
 
 

บทที่ 2 
ทบทวนเอกสาร 

 

Legionella pneumophila 
Legionella pneumophila  เปนแบคทีเรียแกรมลบ จดัอยูใน Phylum Proteobacteria,  

Class Gamma Proteobacteria, Order Legionellales, Family Legionellaceae, Genus Legionella  
L. pneumophila มีรูปรางแทง (ภาพ 1) ไมติดสี acid fast  ไมสรางสปอร เอนโดสปอร และแคปซูล 
ไมผลิตเอนไซมยูรีเอส มีการหายใจแบบใชออกซิเจนโดยตองการ L-cysteine hydrochloride และ 
iron salt เพื่อสนับสนุนการเจริญ นอกจากนัน้แบคทีเรียชนิดนีส้ามารถยอยเจลลาตินได ไมมี
กระบวนการทางชีวเคมีแบบการหมัก (fermentation) สามารถสรางเอนไซม oxidase, catalase และ 
β-lactamase (Heuner and Swanson, 2008; Holt et al., 1994) นอกจากนั้น L. pneumophila จัดเปน 
fastidious growth requirement bacteria ตองเพาะเล้ียงในอาหารเฉพาะ คือ Buffer Charcoal Yeast 
Extract Agar (BCYE agar) (Behets et al., 2006)  อุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอการเจริญคือ 37°C  ใน
สภาวะท่ีมีความช้ืนสูง ในท่ีไรแสง โคโลนีมีรูปรางกลม สีขาวขุน ผิวเรียบ ขอบเรียบ (ภาพ 2)  

 

 
          ภาพ 1 รูปรางของ L. pneumophila  ภายใตกลองจุลทรรศนอิเลคตรอน 
          ท่ีมา : Jamie, 2010 
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    ภาพ 2 ลักษณะโคโลนีของ L. pneumophila  บนอาหาร BCYE 
 
 
L. pneumophila สามารถเจริญไดบนอาหารเพียงชนิดเดียวคือ BCYE (buffer charcoal 

yeast extract agar) แตแบคทีเรียชนิดอ่ืนสามารถเจริญบนอาหาร BCYE ได ดังนั้นจึงแกปญหาโดย
ทําการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียชนิดอ่ืน เชนการเติม anisomycin หรือ -ketoglutarate (MY 
medium) ลงไปในอาหาร BCYE เพื่อยับยับ้การเจริญของยีสตและสงเสริมการเจริญของ Legionella 
(Edelstein, 1981) นอกจากนั้นยังมีอาหาร CCV คือ อาหาร BCYE ท่ีประกอบดวย cephalothin, 
colistin, vancomycin และเติม cycloheximide เพื่อยับยั้งการเจรญิของรา  มีรายงานการเติม 
cephalothin, colistin หรือ vancomycin (MWY medium) เพื่อยบัยั้งการเจริญของแบคทีเรีย 
แกรมบวก ผลการทดลองพบ 92% ของ L. pneumophila สามารถเจริญไดบนอาหารชนิดนี้ (Bopp et 
al., 1980) ในขณะท่ีกลุมวจิัยหนึ่งมีการเติม glycine, vancomycin หรือ polymyxin B (DGVP 
medium) ลงไปในอาหารเล้ียงเช้ือ (Stout et al., 1982)  

อีกทางเลือกหนึ่งคือ การเลือกหาวิธีกําจดัแบคทีเรียชนดิอ่ืนกอนการเพาะเล้ียงสารละลาย
ตัวอยางบนอาหาร BCYE โดยการลางเซลลในกรด pH 2.2 HCl-KCl จากผลการทดลองพบ  
L. pneumophila มาตรฐานท่ีเพาะเล้ียงไวในหองปฏิบัติการ สามารถทนกรดไดนานถึง 60 นาที แต
ปริมาณเซลลลดลงตามเวลาท่ีเพิ่มมากข้ึน โดยวิธีนีเ้ปนวธีิท่ีใชกําจัด microbial flora หรือแบคทีเรีย
ชนิดอ่ืนท่ีปะปนอยูกับ L. pneumophila เพราะเม่ือแบคทีเรียชนิดอ่ืนอยูในสารละลาย HCl-KCl 
buffer pH 2.2 จะไมสามารถเจริญได อีกท้ังยังทําลายเซลล ซ่ึงวิธีนี้สามารถลดปริมาณเซลล
แบคทีเรียชนดิอ่ืนไดภายในระยะเวลา 5 นาทีของการลางเซลลในกรด (Bopp et al., 1980)  
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ปญหาในการเพาะเล้ียง Legionella sp. คือ ความตองการอาหารท่ีเหมาะสม แมวาอาหารท่ี
ใชเพาะเล้ียงในปจจุบันจะสามารถเพาะเล้ียงแบคทีเรียชนดินีไ้ด แตความไวตอการเจริญ (sensitivity) 
เพียง 50-60% (Engleberg et al., 1989) อีกท้ังแบคทีเรียชนิดอ่ืนก็สามารถเจริญบนอาหารสําหรับ
เพาะเล้ียง Legionella ไดเชนกัน การตรวจหา Legionella โดยการเพาะเล้ียงบนอาหารเพื่อวนิิจฉัย
การติดเช้ือสามารถกระทําได แตพบวา 25% ของผูปวยดวยโรค Legionnaire ไมสามารถวินิจฉัยโรค
ไดโดยวิธีการนี้ (Pasculle et al., 1980) หากตรวจสอบโดยใช urinary antigen test เชนเดียวกนั ไม
สามารถตรวจหาเช้ือแบคทีเรียกอโรคโดยระบุลงในระดบั serogroup ได 100% จะตรวจไดเฉพาะ 
antigen ของ L. pneumophila serogroup 1 เทานั้น (Engleberg et al., 1989) ดวยขอจํากัดในการ
ตรวจวนิิจฉัย ทําใหเทคโนโลยีดานอณูชีววิทยาเขามามีบทบาทอยางสูง เนื่องจากเปนเทคนิคท่ี
รวดเร็ว และมีความจําเพาะเจาะจงสูง  

