
 
 

บทที่ 2 
ทบทวนเอกสาร 

 

Legionella pneumophila 
Legionella pneumophila  เปนแบคทีเรียแกรมลบ จดัอยูใน Phylum Proteobacteria,  

Class Gamma Proteobacteria, Order Legionellales, Family Legionellaceae, Genus Legionella  
L. pneumophila มีรูปรางแทง (ภาพ 1) ไมติดสี acid fast  ไมสรางสปอร เอนโดสปอร และแคปซูล 
ไมผลิตเอนไซมยูรีเอส มีการหายใจแบบใชออกซิเจนโดยตองการ L-cysteine hydrochloride และ 
iron salt เพื่อสนับสนุนการเจริญ นอกจากนัน้แบคทีเรียชนิดนีส้ามารถยอยเจลลาตินได ไมมี
กระบวนการทางชีวเคมีแบบการหมัก (fermentation) สามารถสรางเอนไซม oxidase, catalase และ 
β-lactamase (Heuner and Swanson, 2008; Holt et al., 1994) นอกจากนั้น L. pneumophila จัดเปน 
fastidious growth requirement bacteria ตองเพาะเล้ียงในอาหารเฉพาะ คือ Buffer Charcoal Yeast 
Extract Agar (BCYE agar) (Behets et al., 2006)  อุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอการเจริญคือ 37°C  ใน
สภาวะท่ีมีความช้ืนสูง ในท่ีไรแสง โคโลนีมีรูปรางกลม สีขาวขุน ผิวเรียบ ขอบเรียบ (ภาพ 2)  

 

 
          ภาพ 1 รูปรางของ L. pneumophila  ภายใตกลองจุลทรรศนอิเลคตรอน 
          ท่ีมา : Jamie, 2010 
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    ภาพ 2 ลักษณะโคโลนีของ L. pneumophila  บนอาหาร BCYE 
 
 
L. pneumophila สามารถเจริญไดบนอาหารเพียงชนิดเดียวคือ BCYE (buffer charcoal 

yeast extract agar) แตแบคทีเรียชนิดอ่ืนสามารถเจริญบนอาหาร BCYE ได ดังนั้นจึงแกปญหาโดย
ทําการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียชนิดอ่ืน เชนการเติม anisomycin หรือ -ketoglutarate (MY 
medium) ลงไปในอาหาร BCYE เพื่อยับยับ้การเจริญของยีสตและสงเสริมการเจริญของ Legionella 
(Edelstein, 1981) นอกจากนั้นยังมีอาหาร CCV คือ อาหาร BCYE ท่ีประกอบดวย cephalothin, 
colistin, vancomycin และเติม cycloheximide เพื่อยับยั้งการเจรญิของรา  มีรายงานการเติม 
cephalothin, colistin หรือ vancomycin (MWY medium) เพื่อยบัยั้งการเจริญของแบคทีเรีย 
แกรมบวก ผลการทดลองพบ 92% ของ L. pneumophila สามารถเจริญไดบนอาหารชนิดนี้ (Bopp et 
al., 1980) ในขณะท่ีกลุมวจิัยหนึ่งมีการเติม glycine, vancomycin หรือ polymyxin B (DGVP 
medium) ลงไปในอาหารเล้ียงเช้ือ (Stout et al., 1982)  

อีกทางเลือกหนึ่งคือ การเลือกหาวิธีกําจดัแบคทีเรียชนดิอ่ืนกอนการเพาะเล้ียงสารละลาย
ตัวอยางบนอาหาร BCYE โดยการลางเซลลในกรด pH 2.2 HCl-KCl จากผลการทดลองพบ  
L. pneumophila มาตรฐานท่ีเพาะเล้ียงไวในหองปฏิบัติการ สามารถทนกรดไดนานถึง 60 นาที แต
ปริมาณเซลลลดลงตามเวลาท่ีเพิ่มมากข้ึน โดยวิธีนีเ้ปนวธีิท่ีใชกําจัด microbial flora หรือแบคทีเรีย
ชนิดอ่ืนท่ีปะปนอยูกับ L. pneumophila เพราะเม่ือแบคทีเรียชนิดอ่ืนอยูในสารละลาย HCl-KCl 
buffer pH 2.2 จะไมสามารถเจริญได อีกท้ังยังทําลายเซลล ซ่ึงวิธีนี้สามารถลดปริมาณเซลล
แบคทีเรียชนดิอ่ืนไดภายในระยะเวลา 5 นาทีของการลางเซลลในกรด (Bopp et al., 1980)  
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ปญหาในการเพาะเล้ียง Legionella sp. คือ ความตองการอาหารท่ีเหมาะสม แมวาอาหารท่ี
ใชเพาะเล้ียงในปจจุบันจะสามารถเพาะเล้ียงแบคทีเรียชนดินีไ้ด แตความไวตอการเจริญ (sensitivity) 
เพียง 50-60% (Engleberg et al., 1989) อีกท้ังแบคทีเรียชนิดอ่ืนก็สามารถเจริญบนอาหารสําหรับ
เพาะเล้ียง Legionella ไดเชนกัน การตรวจหา Legionella โดยการเพาะเล้ียงบนอาหารเพื่อวนิิจฉัย
การติดเช้ือสามารถกระทําได แตพบวา 25% ของผูปวยดวยโรค Legionnaire ไมสามารถวินิจฉัยโรค
ไดโดยวิธีการนี้ (Pasculle et al., 1980) หากตรวจสอบโดยใช urinary antigen test เชนเดียวกนั ไม
สามารถตรวจหาเช้ือแบคทีเรียกอโรคโดยระบุลงในระดบั serogroup ได 100% จะตรวจไดเฉพาะ 
antigen ของ L. pneumophila serogroup 1 เทานั้น (Engleberg et al., 1989) ดวยขอจํากัดในการ
ตรวจวนิิจฉัย ทําใหเทคโนโลยีดานอณูชีววิทยาเขามามีบทบาทอยางสูง เนื่องจากเปนเทคนิคท่ี
รวดเร็ว และมีความจําเพาะเจาะจงสูง  

Legionella ถูกคนพบและระบุเปนจีนัสและสปชีสใหมเม่ือ ค.ศ. 1977 (MaDade et al., 
1977; Brenner et al., 1979) ประกอบดวย 47 สปชีส (Delgado-Viscogliosi et al., 2005) ประมาณ 
64 serogroups (Cloud et al., 2000) สําหรับ L. pneumophila ประกอบดวย 16 serogroup ประมาณ 
90% ของสปชีสนี้เปนสาเหตุของการกอโรค Legionellosis หรือ Legionnaire เม่ือจําเพาะเจาะจงลง
ไปถึง serogroup พบวา 85% ของโรคเกิดจาก serogroup 1 สวน serogroup อ่ืนและ Legionella  
สปชีสอ่ืนพบ 5 -10% ท่ีกอโรค ไดแก L. longbeachae 4%, L. bozemanii 2.4% (Helbig et al., 2002; 
Yu et al., 2002)  

L. pneumophila พบไดตามแหลงน้ําธรรมชาติ เชน แมน้ํา คลอง บึง น้ําพุรอน และ
ทะเลสาบ เปนตน และแหลงน้ําท่ีมนุษยสรางข้ึน เชน ถังเก็บน้ําสํารอง  น้ําพุ  ฝกบัวอาบน้ํา  และ
กอกน้ํา เปนตน (Stout and Yu, 1997) เชื้อสามารถอาศัยอยูในดินแตพบเปนสวนนอย มีการ
ดํารงชีวิตเปนพาราไซด โดยพบวาเปนพาราไซดในเซลลอมีบา และเปนพาราไซดใน macrophage 
เนื้อเยื่อปอด (Fields, 1996)  

