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บทคัดย่อ
ค้างคาวเป็นพาหะของเชือ้จุลชพีหลายชนิด โดยมมีลูค้างคาวเป็นแหล่งสะสมของเชือ้ชนดิต่างๆ ทีส่ามารถ

แพร่กระจายสูส่ิง่แวดล้อมและน�ำไปสูก่ารก่อโรคติดเชือ้โรคในมนษุย์ได้ การศกึษาครัง้นีจ้งึมวีตัถุประสงค์ท่ีจะศกึษา
แบคทเีรยีและเช้ือราทีป่ะปนในมลูค้างคาว ซ่ึงตัวอย่างมลูค้างคาวนัน้ท�ำการเกบ็จากพืน้ท่ีถ�ำ้ท่ีมกีารจ�ำกดัการเข้าถึง 
จากนั้นท�ำการเจือจางด้วยวิธีเจือจางตัวอย่างลงครั้งละ 10 เท่า (10-fold dilutions) ลงในอาหารเลี้ยงเช้ือ  
ในเบื้องต้นผู้วิจัยมุ่งเน้นศึกษาเชื้อราที่พบในมูลค้างคาวจึงเลือกใช้อาหารเลี้ยงเชื้อ Sabouraud Dextrose Agar 
ที่ใส่ยาคลอแรมเฟนิคอล (Chloramphenicol) บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48-72 ชั่วโมง คัดเลือกโคโลนี
และเพาะเลีย้งเชือ้ใหไ้ด้โคโลนบีรสิุทธิ์ น�ำไปวเิคราะห์ด้วยเครือ่ง MALDI-TOF MS จากการศึกษาไม่พบการเจรญิ
ของเชื้อในค่าการเจือจางที่ 10-4 ถึง 10-7 แต่พบการเจริญของเชื้อในค่าการเจือจางที่ 10-1, 10-2 และ 10-3 เท่า 
นอกจากนี้ ได้ท�ำการเพิ่มความหลากหลายของอาหารเล้ียงเช้ือ ได้แก่ Sabouraud Dextrose Agar, Potato 
dextrose agar และ Malt extract agar ซึ่งผสมยาคลอแรมเฟนิคอล และเพิ่มสภาวะการบ่มที่ 25 และ 37  
องศาเซลเซยีส ผลการศกึษาพบว่าจากโคโลนีทีท่�ำการคัดเลือกหลังการเพาะเลีย้ง มท้ัีงหมด 28 ไอโซเลท แบ่งได้เป็น
เชือ้แบคทเีรียและเชือ้รา ผลการวเิคราะห์ด้วยเครือ่ง MALDI-TOF MS ระบุเชือ้ได้เพยีง 9 ไอโซเลท กลุม่แบคทเีรยี 
8 เชือ้ ได้แก่ Providencia stuartii, Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens, Alcaligenes faecalis, 
Proteus mirabilis, Ochrobactrum intermedium, Achromobacter xylosoxidans และ 
Stenotrophomonas maltophilia และกลุม่ราพบ 1 เชือ้ คอื Aspergillus versicolor ส่วนโคโลนทีีไ่ม่สามารถ
ระบุชนดิได้จากการวเิคราะห์ด้วยเครือ่ง MALDI-TOF MS ได้คดัเลือกไปท�ำการวเิคราะห์ด้วยวธีิ DNA sequencing 
และได้ผลเพิ่มเติมเป็นเชื้อ Cladosporium perangustum ซึ่งเป็นเชื้อราสาย จากการศึกษาครั้งนี้พบว่า 
เชื้อจุลชีพส่วนใหญ่ที่พบเป็นเชื้อแบคทีเรียที่พบในธรรมชาติ และบางเชื้อพบมีรายงานก่อโรคติดเชื้อฉวยโอกาส
ในมนุษย์ ผลจากงานวิจัยนี้สามารถน�ำไปต่อยอด และน�ำข้อมูลที่ได้ไปสู่การเฝ้าระวังหรือใช้เตือนภัยส�ำหรับผู้ที่มี
ความเสี่ยงในการสัมผัสมูลค้างคาวได้
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Abstract
Bats serve as carriers for various pathogens, with bat guano acting as a reservoir for 