Legionella ถูกคนพบและระบุเปนจีนัสและสปชีสใหมเม่ือ ค.ศ. 1977 (MaDade et al., 
1977; Brenner et al., 1979) ประกอบดวย 47 สปชีส (Delgado-Viscogliosi et al., 2005) ประมาณ 
64 serogroups (Cloud et al., 2000) สําหรับ L. pneumophila ประกอบดวย 16 serogroup ประมาณ 
90% ของสปชีสนี้เปนสาเหตุของการกอโรค Legionellosis หรือ Legionnaire เม่ือจําเพาะเจาะจงลง
ไปถึง serogroup พบวา 85% ของโรคเกิดจาก serogroup 1 สวน serogroup อ่ืนและ Legionella  
สปชีสอ่ืนพบ 5 -10% ท่ีกอโรค ไดแก L. longbeachae 4%, L. bozemanii 2.4% (Helbig et al., 2002; 
Yu et al., 2002)  

L. pneumophila พบไดตามแหลงน้ําธรรมชาติ เชน แมน้ํา คลอง บึง น้ําพุรอน และ
ทะเลสาบ เปนตน และแหลงน้ําท่ีมนุษยสรางข้ึน เชน ถังเก็บน้ําสํารอง  น้ําพุ  ฝกบัวอาบน้ํา  และ
กอกน้ํา เปนตน (Stout and Yu, 1997) เชื้อสามารถอาศัยอยูในดินแตพบเปนสวนนอย มีการ
ดํารงชีวิตเปนพาราไซด โดยพบวาเปนพาราไซดในเซลลอมีบา และเปนพาราไซดใน macrophage 
เนื้อเยื่อปอด (Fields, 1996)  

L. pneumophila สามารถดํารงชีพอยางอิสระ มักพบอยูในสภาพเกาะกลุมสราง biofilm เพื่อ
กําบังแสงแดด กักตนุอาหาร และเพิ่มประสิทธิภาพการอยูรอดเพื่อเพ่ิมจํานวนเซลลโดยปราศจาก
เซลลเจาบานได  พบเช้ืออาศัยอยูในแหลงน้ําจืดและดนิเปยก ดินโคลน แตแหลงท่ีอยูหลักของเช้ือ
คือ แหลงน้ําท่ีมนุษยสรางข้ึน โดยเฉพาะระบบน้ําตางๆท่ีใชสําหรับอุปโภคและบริโภค รวมถึง
ระบบน้ําท่ีใชประดับตกแตงเพื่อความสวยงาม (Mampel et al., 2006; Borella et al., 2005; Kuiper 
et al., 2004) การดํารงชีพเปนแบบพาราไซดภายในเซลลอ่ืน เชน อมีบาหรือโปรโตซัว (Desia et al., 
1999; Pond, 2005) ตัวเซลลมีขนาดเล็กกวา 5 μm และแพรกระจายไดไกลถึง 3.2 กิโลเมตร (Sartory 
et al., 2002) เม่ือปนเปอนกับละอองฝอยของน้ํา จงึสามารถเขาสูรางกายไดลึกและซอกซอนใน