L. pneumophila สามารถดํารงชีพอยางอิสระ มักพบอยูในสภาพเกาะกลุมสราง biofilm เพื่อ
กําบังแสงแดด กักตนุอาหาร และเพิ่มประสิทธิภาพการอยูรอดเพื่อเพ่ิมจํานวนเซลลโดยปราศจาก
เซลลเจาบานได  พบเช้ืออาศัยอยูในแหลงน้ําจืดและดนิเปยก ดินโคลน แตแหลงท่ีอยูหลักของเช้ือ
คือ แหลงน้ําท่ีมนุษยสรางข้ึน โดยเฉพาะระบบน้ําตางๆท่ีใชสําหรับอุปโภคและบริโภค รวมถึง
ระบบน้ําท่ีใชประดับตกแตงเพื่อความสวยงาม (Mampel et al., 2006; Borella et al., 2005; Kuiper 
et al., 2004) การดํารงชีพเปนแบบพาราไซดภายในเซลลอ่ืน เชน อมีบาหรือโปรโตซัว (Desia et al., 
1999; Pond, 2005) ตัวเซลลมีขนาดเล็กกวา 5 μm และแพรกระจายไดไกลถึง 3.2 กิโลเมตร (Sartory 
et al., 2002) เม่ือปนเปอนกับละอองฝอยของน้ํา จงึสามารถเขาสูรางกายไดลึกและซอกซอนใน



6 

ระบบทางเดินหายใจ ซ่ึงรางกายสามารถรับเซลลแบคทีเรียมากกวา 1,000 เซลลตอคร้ังท่ีหายใจเขา 
(Broadbent, 2003) สวนอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการเจริญอยูในชวง 20-45ºC แตเม่ืออุณหภูมิต่ํากวา 
20ºC แบคทีเรียยังสามารถดาํรงชีวิตอยูไดแตไมเกดิการเจริญ พออุณหภูมิเพิ่มสูงข้ึนจนถึงอุณหภูมิท่ี
เหมาะสมตอการเจริญ แบคทีเรียจะเกิดการแบงเซลลไดตอไป (Bartram et al., 2007) แตเม่ือ
แบคทีเรียอยูในอุณหภูมิสูงถึง 50ºC นาน 2 ช่ัวโมง จะถูกทําลาย 90% และเม่ือเพ่ิมอุณหภูมิมากกวา 
60ºC แบคทีเรียจะถูกทําลาย 90% ภายใน 2 นาที (Cooke, 2004) (ภาพ 3) 

 

ภาพ 3 อิทธิพลของความแตกตางของอุณหภูมิท่ีมีผลตอการเจริญของ Legionella sp.  
            ท่ีมา : Altorkmany and Nordell, 2010 
 

ในการตรวจแยก Legionella sp. สวนใหญพบแบคทีเรียจากระบบน้าํท่ีมีอุณหภูมิระหวาง 
40-45ºC ซ่ึงเปนอุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอการเพ่ิมจํานวนของ Legionella sp. เม่ืออุณหภูมิมากกวา 
55ºC พบแบคทีเรีย Legionella sp. ในปริมาณนอย แตบางผลการสํารวจสามารถพบ Legionella sp. 
ไดในระบบทําความรอนท่ีมีอุณหภูมิสูงถึง 60ºC อยางไรก็ตามอุณหภูมิเหนือกวา 70ºC เซลล
แบคทีเรียจะถูกทําลายจนหมด (Kima et al., 2002; Bartram et al., 2007) สวนตําแหนงท่ีพบ
แบคทีเรีย Legionella sp. ในปริมาณมากทําใหเกิดความเส่ียงสูงในการแพรเช้ือกอโรค พบในหอ
หลอเย็น ระบบทําความรอน ระบบน้ําสําหรับสระน้ํา สระนํ้า Jacuzzi และระบบน้ํารอนสําหรับการ
บริโภค ซ่ึงระบบท่ีกลาวมามีอุณหภูมิของน้ําต้ังแต 20-50ºC (Altorkmany and Nordell, 2010)  
(ภาพ 4) 
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ภาพ 4 อิทธิพลของความแตกตางของอุณหภูมิท่ีมีผลตอการเจริญของ Legionella sp.  

ในระบบน้ําตางๆ 
            ท่ีมา : Altorkmany and Nordell, 2010 
 

ระดับความรุนแรงของ Legionella sp. อางอิงจากเอกสารประกอบรายงานการ
ประชุมสัมมนาเร่ือง “Legionella และอันตรายท่ีมองไมเห็นในโรงแรม” พบวา จํานวนเซลล  
10-99 CFU/ml จากน้ําหอหลอเย็น, 1-9 CFU/ml จากน้ําอุปโภคหรือบริโภค และ <1 CFU/ml จาก
เคร่ืองทําความช้ืนหรือเคร่ืองทําใหเกิดหมอก เปนระดับเส่ียงตอการติดเช้ือ จึงมีมาตรการให
ตรวจสอบลักษณะของอาคาร เพราะอาจมีแหลงกอใหเกิดความเส่ียงตอการติดเช้ือข้ึนได หากพบ
ปริมาณเซลลสูงกวานีใ้นแหลงท่ีกลาวมาขางตน ความเส่ียงตอการติดเช้ือจะเพิ่มสูงมากข้ึน และ
มาตรการในการปองกันและกําจัดเช้ือจะเพิม่มากข้ึนเชนกนั (วนัทนา, 2553) (ตาราง 1) 
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ตาราง 1 ระดับความรุนแรงของ Legionella sp. ภายในอาคาร 
ปริมาณเช้ือ (CFU/ml)  

ส่ิงท่ีควรปฏิบัติ 

น้ําจากหอ
หลอเย็น 
(Cooling 
tower) 

น้ําสําหรับ
อุปโภคหรือ
บริโภค 

เคร่ืองทํา
ความช้ืน
หรือเคร่ือง
ทําใหเกิด
หมอก 

ระดับความนา
กังวล 

<1 - - ต่ํา ทบทวนแผนการบํารุงรักษาให
มีการปฏิบัติอยูเปนประจํา
สมํ่าเสมอ 

1-9 <1 - นอย วิเคราะหติดตามผลอยาง
ตอเนื่อง 

10-99 1-9 <1 เพิ่มข้ึน ทบทวนและตรวจลักษณะของ
อาคารท่ีอาจเส่ียงตอการติดเช้ือ 

100-999 10-99 1-9 คอนขางสูง ทําความสะอาดระบบโดยใช
สารเคมีซ่ึงมีความสามารถใน
การฆาเช้ือจุลินทรียชนิดนี ้

>1,000 >100 >10 มีความรุนแรง ใชสารเคมีซ่ึงมีความสามารถ
ฆาเช้ือจุลินทรียชนิดนี้ใน
กระบวนการทําความสะอาด
โดยทันที 

 
การแพรกระจายของ Legionella ในสภาพแวดลอมภายในอาคาร 

หอหลอเยน็เปนอุปกรณหลักในระบบปรับอากาศสมัยใหม มีไวเพื่อทําใหน้ําเยน็และ
กระจายความรอนท่ีไมตองการออกสูบรรยากาศโดยผานทางการระเหยของนํ้า น้าํอุนจากตัวอาคาร
จะไหลไปยังสวนบนสุดของตัวถังผานทางหัวฉีด ขณะท่ีน้ําผานหวัฉีด หยดน้ําเล็กหรือละอองฝอย
ของน้ําท่ีผานลงมาในอากาศกอตัวข้ึนจํานวนมาก ทําใหน้ํามีพื้นผิวสัมผัสกับอากาศมากท่ีสุด เพื่อ
แลกเปล่ียนความรอน อากาศท่ีมีอุณหภูมิต่ําเคล่ือนท่ีสวนทางกับน้ําท่ีมีอุณหภูมิสูงโดยการใชพัดลม 
ท้ังนี้จะมีละอองน้ําบางสวนเกิดการระเหยออกสูภายนอกเนื่องจากความรอนท่ีเกิดข้ึน สําหรับน้ําท่ี
ผานอากาศตกลงมาดานลางจะมีอุณหภูมิต่าํหรือน้ําเยน็เกบ็ไวดานลางของถัง ตอมาถูกไหลเวียนสง
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ความเยน็ไปยงัตัวอาคาร เม่ือแลกเปล่ียนถายเทความเยน็ยังตัวอาคารแลว จะมีอุณหภูมิสูงข้ึนและ
ไหลเวยีนกลับมายังหอหลอเย็น ถูกสูบกลับเขามาอีก กอนไหลไปยงัสวนบนสุดของตัวถังผานทาง
หัวฉีด วนเวยีนเชนนี้เร่ือยไปเพื่อทําความเย็นสงไปยังตัวอาคาร (ภาพ 5) 