microorganisms that can spread to the environment and cause infectious diseases in humans. 
This study aims to investigate the bacteria and fungi present in bat guano. Samples of bat guano 
were collected from restricted access cave areas and diluted using 10-fold dilutions into culture 
media. Initially, the researchers focused on studying fungi in bat guano, using Sabouraud Dextrose 
Agar supplemented with Chloramphenicol, and incubating at 37°C for 48-72 hours. Colonies 
were isolated, and pure cultures were obtained for analysis using MALDI-TOF MS. No fungal 
growth was observed at dilutions of 10-4 to 10-7, but growth occurred at dilutions of 10-1, 10-2, 
and 10-3. Additionally, the variety of culture media was expanded to include Sabouraud Dextrose 
Agar, Potato Dextrose Agar, and Malt Extract Agar, supplemented with Chloramphenicol, and 
incubated at 25 and 37°C. Analysis revealed 28 isolates after selective culturing, comprising 
both bacteria and fungi. MALDI-TOF MS identified 9 bacterial isolates, including Providencia 
stuartii, Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens, Alcaligenes faecalis, Proteus mirabilis, 
Ochrobactrum intermedium, Achromobacter xylosoxidans, and Stenotrophomonas maltophilia. 
One fungal isolate was identified as Aspergillus versicolor. Unidentified isolates underwent DNA 
sequencing, revealing Cladosporium perangustum. This study highlights that the majority of 
microorganisms present in bat guano are naturally occurring bacteria, some of which are known 
to cause infectious diseases in humans. These findings contribute to further research and can 
be used to warn individuals at risk of bat guano exposure.
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บทน�ำ
	 ค้างคาว (Order: Chiroptera) เป็นสิ่งมีชีวิต
ที่มีความหลากหลายสูงเป็นกลุ่มสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม 
ทีม่มีากกว่า 1,400 สายพนัธุท์ีแ่ตกต่างกนั โดยคดิเป็น
ร้อยละ 25 ของสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมทั้งหมด มีความ
สามารถในการอาศยัอยูใ่นโพรงนเิวศและสภาพแวดล้อม
ท่ีหลากหลาย1,2 ค้างคาวใช้เวลาทั้งหมดประมาณ 
ครึ่งหน่ึงของชีวิตอยู่ในถ�้ำ ท�ำให้ที่อยู่อาศัยนี้มีผลต่อ
ชีววิทยาและระบบนิเวศของค้างคาวเป็นอย่างมาก 
ค้างคาวที่อาศัยอยู ่ในถ�้ำจะน�ำทรัพยากรอินทรีย ์
มาสู ่สิ่งแวดล้อมผ่านมูลค้างคาวหรือจากซากของ 
ตัวค้างคาวเอง ในถ�้ำหนึ่งแห่งอาจพบค้างคาวได้ 
หลายชนิด ต้ังแต่ค้างคาวที่กินน�้ำหวานไปจนถึง
ค้างคาวกินผลไม้ กินแมลง และค้างคาวกินเลือด  
ดังนัน้ มลูค้างคาวทีพ่บในถ�ำ้จงึมลีกัษณะทางกายภาพ
และทางเคมีที่แตกต่างกันจึงตอกย�้ำความส�ำคัญทาง
นิเวศวิทยาของค้างคาวในถ�้ำ3 แม้ว่าค้างคาวจะมีการ
แพร่หลายทางภูมิศาสตร์ แต่ในทางนิเวศวิทยาของ
จุลินทรีย ์และบทบาทที่เกี่ยวข้องกับสุขภาพและ
พฤติกรรมของค้างคาวนั้นยังมีการศึกษาไม่มากนัก 
โดยเฉพาะจุลินทรีย์ที่อาศัยอยู่ในมูลค้างคาว ซึ่งอาจ
เกี่ยวข้องกับการแพร่เชื้อโรคสู่มนุษย์4

	 เป็นที่ทราบกันว่าค้างคาวเป็นแหล่งสะสม
ของเชื้อจุลชีพต่างๆ ทั้ง แบคทีเรีย ไวรัส และเชื้อรา
มากมาย เชื้อไวรัสที่มีค้างคาวเป็นพาหะ เช่น SARS-
CoV, ไวรัสโรคพษิสนุขับ้า (Rabies virus), ไวรสัอโีบลา 
(Ebola virus) และไวรัสนปิาห์ (Nipah virus) เป็นต้น5 
ซ่ึงเช้ือไวรสัเหล่านีบ้างชนิดถกูจัดอยูใ่นโรคติดต่อทีต้่อง
เฝ้าระวัง และโรคติดต่ออันตราย เนื่องจากเช้ือก่อให้
เกิดโรคที่มีความรุนแรงและบางชนิดสามารถแพร่
กระจายได้ง่าย อกีทัง้เช้ือไวรสับางชนดิยงัไม่มยีารกัษา
หรือวัคซีนป้องกัน ท�ำให้เมื่อเกิดการติดเชื้อและเกิด
การแพร่ระบาดก็จะท�ำให้เกิดความเสียหายรุนแรงที่
ยากต่อการควบคมุและอาจส่งผลให้เกดิความเสยีหาย
ในระยะยาวซึง่ยากต่อการฟ้ืนฟไูด้ จากการศกึษาอืน่ๆ 
ยงัแสดงให้เหน็ว่าในมลูค้างคาวอาจมแีบคทเีรยีก่อโรคได้ 

เช ่น Burkholder ia ,  Corynebacter ium , 
Francisella, Legionella, Mycobacterium, 
Pseudomonas, Yersinia, Campylobacter และ 
Rickettsia6,8,11-14 
	 นอกจากเช้ือไวรัสและเช้ือแบคทีเรีย ในมูล
ค้างคาวยงัสามารถพบเชือ้ราได้ โดยเช้ือราทีพ่บก่อโรค
ในมนุษย์ เช่น Histoplasma capsulatum ซึ่งเป็น
เชื้อราชนิดไดมอร์ฟิค ท�ำให้เกิดโรค Histoplasmosis 
โดยเกิดจากการสูดหายใจน�ำเอาสปอร์ของเช้ือเข้าไป
ในระบบทางเดนิหายใจ ท�ำให้เกดิการตดิเชือ้ทีบ่รเิวณ
ปอดและอาจแพร่กระจายสูอ่วยัวะอืน่ได้ในผูป่้วยกลุม่
ท่ีมีภูมิคุ้มกันบกพร่อง7 เช้ือชนิดนี้พบได้ในดินท่ีมีการ
ปนเป้ือนของมลูค้างคาว เน่ืองจากดนิทีมี่ส่วนผสมของ
มูลค้างคาวจะมีไนโตรเจนสูง ซ่ึงเหมาะกับการเจริญ
ของเชื้อ อีกทั้งยังมีการรายงานการพบเชื้อราอื่นๆ ใน
มูลค้างคาวได้ เช่น Coccidioides, Blastomyces 
dermatitidis, Cryptococcus neoformans และ
พบเช้ือราก่อโรคฉวยโอกาสจากจ�ำพวก Candida, 
Meyerozima, Trichophyton, Trichosporon, 
Microsporum, Sporotrix, Chrysosporium, 
Geomyces, Aspergillus, Penicillium และ 
Fusarium8–11