6 

ระบบทางเดินหายใจ ซ่ึงรางกายสามารถรับเซลลแบคทีเรียมากกวา 1,000 เซลลตอคร้ังท่ีหายใจเขา 
(Broadbent, 2003) สวนอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการเจริญอยูในชวง 20-45ºC แตเม่ืออุณหภูมิต่ํากวา 
20ºC แบคทีเรียยังสามารถดาํรงชีวิตอยูไดแตไมเกดิการเจริญ พออุณหภูมิเพิ่มสูงข้ึนจนถึงอุณหภูมิท่ี
เหมาะสมตอการเจริญ แบคทีเรียจะเกิดการแบงเซลลไดตอไป (Bartram et al., 2007) แตเม่ือ
แบคทีเรียอยูในอุณหภูมิสูงถึง 50ºC นาน 2 ช่ัวโมง จะถูกทําลาย 90% และเม่ือเพ่ิมอุณหภูมิมากกวา 
60ºC แบคทีเรียจะถูกทําลาย 90% ภายใน 2 นาที (Cooke, 2004) (ภาพ 3) 

 

ภาพ 3 อิทธิพลของความแตกตางของอุณหภูมิท่ีมีผลตอการเจริญของ Legionella sp.  
            ท่ีมา : Altorkmany and Nordell, 2010 
 

ในการตรวจแยก Legionella sp. สวนใหญพบแบคทีเรียจากระบบน้าํท่ีมีอุณหภูมิระหวาง 
40-45ºC ซ่ึงเปนอุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอการเพ่ิมจํานวนของ Legionella sp. เม่ืออุณหภูมิมากกวา 
55ºC พบแบคทีเรีย Legionella sp. ในปริมาณนอย แตบางผลการสํารวจสามารถพบ Legionella sp. 
ไดในระบบทําความรอนท่ีมีอุณหภูมิสูงถึง 60ºC อยางไรก็ตามอุณหภูมิเหนือกวา 70ºC เซลล
แบคทีเรียจะถูกทําลายจนหมด (Kima et al., 2002; Bartram et al., 2007) สวนตําแหนงท่ีพบ
แบคทีเรีย Legionella sp. ในปริมาณมากทําใหเกิดความเส่ียงสูงในการแพรเช้ือกอโรค พบในหอ
หลอเย็น ระบบทําความรอน ระบบน้ําสําหรับสระน้ํา สระนํ้า Jacuzzi และระบบน้ํารอนสําหรับการ
บริโภค ซ่ึงระบบท่ีกลาวมามีอุณหภูมิของน้ําต้ังแต 20-50ºC (Altorkmany and Nordell, 2010)  
(ภาพ 4) 
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ภาพ 4 อิทธิพลของความแตกตางของอุณหภูมิท่ีมีผลตอการเจริญของ Legionella sp.  

ในระบบน้ําตางๆ 
            ท่ีมา : Altorkmany and Nordell, 2010 
 

ระดับความรุนแรงของ Legionella sp. อางอิงจากเอกสารประกอบรายงานการ
ประชุมสัมมนาเร่ือง “Legionella และอันตรายท่ีมองไมเห็นในโรงแรม” พบวา จํานวนเซลล  
10-99 CFU/ml จากน้ําหอหลอเย็น, 1-9 CFU/ml จากน้ําอุปโภคหรือบริโภค และ <1 CFU/ml จาก
เคร่ืองทําความช้ืนหรือเคร่ืองทําใหเกิดหมอก เปนระดับเส่ียงตอการติดเช้ือ จึงมีมาตรการให
ตรวจสอบลักษณะของอาคาร เพราะอาจมีแหลงกอใหเกิดความเส่ียงตอการติดเช้ือข้ึนได หากพบ
ปริมาณเซลลสูงกวานีใ้นแหลงท่ีกลาวมาขางตน ความเส่ียงตอการติดเช้ือจะเพิ่มสูงมากข้ึน และ
มาตรการในการปองกันและกําจัดเช้ือจะเพิม่มากข้ึนเชนกนั (วนัทนา, 2553) (ตาราง 1) 
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ตาราง 1 ระดับความรุนแรงของ Legionella sp. ภายในอาคาร 
ปริมาณเช้ือ (CFU/ml)  

ส่ิงท่ีควรปฏิบัติ 

น้ําจากหอ
หลอเย็น 
(Cooling 
tower) 

น้ําสําหรับ
อุปโภคหรือ
บริโภค 

เคร่ืองทํา
ความช้ืน
หรือเคร่ือง
ทําใหเกิด
หมอก 

ระดับความนา
กังวล 

<1 - - ต่ํา ทบทวนแผนการบํารุงรักษาให
มีการปฏิบัติอยูเปนประจํา
สมํ่าเสมอ 

1-9 <1 - นอย วิเคราะหติดตามผลอยาง
ตอเนื่อง 

10-99 1-9 <1 เพิ่มข้ึน ทบทวนและตรวจลักษณะของ
อาคารท่ีอาจเส่ียงตอการติดเช้ือ 

100-999 10-99 1-9 คอนขางสูง ทําความสะอาดระบบโดยใช
สารเคมีซ่ึงมีความสามารถใน
การฆาเช้ือจุลินทรียชนิดนี ้