  

 
                     ภาพ 5 การทํางานของหอหลอเย็น  
                              ท่ีมา : นิรนาม 2, 2554 

 
หอหลอเยน็อาจมี Legionella sp. และเช้ือกอโรคอ่ืนอยู เพราะอากาศท่ีถูกดันเขามาในตัว

หอหลอเยน็มาจากอากาศธรรมชาติ ไมไดเกดิการกรองหรือฟอกอากาศใหบริสุทธ์ิกอน เพราะ 
ฉะนั้นอากาศธรรมชาติภายนอกอาจปนเปอนไปดวยแบคทีเรียหลายชนดิรวมถึง Legionella ดวย 
สําหรับน้ําเปนการไหลเวยีนน้ําใชซํ้า ยิ่งเม่ือเกิดการระเหยของน้ํา ปริมาณของน้ําจะลดลงทําใหเพิ่ม
ความเขมขนของสารอาหารท่ีมีในหอหลอเย็น เหมาะสมตอการเจริญของแบคทีเรียมากข้ึน สามารถ
แพรกระจายเขาสูระบบปรับอากาศภายในตัวอาคารได หากทอมีรอยแตกร่ัว ทําใหละอองน้าํท่ี
ปนเปอนแบคทีเรียเล็ดลอดเขาไปในตัวอาคาร กอโรคในคนได (นิรนาม 2, 2553) 

 
 

 



10 

ขั้นตอนการรุกรานของ Legionella pneumophila ตอเซลลเนื้อเยื่อปอด 
ถึงแมวา Legionella จะสามารถดํารงชีพไดอยางอิสระ แตมีหลักฐานมากมายบงช้ีวา  

L. pneumophila เปนพาราไซดในโปรโตซัว (Rowbotham, 1986) นอกจากนัน้ L. pneumophila ยัง
สามารถเจริญภายในอมีบาหลายชนิด อาทิเชน Acanthamoeba, Echiramoeba, Hartmanella, 
Naegloria และ Valkampfia ซ่ึงสามารถอาศัยอยูในละอองฝอยของน้ํา เม่ือรางกายรับเช้ือท่ีปนเปอน
เขาไปทางทางเดินหายใจ จะเกดิการรุกรานและเพิ่มจํานวนภายใน macrophage ของเนื้อเยื่อปอด 
(Rowbotham, 1986; Fields et al., 1989) ดังข้ันตอนตอไปนี้ (ภาพ 6) 

1. การจับของจุลชีพกับ receptor บนผิวเซลลของ eukaryote 
2. การเขารวมของจุลชีพสู macrophage 
3. การหลบหนีการโจมตีของเซลลเจาบาน 
4. การเพิ่มจํานวนภายในเซลลเจาบานและทําลายเซลลเจาบาน 

 

 
ภาพ 6 วงจรชีวิตของ L. pneumophila เม่ือเขาสู macrophage จะอยูภายในถุง phagosome ประมาณ  
5 นาที จากน้ัน mitochondria จะเคล่ือนท่ีเขาเกาะติด ตามดวย smooth vesicle เขามาลอมรอบถุง 
phagosome ประมาณ 30 นาที ตอมาประมาณ 4-6 ช่ัวโมง จะถูกลอมดวย ribosome เม่ือเกิดสภาวะ
เหมาะสม เซลลแบคทีเรียจะเพิ่มจํานวนมากข้ึนจนเซลล macrophage แตก และปลดปลอยเซลล
แบคทีเรียติดเช้ือยังเซลลใหมตอไป  
ท่ีมา : Machner and Isberg, 2006 
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ข้ันแรกเม่ือแบคทีเรียเขาสูรางกายจะเกิด host-parasite interaction เปนการจับกนัระหวาง
บริเวณผิวหนาของแบคทีเรียกับ C3 component receptor ของเซลลเจาบาน (Payne and Horwitz, 
1987) ซ่ึงโปรตีน major outer membrane (MOMP) บริเวณท่ีมีโมเลกลุโปรตีน P29 ของแบคทีเรีย
ทําหนาท่ีชวยจับอยางจําเพาะ จากนั้นสวน porin ของ L. pneumophila จะชวยเพิม่การยึดเกาะกับ  
C3 component receptor เกิดกระบวนการ phagocytosis พาเซลลเขาไปใน liposome ตอมาเกดิ 
MOMP ประกอบข้ึนมาใหมใน liposome เรียกวา MOMP-liposome เกาะติดแนนกับ C3 component 
(Bellinger-Kawahara and Horwitz, 1990) การเขาเกาะติดของแบคทีเรียท่ีโครงสรางของเซลลเจา
บาน นําไปสูการเขาอาศัยภายใน macrophage ท่ีเนื้อเยื่อปอด Legionella สามารถเขาสูเซลลเจาบาน
โดยกระบวนการ phagocytosis ซ่ึงมี 2 กลไก คือ 

1. coiling phagocytosis mechanism เกิดขดมวนของเยื่อหุมเซลลของเซลลเจาบาน และมี
ความยาวเพิ่มมากข้ึน จนโอบรอบแบคทีเรีย แบคทีเรียจะอยูกลางขดมวน เกดิเปนถุง 
phagosome ภายในเซลล macrophage เพื่อเร่ิมกระบวนการทําลายเซลล macrophage ตอไป 
ท้ังนี้การเกดิ coiling phagocytosis mechanism ยังไมชัดเจน (Finlay and Cossart, 1997) 
(ภาพ 7) 

 

     ภาพ 7 coiling phagocytosis mechanism  
          ท่ีมา : Horwitz and Maxfield, 1984 
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2. zipper phagocytosis mechanism เกิดการจับกันระหวางโปรตีน transmembrane adhesion 
ของเซลลแบคทีเรียกับบริเวณผิวหนาของเซลลเจาบาน เม่ือเซลลเช่ือมตอกันเกดิการเคล่ือน
ของ actin filaments และสารประกอบของ cytoskeleton อ่ืนๆ ไปยังบริเวณท่ีแบคทีเรียมา
เกาะติด จากนัน้เซลลเจาบานจะแผลอมรอบเซลลแบคทีเรีย เกดิเปนถุง phagosome ภายใน
เซลลเม็ดเลือดขาว (Rittig et al., 1998) (ภาพ 8) 

 
ภาพ 8  zipper phagocytosis mechanism 
ท่ีมา : Horwitz and Maxfield, 1984 

 
นอกจากนี้ยังมีงานวิจยับงช้ีวา การเขาสูภายในเซลลเจาบานของ Legionella อาศัย 

complement-independent ligands ท่ีอยูใน flagella และ pili ซ่ึง flagella ของ Legionella 
ประกอบดวยหนวยของโปรตีนที่มีน้ําหนกัโมเลกุล 47 kDa สามารถตรวจสอบพบในหลายจีนัสของ
แบคทีเรีย ซ่ึงยีน fil มีรหัสสราง flagella หลังจากทําใหเกิด insertion mutation ไมปรากฏการสราง 
flagella และเม่ือเปรียบเทียบการเจริญกับเซลลปกติ (wild type) พบวาสามารถเพิ่มจํานวนเซลล  
L. pneumophila ใน macrophage-like cell สายพันธุ U937 ไดเชนเดยีวกัน จึงสรุปไดวาการกลาย
พันธุของยีนนีไ้มรบกวนตอการเพิ่มจํานวนเซลล ผลการทดลองสันนิษฐานวา flagella ไมชวยใน
การเกาะติดเซลลเจาบานและไมมีบทบาทในการกอโรค อยางไรก็ตามผลดังกลาวเปนเพียงการ
ทดลองเฉพาะใน macrophage-like cell line เทานั้น เปนไปไดวาเซลลอ่ืน เชน macrophage ของ
เนื้อเยื่อปอด, เซลล epithelial และโปรโตซัวจะมี receptor พิเศษในการเกาะติดกับ flagella ของ  
L. pneumophila (Merriam et al., 1997) สําหรับ pili ผลิตจากยีน pil ซ่ึงหนึ่งในกลุมยีนนี้คือ  
ยีน pilEL เม่ือถูกทําใหกลายพันธุพบวา ความยาวของ pili ของ L. pneumophila ลดลงและการ
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ทดสอบการเกาะติดกับเซลล epithelial ของคนและเซลลอมีบา พบวาการเกาะติดลดลงถึง 50% 
(Stone and Abu Kwaik, 1998) 