	 แสดงให้เหน็ว่ามลูค้างคาวอาจเป็นแหล่งท่ีมา
ของจุลินทรีย์ก่อโรคที่อาจเป็นอันตรายส�ำหรับมนุษย์
และสตัว์ ค้างคาวหลายชนดิมกัมกีารอพยพย้ายถิน่เพือ่
หาแหล่งอาหารตามฤดกูาล ซ่ึงการอพยพของค้างคาว
ในระยะทางไกลอาจส่งผลท�ำให้เพิม่โอกาสในการแพร่
กระจายเชื้อไปยังพื้นที่ทางภูมิศาสตร์ที่แตกต่างกัน 
และเพิ่มโอกาสในการติดเช้ือหรือการแพร่ระบาดของ
โรคต่างถิ่น 
	 ในหลายภมูภิาคของโลก มลูค้างคาวโดยเฉพาะ
อย่างยิง่มลูค้างคาวสดถกูน�ำมาใช้ในการเกษตร ในฐานะ
ปุ๋ยอนิทรีย์ชวีภาพเพือ่ปรบัปรงุความอดุมสมบูรณ์ของ
ดนิทีใ่ช้ในการปลกูพชื ท�ำให้ได้พชืผลทางการเกษตรที่
มปีรมิาณและคณุภาพท่ีมากข้ึน9 อย่างไรกต็าม ในพืน้ท่ี
ท่ีมีการใช้มูลค้างคาวเป็นปุ๋ยอินทรีย์ในปริมาณมาก  
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คนงานภาคเกษตรอาจมีความเสี่ยงเพิ่มขึ้นจากการ
สัมผัสกับเชื้อโรคท่ีอยู่ในผลผลิตที่มีมูลค้างคาวปะปน 
ซึ่งอาจท�ำให้ผลิตภัณฑ์อาหารที่ได้มีการปนเปื้อนหรือ
อาจส่งผลให้มีการติดเชื้อในปศุสัตว์ได้ เนื่องจากเชื้อ
สามารถแพร่กระจายสู ่สิ่งแวดล้อมได้ผ ่านการมี
ปฏิสัมพันธ์กับสัตว์ การทานอาหารดิบ การปนเปื้อน
ในน�้ำ และจากการติดเชื้อในมนุษย์10

	 มูลค้างคาว (Bat guano) จัดเป็นหน่ึงใน
แหล่งกักเก็บหรือพาหะของจุลชีพหลากหลายชนิด 
ที่ส่งผลกระทบและก่อโรคในคนได้ท้ังทางตรงและ 
ทางอ้อม ส�ำหรับประเทศไทยยังมีการศึกษาจุลชีพ 
ก่อโรคในคนที่ปะปนมากับมูลค้างคาวไม่มากนัก  
โดยเฉพาะค้างคาวที่อยู่ในถ�้ำระบบปิด ซึ่งจัดเป็นถ�้ำ 
ที่จ�ำกัดบุคคลเข้าออกอย่างเคร่งครัด การศึกษานี้ 
จึงมุ่งเน้นการศึกษาจลุชพีทีป่ะปนในมลูค้างคาว โดย 
ใช้เทคนิคการวิเคราะห์ด้วยเครื่อง Matrix-assisted 
laser desorption ionization time-of-flight mass 
spectrometry (MALDI-TOF MS) ที่ได้รับอนุญาต 
ให้จัดเก็บจากถ�้ำที่ได้รับการควบคุมการเข้าออกถ�้ำ
อย่างเคร่งครัด คือ ถ�้ำแดนมหามงคล และถ�้ำโปร่งฟ้า 
ในอ�ำเภอไทรโยค จังหวัดกาญจนบุรี ประเทศไทย

วัตถุประสงค์
เพือ่ศกึษาจลุชพีโดยเฉพาะอย่างยิง่กลุม่เชือ้รา

ทีป่ะปนในมูลค้างคาว ทีไ่ด้รบัอนญุาตให้จัดเกบ็จากถ�ำ้
ทีไ่ด้รับการควบคมุการเข้าออกถ�ำ้อย่างเคร่งครดั ได้แก่ 
ถ�้ำแดนมหามงคล และถ�้ำโปร่งฟ้า ในอ�ำเภอไทรโยค 
จังหวัดกาญจนบุรี ประเทศไทย โดยใช้เทคนิคการ
วิเคราะห์ด้วยเครื่อง MALDI-TOF MS และการหา
ล�ำดับเบส

วิธีการศึกษา
1. การเก็บตัวอย่างมูลค้างคาว

ตวัอย่างมลูค้างคาวถกูเกบ็จากถ�ำ้ทีไ่ด้รบัการ
ควบคุมการเข้าออกถ�้ำอย่างเคร่งครัด ได้แก่ ถ�้ำแดน
มหามงคล และถ�้ำโปร่งฟ้า ในอ�ำเภอไทรโยค จังหวัด

กาญจนบุรี ประเทศไทย ในระหว่าง 6-10 ธันวาคม 
2565 ท�ำการเก็บมูลค้างคาวโดยคัดเลือกบริเวณท่ีม ี
มูลค้างคาวกองบนพื้นมากท่ีสุด ท�ำการวางแท่นเก็บ 
มูลค้างคาวบริเวณรอบจุดที่พบปริมาณมูลมากที่สุด
จ�ำนวน 12 จดุ โดยด้านบนของแท่นมฟีอยล์เพือ่รองรบั
มูลของค้างคาวที่ปล่อยออกมาทางด้านบนของถ�้ำ  
รอเวลาและหลังจากนั้นน�ำมูลที่เก็บได้จากทั้ง 12 จุด
มารวมกันบรรจุลงถุงซิปล็อคปราศจากเช้ือ จากนั้น 
เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส

งานวจิยันีไ้ด้ผ่านการรบัรองอนมุตัใิห้ด�ำเนนิการ
วิจัยด้านความปลอดภัยทางชีวภาพในงานวิจัยตาม
รหัสการวิจัย IBC 003/2566 และ Documentary 
Proof of Ethical Clearance by the Faculty of 
Tropical Medicine - Animal Care and Use 
Committee รหัสการวิจัย 16-2021E

2. การเพาะเลีย้งเชือ้จากตวัอย่างมลูค้างคาวในห้อง
ปฏิบัติการ

ชั่งตัวอย่างจ�ำนวน 5 กรัม ใส่ลงในหลอด 
เซนตฟิิว (Centrifuge Tube) ทีบ่รรจสุารละลาย NSS 
0.85% ปรมิาตร 45 มลิลลิติร ป่ันให้มูลค้างคาวละลาย
ให้ทั่วหลอด ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องประมาณ 20 นาที 
เพื่อให้มูลค้างคาวตกตะกอน จากนั้นท�ำการเจือจาง
ด้วยวิธีเจือจางตัวอย่างลงครั้งละ 10 เท่า จนได้ค่าการ
เจอืจางที ่10-4 ถงึ 10-7 ดดูสารละลายของแต่ละค่าการ
เจือจางปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงบนอาหาร 
Sabouraud dextrose agar (SDA, HImedia, India) 
ที่เติมยาคลอแรมเฟนิคอล (50 mg/L) pH = 5.6±0.2 
จากนั้นท�ำให้เช้ือกระจายในจานเพาะเช้ือ (Spread 
plate) จนกระทั่งเพลทแห้ง น�ำไปบ่ม ที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 48-72 ชั่วโมง คัดเลือก
โคโลนีที่มีลักษณะแตกต่างกันทุกไอโซเลท จากนั้น
ท�ำการเพาะเลี้ยงอีกครั้งบนอาหาร Sabouraud 
Dextrose Agar ให้ได้โคโลนบีรสิทุธิ ์จากการศึกษาพบว่า
ค่าการเจือจางที่ 10-4 ถึง 10-7 ไม่พบการเจริญของเชื้อ 
จงึเพิม่ค่าการเจอืจางให้สงูขึน้เป็น 10-1, 10-2 และ 10-3 
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นอกจากนี ้ได้ท�ำการเพิม่ความหลากหลายของอาหาร
เลีย้งเชือ้ ได้แก่ Sabouraud Dextrose Agar, Potato 
dextrose agar และ Malt extract agar ซึ่งผสมยา
คลอแรมเฟนิคอลและเพิม่สภาวะการบ่มที ่25 และ 37 
องศาเซลเซียส12

3. การตรวจหาชนิดของจุลชีพด้วยเครือ่ง MALDI-TOF 
MS
	 การจ�ำแนกเชื้อด้วย MALDI-TOF MS จะใช้
วิธีการทดสอบแบบ Extraction method ท�ำได้โดย
เพาะเชื้อบริสุทธิ์แต่ละไอโซเลท บนอาหาร SDA บ่มที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 48 ชั่วโมง 
เขี่ยโคโลนีเชื้อ 1 ไมโครลิตร inoculation loop ใส่ใน 
HPLC-grade water 300 ไมโครลิตร จากนั้นเติม 
เอทานอล 900 ไมโครลิตร แล้วท�ำการปั่นเหวี่ยงที่ 
13,000-15,000 rpm เป็นเวลา 2 นาท ีแล้วใช้ปิเปตต์ 
แยกส่วน supernatant ออก ท�ำการปั่นเหวี่ยงและ
แยกส่วน supernatant ออกซ�้ำอีกครั้ง จากนั้นน�ำมา
ผึง่ทีอ่ณุหภูมห้ิองเป็นเวลาอย่างน้อย 5 นาท ีเติม 70% 
formic acid 25 ไมโครลิตร แล้วใช้ปิเปตต์ผสมสาร 
จากนั้นเติม 100% Acetonitrile 25 ไมโครลิตร แล้ว
ท�ำการปั่นเหวี่ยงที่ 13,000-15,000 rpm เป็นเวลา 2 
นาที น�ำส่วน supernatant 1 ไมโครลิตร หยดลงบน 
MALDI target plate ผึ่งที่อุณหภูมิห้องจนแห้งแล้ว 
จึงหยด HCCA matrix solution 1 ไมโครลิตร รอให้
สารแห้ง จึงน�ำไปวิเคราะห์เอกลักษณ์ของเชื้อด้วย
เครื่อง MALDI Biotyper® (MBT) software based 
on MALDI-TOF MS (Bruker, Germany)

4. การตรวจหาชนิดเชื้อราด้วย DNA sequencing
คัดเลือกโคโลนีที่ท�ำการตรวจวิเคราะห์ด้วย

เทคนิค MALDI-TOF MS แล้วได้ผลไม่สามารถระบุได้ 
(Unidentified) มาท�ำการส่งวิเคราะห์ล�ำดับเบสใน
ต�ำแหน่ง ITS (internal transcribed spacer) ด้วย
เทคนิค DNA sequencing ของบริษัท Macrogen 
ประเทศสาธารณรัฐเกาหลี 