>1,000 >100 >10 มีความรุนแรง ใชสารเคมีซ่ึงมีความสามารถ
ฆาเช้ือจุลินทรียชนิดนี้ใน
กระบวนการทําความสะอาด
โดยทันที 

 
การแพรกระจายของ Legionella ในสภาพแวดลอมภายในอาคาร 

หอหลอเยน็เปนอุปกรณหลักในระบบปรับอากาศสมัยใหม มีไวเพื่อทําใหน้ําเยน็และ
กระจายความรอนท่ีไมตองการออกสูบรรยากาศโดยผานทางการระเหยของนํ้า น้าํอุนจากตัวอาคาร
จะไหลไปยังสวนบนสุดของตัวถังผานทางหัวฉีด ขณะท่ีน้ําผานหวัฉีด หยดน้ําเล็กหรือละอองฝอย
ของน้ําท่ีผานลงมาในอากาศกอตัวข้ึนจํานวนมาก ทําใหน้ํามีพื้นผิวสัมผัสกับอากาศมากท่ีสุด เพื่อ
แลกเปล่ียนความรอน อากาศท่ีมีอุณหภูมิต่ําเคล่ือนท่ีสวนทางกับน้ําท่ีมีอุณหภูมิสูงโดยการใชพัดลม 
ท้ังนี้จะมีละอองน้ําบางสวนเกิดการระเหยออกสูภายนอกเนื่องจากความรอนท่ีเกิดข้ึน สําหรับน้ําท่ี
ผานอากาศตกลงมาดานลางจะมีอุณหภูมิต่าํหรือน้ําเยน็เกบ็ไวดานลางของถัง ตอมาถูกไหลเวียนสง
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ความเยน็ไปยงัตัวอาคาร เม่ือแลกเปล่ียนถายเทความเยน็ยังตัวอาคารแลว จะมีอุณหภูมิสูงข้ึนและ
ไหลเวยีนกลับมายังหอหลอเย็น ถูกสูบกลับเขามาอีก กอนไหลไปยงัสวนบนสุดของตัวถังผานทาง
หัวฉีด วนเวยีนเชนนี้เร่ือยไปเพื่อทําความเย็นสงไปยังตัวอาคาร (ภาพ 5) 

  

 
                     ภาพ 5 การทํางานของหอหลอเย็น  
                              ท่ีมา : นิรนาม 2, 2554 

 
หอหลอเยน็อาจมี Legionella sp. และเช้ือกอโรคอ่ืนอยู เพราะอากาศท่ีถูกดันเขามาในตัว

หอหลอเยน็มาจากอากาศธรรมชาติ ไมไดเกดิการกรองหรือฟอกอากาศใหบริสุทธ์ิกอน เพราะ 
ฉะนั้นอากาศธรรมชาติภายนอกอาจปนเปอนไปดวยแบคทีเรียหลายชนดิรวมถึง Legionella ดวย 
สําหรับน้ําเปนการไหลเวยีนน้ําใชซํ้า ยิ่งเม่ือเกิดการระเหยของน้ํา ปริมาณของน้ําจะลดลงทําใหเพิ่ม
ความเขมขนของสารอาหารท่ีมีในหอหลอเย็น เหมาะสมตอการเจริญของแบคทีเรียมากข้ึน สามารถ
แพรกระจายเขาสูระบบปรับอากาศภายในตัวอาคารได หากทอมีรอยแตกร่ัว ทําใหละอองน้าํท่ี
ปนเปอนแบคทีเรียเล็ดลอดเขาไปในตัวอาคาร กอโรคในคนได (นิรนาม 2, 2553) 
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ขั้นตอนการรุกรานของ Legionella pneumophila ตอเซลลเนื้อเยื่อปอด 
ถึงแมวา Legionella จะสามารถดํารงชีพไดอยางอิสระ แตมีหลักฐานมากมายบงช้ีวา  

L. pneumophila เปนพาราไซดในโปรโตซัว (Rowbotham, 1986) นอกจากนัน้ L. pneumophila ยัง
สามารถเจริญภายในอมีบาหลายชนิด อาทิเชน Acanthamoeba, Echiramoeba, Hartmanella, 
Naegloria และ Valkampfia ซ่ึงสามารถอาศัยอยูในละอองฝอยของน้ํา เม่ือรางกายรับเช้ือท่ีปนเปอน
เขาไปทางทางเดินหายใจ จะเกดิการรุกรานและเพิ่มจํานวนภายใน macrophage ของเนื้อเยื่อปอด 
(Rowbotham, 1986; Fields et al., 1989) ดังข้ันตอนตอไปนี้ (ภาพ 6) 