เม่ือเขาสูเซลลเม็ดเลือดขาวไดสําเร็จ Legionella จะมีวธีิการหลบหนจีากการถูกทําลายใน
กระบวนการ phagocytosis เชน การยับยั้งการหลอมรวมระหวาง phagosome และ lysosome, การ
ลดความเปนกรดใน phagosome (Horwitz, 1983; Horwitz and Maxfield, 1984; Horwitz, 1989) 
และการปองกนั oxidative burst (Horwitz, 1989; Cianciotto et al., 1989b) ซ่ึงการยบัยั้งการหลอม
รวมของ phagosome และ lysosome อาศัยการเปล่ียนแปลงของเยื่อหุมเซลลของ phagosome ท้ังนี้
ยีนท่ีทําหนาท่ียับยั้งการหลอมรวมของ phagosome และ lysosome คือ dotA (Berger and Isberg, 
1993) และ mip สรางโปรตีน DotA และ Mip ตามลําดับ สันนิษฐานวามีหนาท่ีเกีย่วของกับ
ความสัมพันธระหวาง Legionella และเซลลเจาบานในธรรมชาติ อาทิเชน อมีบาและโปรโตซัว 
(Fields et al., 1989; Fliermans, 1996) โปรตีนท้ังสองชนิดมีบทบาทสําคัญในการเขาติดเช้ือในเซลล
เจาบาน อาจเปนกุญแจสําคัญ สําหรับการปรับตัวใหเขากับสภาวะภายในเซลลเจาบาน และเกดิ
วิวัฒนาการในการปรับตัวใหเขากับส่ิงแวดลอมที่อยูอาศัยเพื่อความอยูรอด (Bumbaugh et al., 2001)  

โปรตีน Mip (Macrophage Infectivity Potentiator) มีน้ําหนักโมเลกุล 24 kDa เปนโปรตีนท่ี
ชวยกอความรุนแรงของโรค (Cianciotto et al., 1989a) โดยชวยนําแบคทีเรียเขาติดเช้ือภายใน 
macrophage ในระยะเร่ิมตน ลําดับกรดอะมิโนของโปรตีน Mip (Engleberg et al., 1989) มีความ
เหมือนกับโปรตีน FK 506-binding (FKBPs) ท่ีพบในส่ิงมีชีวิตท่ัวไป (Standaert et al., 1990; Maki 
et al., 1990; Wiederrecht et al., 1991) ซ่ึงโปรตีน FKBPs สามารถจับกับ immunosuppressant 
macrolide และ cyclophilin รวมกันเปนสารท่ีอยูในกลุมท่ีเรียกวา immunophilin (Schreiber, 1991) 
ซ่ึง immunophilin มีความสามารถจับกับ cyclosporine A (Fischer et al., 1989; Price et al., 1991) 
กระตุน peptidyl-prolyl cis/trans isomerase (PPlase) activity ท่ีชวยเรงปฏิกิริยาการพับตัวของ
โปรตีน (protein folding) ดังนั้นเม่ือแบคทีเรียมีโปรตีน Mip ทําหนาท่ีเหมือนโปรตนี FKBPs จะทํา
ใหเกิดเปนพาราไซดภายในเซลล (Lundemose, 1993) จากการศึกษาโปรตีนในหลอดทดลองพบวา 
PPlase จําเปนตอ Legionella ในกระบวนการติดเช้ือและกระตุน isomerization (Lang et al., 1987; 
Fischer and Schmid, 1990; Tropschug et al., 1990) นอกจากนี้ immunophilin กับ FK 506/ 
cyclosporine A อาจมีบทบาทใน signal-transduction pathway ของ T-cell (Fischer et al., 1992) 

ยีน mip ถูกใชเปน genetic marker เพื่อตรวจหา L. pneumophila (Fry et al., 2005; Gaia  
et al., 2005) เพราะมีการอนุรักษลําดับรหัสพันธุกรรมสูง มีความเสถียรมากกวายีนอ่ืน และไมมี
หลักฐานลําดบัรหัสพันธุกรรมเหมือนกับส่ิงมีชีวิตสปชีสอ่ืน เม่ือทําการกลายพันธุหรือเกิดการ
เปล่ียนแปลงลําดับรหัสพันธุกรรมในบริเวณยนี mip จะมีผลตอการยับยั้งการสรางโปรตีน Mip ทํา
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ใหความสามารถในการติดเช้ือใน macrophage บริเวณเนื้อเยื่อปอดลดลง จากการทดลองเล้ียงเช้ือ
ภายในหลอดลมของสัตวทดลอง (Cianciotto et al., 1989b; Cianciotto et al., 1990; Engleberg et 
al., 1989) ท้ังนี้เม่ือทดลองเปล่ียนแปลงลําดับรหัสพันธุกรรมในบริเวณยนี mip และสังเกตการตดิ
เช้ือในอมีบา พบวา ความสามารถในการเพิ่มจํานวนเซลลภายในอมีบาลดลง แตกตางกับการ
ทดลองท่ีไมมีการเปล่ียนแปลงลําดับรหัสพันธุกรรมในบริเวณยีน mip (wild type) ถึง 1,000 เทา ผล
การทดลองนี้จงึยืนยนัไดวายนี mip จําเปนตอการติดเช้ือภายในเซลลอมีบาเทากับ macrophage ใน
คน (Cianciotto and Fields, 1992) 
 โปรตีน Dot (Defect Inorganelle Trafficking) เปนผลิตภัณฑท่ีสรางขึ้นจากยีน dot พบยีน
dotA เปนยนีแรก อยูใกลกบักลุมยีน icmWXYZ คาดวายีน dotA ผลิตโปรตีน inner membrane  
(Roy and Isberg, 1997) มีหนาท่ีฟนฟู organelle ของเซลลแบคทีเรียท่ีถูกทําลายและปองกันการ
หลอมรวมของ phagosome และ lysosome ใน macrophage (Berger and Isberg, 1993; Roy et al., 
1998) นอกจากนั้นมีสวนเกีย่วของกับการทําลาย macrophage และการอยูรอดภายในเซลลเม็ดเลือด
ขาว (Andrews et al., 1998; Brand et al., 1994) สําหรับยีน dot อ่ืนจาํเปนสําหรับการเพ่ิมจํานวน
ของ L. pneumophila และพบหลายผลิตภัณฑท่ีสรางขึ้นจากยีน dot มีลําดับกรดอะมิโนคลายกบั
โปรตีนในระบบ conjugation ของแบคทีเรียชนิดอ่ืน (Segal and Shuman, 1998; Segal and Shuman, 
1999; Vogel et al., 1998) นอกจากนั้นโปรตีน DotA ยังมีความคลายคลึงกันกับโครงสรางของ 
โปรตีน ABC-transport ของ E. coli จึงสันนิษฐานอีกหน่ึงหนาท่ี คือ directing phagosome 
trafficking (Roy and Isberg, 1997) ซ่ึงเปนสวนหนึ่งของระบบการสงถายโปรตีน (secretion 
system) (Vogel et al., 1998) เม่ือเปรียบเทียบ DNA polymorphism ของยีน mip และ dotA พบวามี
ความแตกตางระดับ polymorphism โดยยนี dotA มีความผันแปรมาก ตรงกันขามกบัยีน mip ท่ีมีการ
อนุรักษลําดับรหัสพันธุกรรมสูง เม่ือเปรียบเทียบใน strain เดียวกัน (Bumbaugh et al., 2001) ดวย
เหตุนี้จึงมีการวิจัยเกีย่วกับ mip มากกวา dotA แมวาท้ังสองยีนตางเปน genetic marker ในการกอ
โรคเหมือนกนั 
 เม่ือหลบหลีกจากการถูกทําลายภายในเซลล macrophage ได L. pneumophila จะเกิดการ
เพิ่มจํานวนมากข้ึน และทําลายเซลลเจาบาน ยีนท่ีมีหนาท่ีสําคัญคือ ยีน icm จาํเปนตอการเพิม่
จํานวนของ L. pneumophila ภายในและทําลายเซลล macrophage พบ 1 locus ประกอบดวย 18 
allele เม่ือศึกษาการกลายพันธุ เปล่ียนแปลงลําดับรหัสพันธุกรรมใน 16 allele พบวามีผลในการเพิม่
จํานวนเซลล และไมสามารถทําลาย macrophage ได เม่ือศึกษาลําดบัรหัสพันธุกรรมของยีน icm 
พบวามี 4 operons โปรตีน Icm สวนใหญมีตําแหนงบน inner/outer membrane หรือใน periplasm 
การศึกษาเพิ่มเติมใน icmE, icmL, icmO และ icmP พบวามีลําดับรหัสพันธุกรรมท่ีเกีย่วเนื่องกันอยู 
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และมีความคลายคลึงกับยีนของ plasmid ท่ีใชในกระบวนการ conjugation ในการศึกษายีน 
icmWXYZ พบวา L. pneumophila มีความตองการใชยีนนี้สําหรับการเจริญภายใน macrophage 
นอกจากนั้นยงัพบวายนี icmW มีลําดับรหัสพันธุกรรมคลายกับยีนในกระบวนการ conjugation แต
ในปริมาณนอย สวนการศึกษาใน icmT และ icmR พบวา เม่ือเปล่ียนแปลงลําดับรหัสพันธุกรรม
ภายในยนี จะมีผลตอประสิทธิภาพการเกดิ conjugation ลดลงถึง 1/1,000 เทาเม่ือเปรียบเทียบกบั
ลําดับรหัสพันธุกรรมของ wild type สวนการเปล่ียนแปลงลําดับรหัสพันธุกรรมภายในยนี icmF, 
icmE และ icmC พบวามีความถ่ีของการเกิด conjugation ลดลง 1/10 - 1/100 เทาเม่ือเปรียบเทียบกบั 
wild type และการศึกษาในสวนของยนี icmL, icmO และ icmP พบวาไมมีผลตอการเกิด 
conjugation (Brand et al., 1994; Purcell and Shuman, 1998; Sadosky et al., 1993; Segal et al., 
1998) 
 เม่ือภายใน macrophage มีจํานวนเซลล L. pneumophila เพิ่มข้ึนจนกระท่ังเกดิการทําลาย
เซลลเจาบานและเกดิ apoptosis ในเซลล macrophage มากข้ึนจนทําใหเซลลเจาบานแตก  
L. pneumophila จะถูกปลดปลอยออกมาและติดเช้ือเซลลถัดไป  การทําลาย macrophage ของ  
L. pneumophila มี 2 ระยะ คือ 