ผลการศึกษา
1. ลักษณะตัวอย่างมูลค้างคาวถ�้ำ

มลูค้างคาวมสีนี�ำ้ตาลถงึด�ำ มลีกัษณะเป็นผง
ขนาดเล็ก มีกลิ่นฉุนช้ืน จ�ำนวน 1 ถุง ซึ่งเก็บจาก
ต�ำแหน่งทั่วพื้นที่ของถ�้ำจ�ำนวน 50 ต�ำแหน่ง จากนั้น
ท�ำการแบ่งตัวอย่างส�ำหรับบรรจุในหลอดเซนติฟิว  
เพื่อใช้ในการเพาะเลี้ยงเชื้อ

2. ผลการเพาะเลี้ยงเชื้อจากตัวอย่างมูลค้างคาว
2.1 ผลการแยกเชื้อจากมูลค้างคาว

อาหารเลี้ยงเชื้อ SDA ที่มีส ่วนผสมของ 
ยาคลอแรมเฟนิคอลบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  
ที่ค่าการเจือจางที่ 10-4 ถึง 10-7 เป็นระยะเวลา 7 วัน 
ไม่พบการเจริญของเชื้อ จึงได้ท�ำการทดสอบซ�้ำ โดย
เปลี่ยนค่าการเจือจางให้สูงขึ้น ซึ่งค่าที่ใช้ทดสอบที่ค่า
การเจอืจางท่ี 10-1, 10-2 และ 10-3 นอกจากนี ้ได้ท�ำการ
เพิม่ความหลากหลายของอาหารเลีย้งเชือ้ ได้แก่ SDA, 
Potato dextrose agar (PDA, HImedia, India)  
และ Malt extract agar (MEA, HImedia, India)  
ซึ่งผสมยาคลอแรมเฟนิคอลตลอดจนท�ำการเพิ่ม
สภาวะการบ่มให้มีอุณหภูมิแตกต่างกัน อาทิ 25 และ 
37 องศาเซลเซียส พบว่าเริ่มมีโคโลนีปรากฏในวันที่ 7 
บนอาหาร SDA ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส และ 
ไม่พบการเจริญของอาหารเลี้ยงเชื้อในสภาวะอื่นๆ  
จึงท�ำการบ่มต่อ จากนั้นจึงพบการเจริญของเชื้อ PDA 
ท่ี 25 องศาเซลเซียส เมื่อบ่มเป็นระยะเวลา 10 วัน 
ส�ำหรับอาหาร MEA ปรากฏการเจริญของเชื้อเฉพาะ
ท่ีค่าการเจอืจางเท่ากับ 10-1 เมือ่ท�ำการบ่มอย่างต่อเนือ่ง
เป็นระยะเวลา 18 วนัจึงมโีคโลนปีรากฏในค่าการเจือจาง
ที ่10-2 และ 10-3 ปรากฏโคโลนเีลก็น้อย และไม่พบการ
เจรญิท่ีค่าการเจอืจางเท่ากบั 10-4 ผลการเจรญิของเช้ือ
ภายหลังการบ่มเป็นระยะเวลา 19 วัน อย่างไรก็ตาม
พบว่าเชื้อเจริญที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ได้ดีกว่า
ขณะบ่มที่ 37 องศาเซลเซียส
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2.2 ผลการคัดเลือกโคโลนี
ท�ำการคัดเลือกโคโลนีที่มีความแตกต่างกัน

เพื่อท�ำการเพราะเลี้ยงเชื้อได้ทั้งหมด 28 ไอโซเลท  
ซ่ึงสามารถระบุลักษณะได้ดังต่อไปนี้ ราสายสีขาว 
โคโลนีขนาด 1 เซนติเมตร ซึ่งพบมากที่สุด ราสายสีด�ำ 
จ�ำนวน 1 โคโลน ีส่วนกลุ่มต่อมาเป็นโคโลนทีีม่ลีกัษณะ
กลม นูน สีครีม ขาว ส้มอ่อน เป็นต้น 

3. ผลการตรวจวเิคราะห์เชือ้ด้วยเครือ่ง MALDI-TOF 
MS

หลงัจากการท�ำการเพาะเลีย้งเชือ้เมือ่ท�ำการ
อ่านผลการเจริญพบว่าเชื้อกลุ่มที่เป็นโคโลนีขาว ขุ่น 
และมลีกัษณะมนัวาว สามารถเจริญได้ภายในระยะเวลา 
48 ช่ัวใมง ส่วนกลุม่ท่ีเป็นราสายใช้ระยะเวลายาวนาน
ถงึ 7-14 วนั และมบีางส่วนทีไ่ม่สามารถเจรญิได้ ท�ำให้
จ�ำนวนของจุลินทรีย์ที่คัดเลือกนั้นลดลง จากนั้น
จ�ำแนกชนิดด้วยเครือ่ง MALDI-TOF MS ผลพบว่าเชือ้
มเีพยีง 9 ไอโซเลท โดยจลุชพีทีพ่บ ได้แก่ ราสาย ได้แก่ 

Aspergillus versicolor ดังตารางที่ 1 (Table 1) พบ
แบคทีเรีย ได้แก่ Providencia stuartii, Bacillus 
subtilis, Bacillus amyloliquefaciens, Alcaligenes 
faecalis, Proteus mirabilis, Ochrobactrum 
intermedium, Achromobacter xylosoxidans และ 
Stenotrophomonas maltophilia ดังตารางท่ี 3 
(Table 3)