1. การจับของจุลชีพกับ receptor บนผิวเซลลของ eukaryote 
2. การเขารวมของจุลชีพสู macrophage 
3. การหลบหนีการโจมตีของเซลลเจาบาน 
4. การเพิ่มจํานวนภายในเซลลเจาบานและทําลายเซลลเจาบาน 

 

 
ภาพ 6 วงจรชีวิตของ L. pneumophila เม่ือเขาสู macrophage จะอยูภายในถุง phagosome ประมาณ  
5 นาที จากน้ัน mitochondria จะเคล่ือนท่ีเขาเกาะติด ตามดวย smooth vesicle เขามาลอมรอบถุง 
phagosome ประมาณ 30 นาที ตอมาประมาณ 4-6 ช่ัวโมง จะถูกลอมดวย ribosome เม่ือเกิดสภาวะ
เหมาะสม เซลลแบคทีเรียจะเพิ่มจํานวนมากข้ึนจนเซลล macrophage แตก และปลดปลอยเซลล
แบคทีเรียติดเช้ือยังเซลลใหมตอไป  
ท่ีมา : Machner and Isberg, 2006 
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ข้ันแรกเม่ือแบคทีเรียเขาสูรางกายจะเกิด host-parasite interaction เปนการจับกนัระหวาง
บริเวณผิวหนาของแบคทีเรียกับ C3 component receptor ของเซลลเจาบาน (Payne and Horwitz, 
1987) ซ่ึงโปรตีน major outer membrane (MOMP) บริเวณท่ีมีโมเลกลุโปรตีน P29 ของแบคทีเรีย
ทําหนาท่ีชวยจับอยางจําเพาะ จากนั้นสวน porin ของ L. pneumophila จะชวยเพิม่การยึดเกาะกับ  
C3 component receptor เกิดกระบวนการ phagocytosis พาเซลลเขาไปใน liposome ตอมาเกดิ 
MOMP ประกอบข้ึนมาใหมใน liposome เรียกวา MOMP-liposome เกาะติดแนนกับ C3 component 
(Bellinger-Kawahara and Horwitz, 1990) การเขาเกาะติดของแบคทีเรียท่ีโครงสรางของเซลลเจา
บาน นําไปสูการเขาอาศัยภายใน macrophage ท่ีเนื้อเยื่อปอด Legionella สามารถเขาสูเซลลเจาบาน
โดยกระบวนการ phagocytosis ซ่ึงมี 2 กลไก คือ 

1. coiling phagocytosis mechanism เกิดขดมวนของเยื่อหุมเซลลของเซลลเจาบาน และมี
ความยาวเพิ่มมากข้ึน จนโอบรอบแบคทีเรีย แบคทีเรียจะอยูกลางขดมวน เกดิเปนถุง 
phagosome ภายในเซลล macrophage เพื่อเร่ิมกระบวนการทําลายเซลล macrophage ตอไป 
ท้ังนี้การเกดิ coiling phagocytosis mechanism ยังไมชัดเจน (Finlay and Cossart, 1997) 
(ภาพ 7) 

 

     ภาพ 7 coiling phagocytosis mechanism  
          ท่ีมา : Horwitz and Maxfield, 1984 
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2. zipper phagocytosis mechanism เกิดการจับกันระหวางโปรตีน transmembrane adhesion 
ของเซลลแบคทีเรียกับบริเวณผิวหนาของเซลลเจาบาน เม่ือเซลลเช่ือมตอกันเกดิการเคล่ือน
ของ actin filaments และสารประกอบของ cytoskeleton อ่ืนๆ ไปยังบริเวณท่ีแบคทีเรียมา
เกาะติด จากนัน้เซลลเจาบานจะแผลอมรอบเซลลแบคทีเรีย เกดิเปนถุง phagosome ภายใน
เซลลเม็ดเลือดขาว (Rittig et al., 1998) (ภาพ 8) 