1. ระยะแรก ถุง phagosome ท่ีภายในบรรจแุนนไปดวย L. pneumophila ถูกเหนี่ยวนําโดย 
caspase-3-mediated เคล่ือนตัวไปยังเยื่อหุมเซลล (Gao and Abu Kwaik, 1999)  

2. ระยะท่ี 2 เปนการทําใหเซลลแตกโดยการเกิดชองเปด (pore-formation mediated lysis) 
และปลดปลอยเซลลแบคทีเรียออกมาจากเซลลเจาบาน เนื่องจากการเพิ่มจํานวนเซลลท่ีมาก
ข้ึน (Alli et al., 2000; Molmeret and Abu Kwaik, 2002)  
ในงานวิจยัของ Alli et al. ในป ค.ศ. 2003 สนับสนุนสมมติฐานของการท่ี  

L. pneumophila serogroup 1 strain AA100, SG1-62, SG1-66 และ GR159, L. spiritensis และ  
L. moravica ชักนําใหเกดิ apoptosis มากกวา 50% จากการทดลองในเซลล macrophage U937 และ
แสดง pore-forming activity สูงถึง 63% จากการสังเกตลักษณะทางธรรมชาติท่ีพบสวนใหญ  
L. pneumophila มีการเจริญภายในเซลลเจาบานไดด ี ซ่ึงสอดคลองกับผลการศึกษาใน  
L. pneumophila serogroup 1 strain SG1-64, SG1-65 และ GR159 ท่ีพบวามีการเจริญไดดีหลังการ
ติดเช้ือใน macrophage 72 ช่ัวโมง ลักษณะท่ีกลาวมาขางตน ทําให L. pneumophila serogroup 1 
สามารถเพ่ิมจํานวนใน macrophage ไดรวดเร็ว เพราะมี pore-forming activity สูง และชักนําใหเกดิ 
apoptosis  
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RFLP (สุรินทร, 2548) 
 RFLP มาจากคําวา Restriction Fragment Length Polymorphism หมายถึง ความแตกตาง
หรือความหลากหลายของขนาดรหัสพันธุกรรมท่ีเกิดจากการตัดโดยเอนไซมตัดจําเพาะ (restriction 
enzyme) ขอมูลทางพันธุกรรมของส่ิงมีชีวิตเก็บอยูในนวิเคลียสและออรแกเนลลบางชนิด ไดแก 
คลอโรพลาสต และไมโตคอนเดรีย ในรูปของ DNA ซ่ึงมีความสามารถในการจาํลองโมเลกุลได
อยางถูกตองแมนยํา เพื่อถายทอดไปสูเซลลลูกและคงลักษณะท่ีเหมือนเดิมตลอดไป แตบางคร้ังอาจ
มีการเปล่ียนแปลงของลําดับรหัสพันธุกรรมภายในได เนื่องจากส่ิงแวดลอมหรือขอผิดพลาดของ
เซลลเอง เชน มีช้ินสวนของรหัสพันธุกรรมหรือโครโมโซมหายไป (deletion) มีช้ินสวนรหัส
พันธุกรรมบางสวนเพิ่มข้ึนมา (duplication) มีการจัดเรียงตัวใหมของสวนของรหัสพันธุกรรม
ภายในโครโมโซม (chromosome rearrangement หรือ inversion) หรือมีการเปล่ียนตําแหนงของ
รหัสพันธุกรรมบางสวนภายในโครโมโซมหรือตางโครโมโซม (transposition) โดยการ
เปล่ียนแปลงดงักลาวทําใหเกดิความหลากหลายของส่ิงมีชีวิตแตละชนดิ จนสามารถกลาวไดวาไมมี
ส่ิงมีชีวิตคูใดมีลําดับรหัสพนัธุกรรมท่ีเหมือนกัน ยกเวนฝาแฝดท่ีเกิดจากไขใบเดียวกนั 
(monozygotic twins) หรือพืชท่ีเกิดจากการสืบพันธุโดยไมใชเพศ ความหลากหลายดังกลาวสามารถ
พบไดโดยหาลําดับรหัสพันธุกรรมแลวนํามาเปรียบเทียบกัน แตเปนวิธีท่ีทําไดยากและใชเวลามาก 
วิธีท่ีงายคือ นําลําดับรหัสพันธุกรรมท่ีตองการหาความแตกตางนัน้มายอยดวยเอนไซมตัดจําเพาะ
บางชนิด แลวเปรียบเทียบช้ินสวนดเีอ็นเอท่ีถูกตัดโดยเอนไซมนั้น 
 เอนไซมตัดจําเพาะเปนเอนไซมท่ีแยกไดจากแบคทีเรีย และจะตัดรหัสพันธุกรรมท่ี
ตําแหนงท่ีมีการเรียงตัวของเบสแบบจําเพาะ เรียกวา ตําแหนงจดจํา (recognition site) ตําแหนงจดจํา
ของเอนไซมแตละชนิดประกอบดวยเบส 4 ถึง 8 คู ดังนัน้เม่ือใชเอนไซมชนิดหนี่งตัดรหัส
พันธุกรรมเปาหมายโมเลกุลหนึ่ง จะไดช้ินรหัสพันธุกรรมท่ีมีขนาดและจํานวนคงท่ีเสมอ ถารหัส
พันธุกรรมเปาหมายมาจากตางแหลงกันและมีลําดับรหัสพันธุกรรมท่ีเปล่ียนแปลงไป หรือมีการ
เปล่ียนแปลงของโครงสรางแบบใดแบบหนึ่ง เม่ือทําการตัดโดยเอนไซมตัดจําเพาะชนิดเดยีวกัน จะ
ไดขนาดและจํานวนของรหสัพันธุกรรมท่ีแตกตางจากเดิม เรียกวา เกิด polymorphism หรือมี RFLP 
(ภาพ 9) 
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นอกจากนี้ยังมีปจจัยอ่ืนท่ีตองคํานึงถึง เชน ความยาวของ primer, ปริมาณและสัดสวนของ
เบส G-C, melting temperature (Tm) ของ primer ซ่ึงจะมีผลตอ annealing temperature ท่ีใชและ
ความยาวของรหัสพันธุกรรมเปาหมายท่ีตองการเพิ่มจํานวน ปจจุบันคอมพิวเตอรมีบทบาทอยางสูง
ในการชวยอํานวยความสะดวก, ลดเวลาในการออกแบบและเลือก primer ท่ีตองการ โดยท่ัวไป
สามารถทําได 2 วิธี คือ 