ในการอ่านผลจากเครื่องแถบสีเขียว หรือ 
มีค่า score value อยู่ในช่วง 2.00-3.00 สามารถ 
แปลผลได้ว่าผลท่ีได้มีความเช่ือม่ันสูง แถบสีเหลือง 
หรือมีค่า score value อยู่ในช่วง 1.70-1.99 สามารถ
แปลผลได้ว่าผลท่ีได้มีความเช่ือมั่นต�่ำ และแถบสีแดง 
หรือมีค่า score value อยู่ในช่วง 0.00-1.69 สามารถ
แปลผลได้ว่าผลท่ีได้ไม่มีความเช่ือมั่นในการวิเคราะห์ 
โดยในการระบชุนดิของเชือ้จะท�ำการเลอืกเฉพาะเชือ้
ท่ีมีแถบสีเขียวและเหลือง หรือมีค่า score value  
อยู่ในช่วง 2.00-3.00 หรือ 1.70-1.99 ดังตารางที่ 1 
(Table 1)

Table 1 Bacteria and fungi identified by MALDI-TOF MS

Sample 
Name

Sample ID
Organism

(best match)
Score 
Value

Organism
(second-best match)

Score 
Value

E8
(+)(B)

PDA-2(2)25c iso3 
(Standard)

Bacillus 
amyloliquefaciens spp. 

plantarum
1.95

Bacillus amyloliquefaciens 
spp. plantarum

1.83

E9
(+)(B)

MEA-2(3)25c iso1 
(Standard)

Stenotrophomonas 
maltophilia

1.75
Stenotrophomonas 

maltophilia
1.75

E9
(+)(B)

PDA-1(2)25c iso2 
(Standard)

Stenotrophomonas 
maltophilia

1.9
Stenotrophomonas 

maltophilia
1.84

E11
(+++)(A)

PDA-1(1)37c iso1 
(Standard)

Alcaligenes faecalis 2.08 Alcaligenes faecalis 2.07

E12
(+++)(A)

PDA-2(3)25c iso3 
(Standard)

Proteus mirabilis 2.33 Proteus mirabilis 2.24

F1
(+)(B)

SDA-1(3)25c iso7 
(Standard)

Providencia stualtii 1.73
NO Organism Identification 

Possible
1.65

F3
(+++)(B)

SDA-1(3)25c iso1 
(Standard)

Bacillus 
amyloliquefaciens

2.07
Bacillus amyloliquefaciens 

spp. plantarum
2.07
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Sample 
Name

Sample ID
Organism

(best match)
Score 
Value

Organism
(second-best match)

Score 
Value

F4
(+++)(B)

SDA-1(3)25c iso1 
(Standard)

Bacillus 
amyloliquefaciens spp. 

plantarum
2.15 Bacillus amyloliquefaciens 2.03

F5
(+++)(A)

SDA-1(2)25c iso2 
(Standard)

Ochrobactrum 
intermedium

2.48 Ochrobactrum intermedium 2.31

F6
(+)(B)

PDA-1(1)25c iso2 
(Standard)

Bacillus subtilis 1.75 Bacillus subtilis 1.74

F8
(+++)(A)

PDA-2(1)25c iso3 
(Standard)

Bacillus subtilis 2.15 Bacillus subtilis 2.07

F9
(+++)(A)

PDA-1(1)25c iso1 
(Standard)

Achromobacter 
xylosoxidans

2.14 Achromobacter xylosoxidans 2.01

C11
(-)(C)

PDA-1(3)25c iso1 
(Standard)

Aspergillus versicolor 2.08 Aspergillus versicolor 2.01

Table 2 Colonies and fungi stained with Lactophenol Cotton Blue

Fungi Colony on SDA Microscopic (40x)

Aspergillus 
versicolor

Colony dense fluffy fiber gray Long septate and hyaline hyphae Conidial 
heads are biseriate and loosely radiate

Table 1 Continued



39J Med Health Sci Vol.31 No.1 April 2024

Table 3 Colony and Gram staining of bacteria

Bacteria Colony on SDA Microscopic (100x)

Providencia stuartii

Irregulars undulate dry opaque colony Gram negative bacilli

Bacillus subtilis

Irregulars undulate dry opaque colony Gram positive bacilli

Bacillus 
amyloliquefaciens

Irregulars undulate dry opaque colony Gram positive bacilli

Alcaligenes 
faecalis

Irregulars undulate dry opaque colony Gram negative bacilli

Proteus mirabilis

Irregulars entire smooth clear colony Gram negative bacilli
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Bacteria Colony on SDA Microscopic (100x)

Ochrobactrum 
intermedium

Circular undulate dry opaque colony Gram negative bacilli

Achromobacter 
xylosoxidans

Circular entire smooth opaque colony Gram negative bacilli

Stenotrophomonas 
maltophilia

Circular entire smooth clear colony Gram negative bacilli

4. ผลการตรวจวิเคราะห์เชื้อด้วยวิธี sequencing
จากการตรวจวิเคราะห์เชื้อด ้วยเครื่อง 

MALDI-TOF MS พบว่าจุลินทรีย์ท้ัง 28 ไอโซเลท 
สามารถระบุชนิดและแบ่งออกได้เป็นเชื้อแบคทีเรีย 8 
ไอโซเลท และเชื้อราสาย 1 ไอโซเลท เนื่องจากวิธีนี ้
มฐีานข้อมลูทีจ่�ำกดัจลุชพีทีเ่ป็นเชือ้ราจึงมคีวามแม่นย�ำ
และความสามารถในกาวเิคราะห์ต�ำ่ ดงันัน้ จงึคดัเลอืก
โคโลนีของเชื้อราสายที่มีลักษณะแตกต่างกันส่งตรวจ
วิเคราะห์ด้วยเทคนิค DNA sequencing โดยโคโลนี 
ทีค่ดัเลอืกมลีกัษณะดงันี ้ตัวอย่างที ่1 โคโลนมีลีกัษณะ
เส้นใยฟูแน่น สีเทาด�ำ ตัวอย่างที่ 2 โคโลนีมีลักษณะ
แผ่ขยายเป็นชั้น สีเหลือง และตัวอย่างที่ 3 โคโลน ี