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

 
นอกจากนี้ยังมีงานวิจยับงช้ีวา การเขาสูภายในเซลลเจาบานของ Legionella อาศัย 

complement-independent ligands ท่ีอยูใน flagella และ pili ซ่ึง flagella ของ Legionella 
ประกอบดวยหนวยของโปรตีนที่มีน้ําหนกัโมเลกุล 47 kDa สามารถตรวจสอบพบในหลายจีนัสของ
แบคทีเรีย ซ่ึงยีน fil มีรหัสสราง flagella หลังจากทําใหเกิด insertion mutation ไมปรากฏการสราง 
flagella และเม่ือเปรียบเทียบการเจริญกับเซลลปกติ (wild type) พบวาสามารถเพิ่มจํานวนเซลล  
L. pneumophila ใน macrophage-like cell สายพันธุ U937 ไดเชนเดยีวกัน จึงสรุปไดวาการกลาย
พันธุของยีนนีไ้มรบกวนตอการเพิ่มจํานวนเซลล ผลการทดลองสันนิษฐานวา flagella ไมชวยใน
การเกาะติดเซลลเจาบานและไมมีบทบาทในการกอโรค อยางไรก็ตามผลดังกลาวเปนเพียงการ
ทดลองเฉพาะใน macrophage-like cell line เทานั้น เปนไปไดวาเซลลอ่ืน เชน macrophage ของ
เนื้อเยื่อปอด, เซลล epithelial และโปรโตซัวจะมี receptor พิเศษในการเกาะติดกับ flagella ของ  
L. pneumophila (Merriam et al., 1997) สําหรับ pili ผลิตจากยีน pil ซ่ึงหนึ่งในกลุมยีนนี้คือ  
ยีน pilEL เม่ือถูกทําใหกลายพันธุพบวา ความยาวของ pili ของ L. pneumophila ลดลงและการ
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ทดสอบการเกาะติดกับเซลล epithelial ของคนและเซลลอมีบา พบวาการเกาะติดลดลงถึง 50% 
(Stone and Abu Kwaik, 1998) 

เม่ือเขาสูเซลลเม็ดเลือดขาวไดสําเร็จ Legionella จะมีวธีิการหลบหนจีากการถูกทําลายใน
กระบวนการ phagocytosis เชน การยับยั้งการหลอมรวมระหวาง phagosome และ lysosome, การ
ลดความเปนกรดใน phagosome (Horwitz, 1983; Horwitz and Maxfield, 1984; Horwitz, 1989) 
และการปองกนั oxidative burst (Horwitz, 1989; Cianciotto et al., 1989b) ซ่ึงการยบัยั้งการหลอม
รวมของ phagosome และ lysosome อาศัยการเปล่ียนแปลงของเยื่อหุมเซลลของ phagosome ท้ังนี้
ยีนท่ีทําหนาท่ียับยั้งการหลอมรวมของ phagosome และ lysosome คือ dotA (Berger and Isberg, 
1993) และ mip สรางโปรตีน DotA และ Mip ตามลําดับ สันนิษฐานวามีหนาท่ีเกีย่วของกับ
ความสัมพันธระหวาง Legionella และเซลลเจาบานในธรรมชาติ อาทิเชน อมีบาและโปรโตซัว 
(Fields et al., 1989; Fliermans, 1996) โปรตีนท้ังสองชนิดมีบทบาทสําคัญในการเขาติดเช้ือในเซลล
เจาบาน อาจเปนกุญแจสําคัญ สําหรับการปรับตัวใหเขากับสภาวะภายในเซลลเจาบาน และเกดิ
วิวัฒนาการในการปรับตัวใหเขากับส่ิงแวดลอมที่อยูอาศัยเพื่อความอยูรอด (Bumbaugh et al., 2001)  