1. ผูออกแบบเปนผูเลือก primer ดวยตนเองโดยอาศัยหลักการท่ีกลาวมาขางตน จากน้ันใช
คอมพิวเตอรเพื่อวิเคราะหขอมูลตางๆ เชน Tm, โอกาสเกิด hair-pin loop หรือ primer- 
dimer, โอกาสการจับกับรหัสพันธุกรรมบริเวณอ่ืนภายในจีโนมเดียวกัน หลังจากนั้นจึง
พิจารณาขอมูลท่ีไดวาสมควรใช primer สายน้ันหรือชุดนั้นหรือไม 

2. การใช automatic primer design program ทําหนาท่ีเลือกบริเวณท่ีจะใชเปน primer เม่ือ
กําหนดตําแหนง primer แลวจากนัน้ดําเนินการโดยอัตโนมัติ โดยผูออกแบบปอนขอมูล
ของลําดับรหัสพันธุกรรมบริเวณท่ีตองการออกแบบ primer กําหนดชวงอุณหภูมิของ Tm  
ความยาวของ primer และความยาวของผลิตภัณฑท่ีตองการ ซ่ึงปจจุบันมีโปรแกรม
คอมพิวเตอรจาํนวนมากท่ีสามารถใชออกแบบ primer  

 
 การเลือกลําดับรหัสพันธุกรรมเพ่ือใชเปน primer มักใชขอมูลจาก database เชน GenBank 
เปนตน อาจเปนลําดับเบสหรือลําดับกรดอะมิโนก็ได 
การกําหนดเกณฑในการเลือก primer ซ่ึงโปรแกรมมักจะอนุญาตใหเลือกไดดังนี ้

1. เลือกตามความยาวของผลิตภัณฑโดยกําหนดบริเวณท่ีตองการใหโปรแกรมหา 
2. เลือกจาก flanking region (เปนบริเวณของ DNA ท่ีอยูใกลกับปลาย 5´ ของยีน 

ประกอบดวย promoter และเปนบริเวณท่ีไมนําไปสังเคราะหเปน RNA) ในกรณีท่ีไม
ทราบรหัสพันธุกรรมท่ีแนนอนในสวนกลาง แตทราบรหัสพันธุกรรมสวนปลายท้ัง
สองดาน ใหกาํหนดบริเวณที่ตองการใหโปรแกรมเลือก primer ในแตละดาน หลังจาก
นั้นจึงเลือกส่ิงตอไปนี ้

- ความยาว primer ควรมีความยาวประมาณ 18-30 bp ท้ังนี้ข้ึนอยูกับงานท่ีใช 
- เปอรเซนต G+C ควรเลือก primer ท่ีมีปริมาณ CG อยูระหวาง 50-60 % 
- Tm (melting temperature) ของแตละ primer ควรใกลเคียงกัน ไมควรเกนิ 5°C 
- Primer ตองไมจับกับลําดับรหัสพันธุกรรมของตนเองจนทําใหเกิด hair-pin 

loop และควรหลีกเล่ียงลําดับรหัสพันธุกรรมของแตละ primer ไมควรเปนคู
สมกันเอง 
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- primer ตองมีความจําเพาะกับลําดับรหัสพันธุกรรมเปาหมายเพียงแหงเดียว 
 เม่ือไดตั้งเกณฑท่ีตองการแลว คอมพิวเตอรจะคํานวณโดยเลือก oligonucleotide primer แต
ละดาน และคัดเลือกสายท่ีไมตองการออกโดยอาศัยเกณฑท่ีตั้งไว เม่ือได primer ในแตละดานแลว
จะมีการคํานวณรวมกนัคือ primer แตละดานจะถูกนํามาเปรียบเทียบกับ primer ทุกตัวของอีกดาน
หนึ่ง เปรียบเทียบทีละคู จากนั้นจึงทําการแจงผล 
 คอมพิวเตอรจะแสดงผลท่ีไดโดยจะแจงวารหัสพันธุกรรมท่ีสามารถใชเปน primer ไดใน
แตละขางมีจํานวนเทาใด และสาเหตุใดเปนเหตุหลักท่ีทําใหรหสัพันธุกรรมอ่ืนไมเขาตามเกณฑ
ท่ีตั้งไว หลังจากนั้นจะแจงผลวา มี primer จํานวนเทาใดท่ีเหมาะสมใช เปน PCR primer ได 
นอกจากนั้นผูใชสามารถเลือกใชไดอีกวาจะให Tm ของ primer แตละตัวในคูนั้นมีความแตกตางกนั
ไมเกินกี่องศา เพื่อเปนประโยชนในการทํา PCR ตอไป 
การแสดงผลที่ไดสามารถทําได 2 แบบ คือ 

1. list of pairs จะแสดงรายละเอียดของแตละคู ดังนี ้
- ลําดับรหัสพันธุกรรมและความยาว 
- Tm ของแตละ primer 
- ปริมาณ G+C 
- ตําแหนงในสายรหัสพันธุกรรม 
- ขนาดของผลิตภัณฑท่ีได 
- Annealing temperature ท่ีแนะนํา 

2. graphical map of pairs แสดงรูปภาพตําแหนงของ primer ท้ังคูแตละสายในรหัสพันธุกรรม
เปาหมายท่ีนํามาหาตําแหนงของ primer 

 
นอกจากนี้โปรแกรมคอมพวิเตอรยังสามารถใหผูใชไดกาํหนดคุณสมบัติอ่ืนเพิ่มเติม เชน 

การใหมี recognition site ของเอนไซมตัดจําเพาะ (restriction enzyme) ท่ีตองการใน primer ในบาง
กรณีท่ีไมสามารถหา primer ไดโดยใชโปรแกรมออกแบบ primer อัตโนมัติ ควรดูผลขอมูลทาง
สถิติท่ีโปรแกรมเก็บไววาสามารถใชเปนสาเหตุสําคัญของการไมเลือก primer จากนั้นจึง
เปล่ียนแปลงเกณฑนั้นขยายใหครอบคลุมโอกาสเลือกมากข้ึน โดยท่ัวไปแลวเม่ือเปลี่ยนแปลงเกณฑ
ดังตอไปนี้ มักจะได primer ท่ีตองการ เชน 

1. เปล่ียนแปลงลําดับของ 3´-dinucleotide ใหเปน 5´-NN-3´ 
2. เปล่ียนแปลงชวงความยาวของ primer ใหส้ันลงหรือยาวข้ึน 
3. เปล่ียนแปลงขอจํากัดและปริมาณ G+C 
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4. เพิ่มชวงความยาวของผลิตภณัฑท่ีจะได 
 