มีลักษณะผิวหน้าคล้ายผง สีเบจ บริเวณขอบโคโลนี 
มีสีขาว จากนั้นน�ำโคโลนีที่คัดเลือกส่งต่อให้บริษัท 
Macrogen ท�ำการวิเคราะห์ล�ำดับพันธุกรรม ได้ผล
เพิ่มเติมคือ ตัวอย่างท่ี 1 ไม่สามารถจ�ำแนกเช้ือได้  
โดยจาก Phylogenetic tree พบว่ามีความใกล้เคียง
กับเชื้อ Onygenaceae sp. ดังแสดงในรูปภาพที่ 1 
(Figure 1) ตัวอย่างที่ 2 ไม่สามารถจ�ำแนกเชื้อได้  
โดยจาก Phylogenetic tree พบว่ามีความใกล้เคียง
กับเชื้อ Onygenaceae sp. ดังแสดงในรูปภาพที่ 2 
(Figure 2) และตัวอย่างท่ี 3 จ�ำแนกได้เป็นเช้ือ 
Cladosporium perangustum ซึ่งเป็นราสาย

Table 3 Continued
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Table 4 Submission results analyzed by DNA sequencing

Colony Identified

1. Unidentified 
2. Unidentified
3. Cladosporium perangustum

Figure 1 Phylogenetic tree of sample 1

Figure 2 Phylogenetic tree of sample 2
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อภิปรายผล
	 ค้างคาวเป็นสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมที่อาศัยอยู่
ในถ�้ำ มูลค้างคาวที่ผลิตได้จัดเป็นหนึ่งในแหล่งกักเก็บ
หรือพาหะของจุลชีพหลากหลายชนิดทั้ ง ไวรัส 
แบคทีเรีย และเชื้อรา1 มูลค้างคาวถูกน�ำมาใช้ใน
การเกษตร ในฐานะปุ๋ยอินทรีย์ชีวภาพเพื่อปรับปรุง
ความอุดมสมบูรณ์ของดินที่ใช้ในการปลูกพืช ท�ำให้ 
ได้พืชผลทางการเกษตรที่มีปริมาณและคุณภาพ 
ทีม่ากขึน้9 อย่างไรกต็าม ในพืน้ทีท่ีม่กีารใช้มลูค้างคาว
เป็นปุ๋ยอินทรีย์ในปริมาณมาก คนงานภาคเกษตรอาจ
มีความเส่ียงเพ่ิมขึ้นจากการสัมผัสกับเชื้อโรคที่อยู่ใน
อาหารซึ่งมีมูลค้างคาว ซึ่งอาจท�ำให้ผลิตภัณฑ์อาหาร
ปนเป้ือนหรอืเกดิการตดิเชือ้ในปศุสตัว์ได้ เน่ืองจากเชือ้
สามารถแพร่กระจายสู ่สิ่งแวดล้อมได้ ผ่านการมี
ปฏิสัมพันธ์กับสัตว์ การทานอาหารดิบ และจากการ
ตดิเชือ้ในมนุษย์ ซ่ึงในประเทศไทยยงัมกีารศึกษาจุลชีพ
ก่อโรคในคนท่ีปะปนในมลูค้างคาวไม่มากนัก งานวจัิยน้ี
จงึเป็นการศกึษาจลุชพีทีป่ะปนในมลูค้างคาวในถ�ำ้ปิด 
โดยใช้เทคนิคการวิเคราะห์ด้วยเครื่อง MALDI-TOF 
MS และการหาล�ำดับเบส
	 จากการทดสอบน�ำมูลค้างคาวที่เก็บได้จาก
ถ�้ำแดนมหามงคล และถ�้ำโปร่งฟ้า ซึ่งมีลักษณะเป็น 
ถ�ำ้ระบบปิด เน่ืองจากมกีารจ�ำกดัการเข้าถงึของบคุคล
ที่จะเข้าไปในถ�้ำ ที่อ�ำเภอไทรโยค จังหวัดกาญจนบุรี 
ประเทศไทย มาท�ำการเพาะเลีย้งเชือ้ลงบนอาหารเชือ้ 
และตรวจหาชนดิของเช้ือด้วย MALDI-TOF MS คร้ังน้ี 
จากการคัดโคโลนีเพ่ือเลือกมาเพาะเลี้ยงให้ได้เชื้อ
บริสุทธิ์ พบโคโลนีสายราสีขาวและด�ำ รวมทั้งกลุ่ม 
โคโลนีที่มีลักษณะกลม นูน สีครีม ขาว หรือส้มอ่อน 
คดัเลอืกเชือ้มาท้ังหมด 28 ไอโซเลทเพือ่น�ำมาระบแุละ
จ�ำแนกชนิดด้วยวธิ ีMALDI-TOF MS ผลการวเิคราะห์
พบว่าเชื้อมีเพียง 9 ไอโซเลท โดยจุลชีพที่พบ ได้แก่  
ราสาย ได้แก่ Aspergillus versicolor พบแบคทีเรีย 
ได้แก่ Providencia stuartii, Bacillus subtilis, 
Bacillus amyloliquefaciens, Alcaligenes 
faecalis, Proteus mirabilis, Ochrobactrum 

intermedium, Achromobacter xylosoxidans 
และ Stenotrophomonas maltophilia เชื้อ 
ท่ีพบนัน้แตกต่างจากถ�ำ้ในประเทศใกล้เคยีง เช่น ถ�ำ้จาก
ประเทศฟิลิปปินส์ท่ีพบเช้ือในกลุ่ม Lactococcus, 
Enterococcus, Enterobacter, Bacillus และ 
Leuconostoc9 เชือ้ทีพ่บมคีวามแตกต่างกนั อาจเป็น
เพราะสภาพภมูปิระเทศและชนดิของค้างคาวท่ีต่างกัน 