โปรตีน Mip (Macrophage Infectivity Potentiator) มีน้ําหนักโมเลกุล 24 kDa เปนโปรตีนท่ี
ชวยกอความรุนแรงของโรค (Cianciotto et al., 1989a) โดยชวยนําแบคทีเรียเขาติดเช้ือภายใน 
macrophage ในระยะเร่ิมตน 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 รวมกันเปนสารท่ีอยูในกลุมท่ีเรียกวา immunophilin (Schreiber, 1991) 
ซ่ึง immunophilin มีความสามารถจับกับ cyclosporine A (Fischer et al., 1989; Price et al., 1991) 
กระตุน peptidyl-prolyl cis/trans isomerase (PPlase) activity ท่ีชวยเรงปฏิกิริยาการพับตัวของ
โปรตีน (protein folding) ดังนั้นเม่ือแบคทีเรียมีโปรตีน Mip ทําหนาท่ีเหมือนโปรตนี FKBPs จะทํา
ใหเกิดเปนพาราไซดภายในเซลล (Lundemose, 1993) จากการศึกษาโปรตีนในหลอดทดลองพบวา 
PPlase จําเปนตอ Legionella ในกระบวนการติดเช้ือและกระตุน 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 ถูกใชเปน genetic marker เพื่อตรวจหา L. pneumophila (Fry et al., 2005; Gaia  
et al., 2005) เพราะมีการอนุรักษลําดับรหัสพันธุกรรมสูง มีความเสถียรมากกวายีนอ่ืน และไมมี
หลักฐานลําดบัรหัสพันธุกรรมเหมือนกับส่ิงมีชีวิตสปชีสอ่ืน เม่ือทําการกลายพันธุหรือเกิดการ
เปล่ียนแปลงลําดับรหัสพันธุกรรมในบริเวณยนี mip จะมีผลตอการยับยั้งการสรางโปรตีน Mip ทํา
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ใหความสามารถในการติดเช้ือใน macrophage บริเวณเนื้อเยื่อปอดลดลง จากการทดลองเล้ียงเช้ือ
ภายในหลอดลมของสัตวทดลอง (Cianciotto et al., 1989b; Cianciotto et al., 1990; Engleberg et 
al., 1989) ท้ังนี้เม่ือทดลองเปล่ียนแปลงลําดับรหัสพันธุกรรมในบริเวณยนี mip และสังเกตการตดิ
เช้ือในอมีบา พบวา ความสามารถในการเพิ่มจํานวนเซลลภายในอมีบาลดลง แตกตางกับการ
ทดลองท่ีไมมีการเปล่ียนแปลงลําดับรหัสพันธุกรรมในบริเวณยีน mip (wild type) ถึง 1,000 เทา ผล
การทดลองนี้จงึยืนยนัไดวายนี mip จําเปนตอการติดเช้ือภายในเซลลอมีบาเทากับ macrophage ใน
คน (Cianciotto and Fields, 1992) 
 โปรตีน Dot (Defect Inorganelle Trafficking) เปนผลิตภัณฑท่ีสรางขึ้นจากยีน dot พบยีน
dotA เปนยนีแรก อยูใกลกบักลุมยีน icmWXYZ คาดวายีน dotA ผลิตโปรตีน inner membrane  
(Roy and Isberg, 1997) มีหนาท่ีฟนฟู organelle ของเซลลแบคทีเรียท่ีถูกทําลายและปองกันการ
หลอมรวมของ phagosome และ lysosome ใน macrophage (Berger and Isberg, 1993; Roy et al., 
1998) นอกจากนั้นมีสวนเกีย่วของกับการทําลาย macrophage และการอยูรอดภายในเซลลเม็ดเลือด
ขาว (Andrews et al., 1998; Brand et al., 1994) สําหรับยีน dot อ่ืนจาํเปนสําหรับการเพ่ิมจํานวน
ของ L. pneumophila และพบหลายผลิตภัณฑท่ีสรางขึ้นจากยีน dot มีลําดับกรดอะมิโนคลายกบั
โปรตีนในระบบ conjugation ของแบคทีเรียชนิดอ่ืน (Segal and Shuman, 1998; Segal and Shuman, 
1999; Vogel et al., 1998) นอกจากนั้นโปรตีน DotA ยังมีความคลายคลึงกันกับโครงสรางของ 
โปรตีน ABC-transport ของ E. coli จึงสันนิษฐานอีกหน่ึงหนาท่ี คือ directing phagosome 
trafficking (Roy and Isberg, 1997) ซ่ึงเปนสวนหนึ่งของระบบการสงถายโปรตีน (secretion 
system) (Vogel et al., 1998) เม่ือเปรียบเทียบ DNA polymorphism ของยีน mip และ dotA พบวามี
ความแตกตางระดับ polymorphism โดยยนี dotA มีความผันแปรมาก ตรงกันขามกบัยีน mip ท่ีมีการ
อนุรักษลําดับรหัสพันธุกรรมสูง เม่ือเปรียบเทียบใน strain เดียวกัน (Bumbaugh et al., 2001) ดวย
เหตุนี้จึงมีการวิจัยเกีย่วกับ mip มากกวา dotA แมวาท้ังสองยีนตางเปน genetic marker ในการกอ
โรคเหมือนกนั 
 เม่ือหลบหลีกจากการถูกทําลายภายในเซลล macrophage ได L. pneumophila จะเกิดการ
เพิ่มจํานวนมากข้ึน และทําลายเซลลเจาบาน ยีนท่ีมีหนาท่ีสําคัญคือ ยีน icm จาํเปนตอการเพิม่
จํานวนของ L. pneumophila ภายในและทําลายเซลล macrophage พบ 1 locus ประกอบดวย 18 
allele เม่ือศึกษาการกลายพันธุ เปล่ียนแปลงลําดับรหัสพันธุกรรมใน 16 allele พบวามีผลในการเพิม่
จํานวนเซลล และไมสามารถทําลาย macrophage ได เม่ือศึกษาลําดบัรหัสพันธุกรรมของยีน icm 
พบวามี 4 operons โปรตีน Icm สวนใหญมีตําแหนงบน inner/outer membrane หรือใน periplasm 
การศึกษาเพิ่มเติมใน icmE, icmL, icmO และ icmP พบวามีลําดับรหัสพันธุกรรมท่ีเกีย่วเนื่องกันอยู 
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และมีความคลายคลึงกับยีนของ plasmid ท่ีใชในกระบวนการ conjugation ในการศึกษายีน 
icmWXYZ พบวา L. pneumophila มีความตองการใชยีนนี้สําหรับการเจริญภายใน macrophage 
นอกจากนั้นยงัพบวายนี icmW มีลําดับรหัสพันธุกรรมคลายกับยีนในกระบวนการ conjugation แต
ในปริมาณนอย สวนการศึกษาใน icmT และ icmR พบวา เม่ือเปล่ียนแปลงลําดับรหัสพันธุกรรม
ภายในยนี จะมีผลตอประสิทธิภาพการเกดิ conjugation ลดลงถึง 1/1,000 เทาเม่ือเปรียบเทียบกบั
ลําดับรหัสพันธุกรรมของ wild type สวนการเปล่ียนแปลงลําดับรหัสพันธุกรรมภายในยนี icmF, 
icmE และ icmC พบวามีความถ่ีของการเกิด conjugation ลดลง 1/10 - 1/100 เทาเม่ือเปรียบเทียบกบั 
wild type และการศึกษาในสวนของยนี icmL, icmO และ icmP พบวาไมมีผลตอการเกิด 
conjugation (Brand et al., 1994; Purcell and Shuman, 1998; Sadosky et al., 1993; Segal et al., 
1998) 
 เม่ือภายใน macrophage มีจํานวนเซลล L. pneumophila เพิ่มข้ึนจนกระท่ังเกดิการทําลาย
เซลลเจาบานและเกดิ apoptosis ในเซลล macrophage มากข้ึนจนทําใหเซลลเจาบานแตก  
L. pneumophila จะถูกปลดปลอยออกมาและติดเช้ือเซลลถัดไป  การทําลาย macrophage ของ  
L. pneumophila มี 2 ระยะ คือ 