DNA sequence databank (สุรินทร, 2548) 
ท่ีรูจักกันดีในปจจุบันประกอบดวย 
1. GenBank ปจจุบันรวบรวมโดย National Center for Biotechnology information (NCBI) 

ในประเทศสหรัฐอเมริกา ซ่ึงเปน database ท่ีมีผูรูจักกันมากท่ีสุด อยูในรูปของ CD-ROM 
ของ GenBank มี 3 ชนิด คือ 
1.1 Entraz-Sequence เปนขอมูลซ่ึงรวบรวมลําดับรหัสพันธุกรรมของ DNA, protein 

และขอมูล Medline เขาดวยกัน รวมท้ังมีโปรแกรมในการคนหาอยูในตัว ใชงาย 
เหมาะสําหรับผูท่ีตองการทราบวามีผู sequence สวนนัน้หรือไม และมี sequence 
เปนอยางไร แตไมสามารถวิเคราะหไดมากกวานั้น จําเปนตองใชโปรแกรมพิเศษ 

1.2 NCBI-GenBank เปนขอมูลในรูปของ flat file ซ่ึง GenBank ใชอยูเดิม และไมมี
โปรแกรมคนหาในตัว จําเปนตองใชโปรแกรมพิเศษซ่ึงมีราคาสูงมาก เหมาะสําหรับ
ผูท่ีตองการวิเคราะหขอมูล sequence โดยละเอียด 

1.3 NCBI-sequence และขอมูลในรูป ISO ASN.1 เหมาะสําหรับผูท่ีตองการพัฒนาและ
เขียนโปรแกรมในการวิเคราะห sequence 

2. EMBL (European Molecular Biology Laboratory) มีสํานักงานอยูท่ี EMBL Data Library 
เมือง Heidelberg ประเทศเยอรมัน 

3. DDBJ (DNA Database of Japan) สํานักงานอยูท่ีเมือง Mishima ประเทศญ่ีปุน 
 

หลักการและขั้นตอนของ PCR (วัชรีและมนตรี, 2536) 
 การเพิ่มปริมาณรหัสพันธุกรรมในหลอดทดลองโดยวิธี PCR เร่ิมตนจากรหัสพนัธุกรรม
ตนแบบ (template DNA) ซ่ึงเปนรหัสพันธุกรรมสายคู (double stranded DNA) สังเคราะหรหสั
พันธุกรรมสายใหมจากการแยกสายของรหัสพันธุกรรมตนแบบที่เปนสายคูออกจากกัน เปนรหสั
พันธุกรรมสายเดีย่ว (single stranded DNA) ข้ันตอนนี้เกิดข้ึนโดยอาศัยความรอน ตอมาสายรหสั
พันธุกรรมท่ีถูกแยกออกจากกันท้ังสองสาย จะเปนตนแบบสําหรับการสังเคราะหรหัสพันธุกรรม
สายใหมท่ีเปนคูสมกัน (complementary strands) และเปนลําดับรหัสพันธุกรรมตรงกันขาม ท่ี
สามารถจะจับเขาคูกับสายเดิมได การสังเคราะหรหัสพันธุกรรมสายใหมจําเปนตองอาศัย
สวนประกอบที่สําคัญ 3 อยางคือ 
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1. oligonucleotide primers สองสายซ่ึงใชสําหรับต้ังตนการสังเคราะหรหัสพันธุกรรมสาย
ใหม primer จะจับไดอยางจาํเพาะกับปลาย 3´ ของรหัสพันธุกรรมตนแบบท่ีเปนคูสมกัน 

2. เอนไซม DNA polymerase 
3. nucleotide ท้ัง 4 ชนิด คือ dATP, dTTP, dCTP และ dGTP ใชสรางรหัสพันธุกรรมสายใหม 

นอกจากนี้ยังมีสวนประกอบที่จําเปนอ่ืนๆอีก เชน เกลือ MgCl2, KCl และ buffer เม่ือมี
องคประกอบท้ังหมด ปฏิกิริยาสังเคราะหรหัสพนัธุกรรมจะเกิดข้ึนเม่ือทําใหเกดิการเปล่ียนแปลง
ของอุณหภูมิหมุนเวยีน 3 ระดับ เพื่อเพ่ิมจํานวนรหัสพันธุกรรมเปน 2 เทา (ภาพ 10) คือ 

1. Denaturation เกิดที่อุณหภูมิสูงประมาณ 90-95ºC ทําใหรหัสพันธุกรรมตนแบบท่ีเปน
เกลียวคูแยกออกจากกันกลายเปนสายเด่ียวอยูเปนอิสระ ทําหนาท่ีเปนตนแบบใหเกิดการ
เพิ่มจํานวนรหสัพันธุกรรมตอไป (DNA replication) 

2. Primer annealing คูสาย primer ท่ีถูกสังเคราะหใหมีลําดบัรหัสพันธุกรรมเปนคูสมกับปลาย 
3´-end ของรหัสพันธุกรรมตนแบบแตละสาย เขาไปจบัตรงลําดับรหัสพันธุกรรมท่ีเปนคู
สมบนสาย รหสัพันธุกรรมตนแบบจะเกดิข้ึนเม่ืออุณหภูมิเหมาะสมในชวง 40-60ºC 

3. Primer extention (amplification step) ข้ันตอนการเพิ่มขยายจํานวนรหสัพันธุกรรมเกิดข้ึน
โดยเอนไซม DNA polymerase ทําหนาท่ีเพิ่มลําดับรหัสพันธุกรรม (5´-3´ extention) ท่ี
ปลาย 3´ ของ primers ท้ังสอง โดยสังเคราะหในทิศทาง 5´-3´ และสภาวะท่ีเหมาะสมของ
ปฏิกิริยาในข้ันตอนนี้ข้ึนอยูกับชนิดของเอนไซมท่ีเลือกใช ในกรณีของเอนไซม Taq DNA 
polymerase ตองการสภาวะเหมาะสมท่ีอุณหภูมิ 72ºC โดยเติมเอนไซมเม่ือเร่ิมปฏิกิริยา
เทานั้น ไมตองการเอนไซมใหมในทุกรอบเหมือน Klenow fragment ของเอนไซม E. coli 
DNA polymerase I  
 
ทุกรอบของปฏิกิริยา PCR มี 3 ข้ันตอน โดยปกติปฏิกริิยา PCR เกิดข้ึนซํ้าจํานวน 20-30 

รอบ ทําใหเกดิ PCR product จํานวนมาก ผลิตภัณฑท่ีสังเคราะหไดมากคือ ผลิตภัณฑสายส้ัน (short 
product) มีขนาดความยาวกําหนดจากปลาย 5´ ของ primers ท้ังสองสาย จากการคํานวณตามทฤษฎี
จํานวนของผลิตภัณฑสายส้ันจะเพิ่ม 2 เทาในทุกรอบเปนการเพิม่แบบทวีคูณ สวนผลิตภัณฑท่ี
สังเคราะหนอย คือ ผลิตภณัฑสายยาว (long product) ซ่ึงสังเคราะหโดยตรงจากรหัสพันธุกรรม
ตนแบบ จํานวนสายของผลิตภัณฑสายยาวจะเพ่ิมตามจาํนวนรอบ เม่ือส้ินสุดกระบวนการ จํานวน
ของผลิตภัณฑสายส้ันจะเพิ่มขยายสูงกวาผลิตภัณฑสายยาวมาก จึงไมมีความจําเปนตองมีข้ันตอน
การแยกใหบริสุทธ์ิออกจากกัน แตท้ังนี้ข้ึนกับวัตถุประสงคของการนําผลิตภัณฑท่ีไดจากวิธี PCR 
ไปใชตอ 
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ภาพ 10 Polymerase Chain Reaction (PCR)  
ท่ีมา : Griffiths et al., 1996 
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ผลงานวิจัยท่ีเก่ียวของ 
หลายงานวิจยัสนใจศึกษากลไกการอยูรอดและกลไกการกอโรคของ L. pneumophila โดย

