปี 2550 

 ผลงานที่น้าเสนอในงานวิชาการ มีดังนี้ 

1. เรื่อง Preliminary surveillance of yeasts from pigeon droppings in 
temple areas and pet shops in Bangkok. ในงานการประชุมวิชาการบ้าบัดโรคสัตว์เลี้ยง ครั้งที่ 
18 วันที่ 13-16 พฤษภาคม พ.ศ. 2555 

2. เรื่อง Incidence of Cryptococcus neoformans from pigeon droppings in 
Bangkok and Nakhonpathom province, Thailand, during 2012. ในงานการประชุมวิชาการ
การนานาชาติทางสัตวแพทย์และการเลี้ยงสัตว์ ครั้งที่ 38 วันที่ 13-16 มกราคม พ.ศ. 2556 
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