เมื่อแบ่งเช้ือท่ีพบตามกลุ่มระดับความเสี่ยง
จุลินทรีย์ต่อมนุษย์ตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข 
เรือ่ง รายการเช้ือโรคท่ีประสงค์ควบคมุตาม มาตรา 18 
พ.ศ. 2560 พบว่าเช้ือท่ีพบส่วนใหญ่จะมรีะดับความเสีย่ง
ท่ีกลุ่ม 1 และ 2 โดยแบ่งได้ดังนี้ ระดับความเสี่ยง 
กลุ ่มท่ี 1 ได้แก่ Bacillus subtilis, Bacillus 
amyloliquefaciens, Aspergillus versicolor และ 
Cladosporium perangustum ระดับความเสี่ยง 
กลุ่มที่ 2 ได้แก่ Providencia stuartii, Alcaligenes 
faecalis, Proteus mirabilis, Ochrobactrum 
intermedium, Achromobacter xylosoxidans 
และ Stenotrophomonas maltophilia โดยพบว่า
เช้ือท่ีพบส่วนมากมักพบว่ามีการก่อโรคในพืชและ 
ในสัตว์ บางชนิดสามารถก่อโรคได้ในมนุษย์โดยเป็น
เชือ้ก่อโรคฉวยโอกาส15 และบางชนดิสามารถตดิต่อได้
ผ่านทางการแพร่กระจายทางอากาศ16 การสมัผสัและ
ผ่านทางแผลเปิดได้17

เนื่องด้วยจุดประสงค์หลักของการทดลอง
ต้องการศึกษาเชื้อรา จึงใส่ยาปฏิชีวนะ (antibiotic) 
เพือ่ลดการปนเป้ือนจากแบคทเีรยีในสิง่แวดล้อม และ 
Saprophytic fungi ซึ่งถ้าเชื้อสามารถโตได้ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อดังกล่าวนี้ อาจแสดงให้เห็นว่า เชื้อแบคทีเรีย
ท่ีเจริญในอาหารเลีย้งเช้ือดงักล่าวเป็นกลุม่ท่ีไม่ถูกยบัยัง้
การเจรญิจากยากลุม่คลอแรมเฟนคิอล เบือ้งต้นอาจมี
ความเป็นไปได้เนือ่งจากเช้ือสามารถเจรญิได้บนอาหาร
เลีย้งเช้ือ ท่ีมส่ีวนประกอบของคลอแรมเฟนคิอล แต่ท้ังนี้
คงต้องตรวจสอบการตอบสนองต่อยาโดยละเอยีดอกีครัง้ 
อีกทั้งยังเป็นไปได้ว่าการที่ไม่พบการเจริญของเชื้อใน
ค่าการเจอืจางที ่10-4 ถงึ 10-7 แต่พบการเจรญิของเชือ้
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ในค่าการเจือจางที่ 10-1, 10-2 และ 10-3 เท่า อาจเกิด
จากการยับยั้งการเจริญของยาปฏิชีวนะที่ใส่ไปท�ำให้
จุลชีพที่พบออกมาน้อยกว่าที่คาดหมาย

สรุปผล
จากผลการศึกษาเบื้องต้นพบว่ามูลค้างคาว

จากถ�้ำระบบปิดมีการตรวจพบกลุ่มจุลชีพปนเปื้อน 
โดยพบแบคทีเรีย 8 ชนิด และเช้ือรา 1 ชนิด กลุ่ม
แบคทเีรียทีพ่บเป็นแบคทเีรยีทีป่นเป้ือนในสิง่แวดล้อม 
และหลายชนิดจัดเป็นกลุ่มแบคทีเรียก่อโรคในคน  
ซ่ึงข้อมูลท่ีได้จะน�ำไปสู่การขยายงานวิจัยทั้งในห้อง
ปฏบัิตกิารคอื การทดสอบการดือ้ยา ความรนุแรงของเช้ือ
และพยาธิก�ำเนิดของเชื้อ รวมถึงการขยายงานวิจัย 
สูถ่�ำ้อืน่ๆ ทีม่กีารจ�ำกดัการเข้าถงึในจงัหวดักาญจนบรุี 
เพ่ือน�ำข้อมูลงานวิจัยไปสู่การเฝ้าระวังและป้องกัน 
กลุ่มประชากรที่เสี่ยงต่อการสัมผัสหรือเข้าปฏิบัติงาน
ในถ�้ำในจังหวัดกาญจนบุรีต่อไป

กิตติกรรมประกาศ
ผลงานวิจัยน้ีได้รับความอนุเคราะห์ในการ

ชีแ้นะจุดเก็บตวัอย่างมลูค้างคาวในถ�ำ้ จงัหวัดกาญจนบรุี 
จนงานวิจัยเสร็จสิ้นสมบูรณ์จากคุณภัทร ประสพศิลป์ 
สังกัดงานปฏิบัติการวิทยาศาสตร์เพื่อการศึกษา 
มหาวิทยาลัยมหิดล วิทยาเขตกาญจนบุรี ต�ำบลลุ่มสุ่ม 
อ�ำเภอไทรโยค จังหวัดกาญจนบุรี
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