ศึกษาในสวนของผนังเซลล พบวามีความคลายคลึงกันของโครงสรางของ peptidoglycan ระหวาง 
L. pneumophila กับ intraparasite ชนิดอ่ืน อาจเปนไปไดวา cell surface เปนปจจยัหนึ่งท่ีจําเปนตอ
การอยูรอดของเซลลและทําลายเซลลส่ิงมีชีวิตอ่ืน ดังนั้นการมุงศึกษาในสวนของโปรตีน outer 
membrane จึงนาสนใจ และมีงานวิจัยหลากหลายท่ีทําการศึกษา  เชน ศึกษาการสกัดแยก outer 
membrane และวิเคราะหโดย SDS-PAGE พบวา โปรตีนท่ีไดมีขนาด 29,000-30,000 dalton ซ่ึงพบ
ใน L. pneumophila ทุก serogroup และ L. micdadei  เทานั้น  ทําใหไมสามารถแยกความแตกตาง
ระหวาง L. pneumophila และ L. micdadei   และไมสามารถแยกความแตกตางระหวาง serogroup 
ของ L. pneumophila ได (Hindahl and Iglewski, 1985) จากขอมูลมากมายทําใหนักวจิัยสวนมาก
เล็งเห็นความสําคัญของ L. pneumophila serogroup 1 ท่ีพบเปนแบคทีเรียกอโรคมากท่ีสุด ดังนั้น
การวิเคราะหลงถึงระดับ serogroup ได จะมีประโยชนตอการวนิจิฉัยโรคและการตรวจสอบการ
ปนเปอนในส่ิงแวดลอม 

วิธีหนึ่งท่ีสามารถแยกความแตกตางระหวาง serogroup ของ L. pneummophila ไดนั้น คือ
การใช antisera rabbit antibody ตอ L. pneumohila serogroup 5 (Jürgens and Fehrenbach, 1995) 
และ L. pneumophila serogroup 1 (Nolte et al., 1986) ซ่ึงสามารถแยกความแตกตางระหวาง 
serogroup 1-14 ไดอยางชัดเจน โดยการวเิคราะห immunoblot  ของ Legionella lipopolysaccharide 
สามารถแยก serogroup 1 ออกจาก serogroup อ่ืนได ในป ค.ศ. 1985  Ciesielski et al. ทํา western 
blot ของ proteinase-K-whole cell lysate จาก L. pneumophila serogroup 1-6 โดยใช monkey sera 
สามารถแยกความแตกตางระดับ serotype ไดชัดเจนเชนกัน ในป ค.ศ. 2010 Chinsembu et al. นํา
ตัวอยางน้ําจากแมน้ํา Goreangab Dam ซ่ึงอยูทางตะวันตกของเมือง Windhock และฝกบัวจากท่ีพกั
นักศึกษามหาวิทยาลัยนามิเบีย ประเทศนามิเบีย ตรวจสอบทางสัณฐานวิทยาและทดสอบทางชีวเคมี 
เชน การสรางเอนไซม catalase, การหมักกลูโคส และ methyl red-voges proskauer เปนตน จากนัน้
ทดสอบในระดับ serogroup ดวย latex agglutination พบ L. pneumophila ท้ังสองแหลง โดยน้ําจาก
แมน้ํา Goreangab Dam อยูใน serogroup 1-15 และนํ้าฝกบัวจากท่ีพักนักศึกษามหาวิทยาลัยนามิเบีย 
อยูใน serogroup 2-15 ซ่ึงการทดสอบในระดับ serogroup ดวย agglutination พบวา L. pneumophila 
serogroup 1 ปรากฏผลบวกภายใน 1 นาที สวน L. pneumophila serogroup 2-15 ใหผลบวกภายใน 
4 นาที ดังนัน้วิธี latex agglutination จึงไมสามารถแยก serogroup 2-15 ออกจากกนัได อยางไรก็
ตาม การตรวจหาเช้ือ L. pneumophila โดยใช antibody นั้น ถึงแมจะแยกความแตกตางของ 
serogroup ได แตมีราคาแพงและหายาก นอกจากนีย้ังมีรายงานการใช real-time PCR ซ่ึงเปนเทคนิค
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ท่ีรวดเร็ว และความจําเพาะเจาะจงสูง ในการตรวจหา ยีน mip ของ Legionella สามารถจําแนก
แบคทีเรียไดในระดับสปชีสและ serogroup (Behet et al., 2006) อยางไรก็ตามเทคนิคนี้มีราคา
คอนขางสูง  

ยีน mip ผลิตโปรตีน Mip บน cell surface ของแบคทีเรีย (Bumbaugh et al., 2001) โปรตีน
นี้มีความสําคัญตอการอยูรอดของเซลลโดยปองกันการหลอมรวมของ  phagosome กับ lysosome 
(Heuner and Swanson, 2008) การกลายพนัธุของยีน mip ทําใหความสามารถของแบคทีเรียในการ
เขาสูเซลลลดลง (Cianciotto et al., 1990) อยางไรก็ตามเทคนิค PCR สามารถแยกความแตกตางได
ในระดบัจีนัสและสปชีสเทานั้น สวนระดบั serogroup ยังแยกไมได ดังนั้นจึงใชเทคนิค RFLP ใน
การตัดเพื่อแยกความแตกตางของสาย nucleotide ระหวาง serotype ดังเชนรายงานการวิจยัในสวน
ของยีน rpoB ท่ีใชเทคนิค PCR และ RFLP แยกความแตกตางระหวางจีนัส, สปชีสและ subspecies 
ของ L. pneumophila ได โดยการแยกในระดับ subspecies โดยวิธี RFLP นั้น ใชเอนไซม BamHI 
แยก subsp. pneumophila ออกจาก subsp. fraseri ได เปนตน (Ko et al., 2003)  

เทคนิค PCR ซ่ึงเปนเทคนิคท่ีใชกันอยางแพรหลาย เปนเทคนิคท่ีรวดเร็ว สามารถแกปญหา
ในขอจํากดัท่ีเกิดข้ึนกับแบคทีเรียท่ีไมสามารถเพาะเล้ียงได หรือใชเวลานานในการเพาะเล้ียง 
(Doust et al., 2008; Behet et al., 2006) เทคนิค PCR มีความจําเพาะ และไวตอการตรวจพบ ในการ
วิเคราะหหาเช้ือ L. pneumophila โดยเทคนิค PCR จากคนไข 39  คน พบผลบวกในคนไข 21 คน 
คิดเปน 56.4% ในขณะที่เทคนิค enzyme immunoassay ใหผลบวกเพียง 9 คนคิดเปน 23.1% และวธีิ
เพาะเล้ียงในอาหารไมใหผลบวกเลย (Poblet-Mas et al., 2007) ในป ค.ศ. 2000 Cloud et al. ศึกษา
เปรียบเทียบการตรวจหาเช้ือ Legionella sp. ในน้ําลางปอด (bronchoalveolar lavage fluids) โดย
เทคนิค PCR และการเพาะเลี้ยงในอาหาร BCYE ท่ีผสมยาปฏิชีวนะ anisomycin, polymycin B และ 
vancomycin จากตัวอยางท้ังหมด 212 ตัวอยาง พบ 31 ตัวอยางใหผลบวกท้ังสองวิธี และ 12 ตัวอยาง
ใหผลลบในการเพาะเล้ียงบนจานอาหารแตใหผลบวกดวยเทคนิค PCR จากนัน้ทําการ sequence  
12 ตัวอยางดังกลาว พบ 8 ตัวอยางมีความคลายคลึงกับ Acinetobacter sp. หรือ Proteobacterium sp. 
มากกวา Legionella sp. สวน 4 ตัวอยางท่ีเหลือระบุเปน Legionella sp. โดย 3 ตัวอยางเปน  
L. micdadei อีกหนึ่งตัวอยางเปน L. longbeachae งานวิจัยนี้แสดงถึงความไวตอการตรวจพบเช้ือ 
Legionella sp. โดยเทคนิค PCR มากกวาการเพาะเล้ียงบนจานอาหาร และลดระยะเวลาการตรวจ
พบเช้ือโดยใชเวลาเพียง 6-8 ช่ัวโมง ขณะทีก่ารเพาะเล้ียงใชเวลามากกวา 5 วัน 
  
  
 
 