1. ระยะแรก ถุง phagosome ท่ีภายในบรรจแุนนไปดวย L. pneumophila ถูกเหนี่ยวนําโดย 
caspase-3-mediated เคล่ือนตัวไปยังเยื่อหุมเซลล (Gao and Abu Kwaik, 1999)  

2. ระยะท่ี 2 เปนการทําใหเซลลแตกโดยการเกิดชองเปด (pore-formation mediated lysis) 
และปลดปลอยเซลลแบคทีเรียออกมาจากเซลลเจาบาน เนื่องจากการเพิ่มจํานวนเซลลท่ีมาก
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 ชักนําใหเกดิ apoptosis มากกวา 50% จากการทดลองในเซลล macrophage U937 และ
แสดง pore-forming activity สูงถึง 63% จากการสังเกตลักษณะทางธรรมชาติท่ีพบสวนใหญ  
L. pneumophila มีการเจริญภายในเซลลเจาบานไดด ี ซ่ึงสอดคลองกับผลการศึกษาใน  
L. pneumophila serogroup 1 strain SG1-64, SG1-65 และ GR159 ท่ีพบวามีการเจริญไดดีหลังการ
ติดเช้ือใน macrophage 72 ช่ัวโมง ลักษณะท่ีกลาวมาขางตน ทําให L. pneumophila serogroup 1 
สามารถเพ่ิมจํานวนใน macrophage ไดรวดเร็ว เพราะมี pore-forming activity สูง และชักนําใหเกดิ 
apoptosis  
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RFLP (สุรินทร, 2548) 
 RFLP มาจากคําวา Restriction Fragment Length Polymorphism หมายถึง ความแตกตาง
หรือความหลากหลายของขนาดรหัสพันธุกรรมท่ีเกิดจากการตัดโดยเอนไซมตัดจําเพาะ (restriction 
enzyme) ขอมูลทางพันธุกรรมของส่ิงมีชีวิตเก็บอยูในนวิเคลียสและออรแกเนลลบางชนิด ไดแก 
คลอโรพลาสต และไมโตคอนเดรีย ในรูปของ DNA ซ่ึงมีความสามารถในการจาํลองโมเลกุลได
อยางถูกตองแมนยํา เพื่อถายทอดไปสูเซลลลูกและคงลักษณะท่ีเหมือนเดิมตลอดไป แตบางคร้ังอาจ
มีการเปล่ียนแปลงของลําดับรหัสพันธุกรรมภายในได เนื่องจากส่ิงแวดลอมหรือขอผิดพลาดของ
เซลลเอง เชน มีช้ินสวนของรหัสพันธุกรรมหรือโครโมโซมหายไป (deletion) มีช้ินสวนรหัส
พันธุกรรมบางสวนเพิ่มข้ึนมา (duplication) มีการจัดเรียงตัวใหมของสวนของรหัสพันธุกรรม
ภายในโครโมโซม (chromosome rearrangement หรือ inversion) หรือมีการเปล่ียนตําแหนงของ
รหัสพันธุกรรมบางสวนภายในโครโมโซมหรือตางโครโมโซม (transposition) โดยการ
เปล่ียนแปลงดงักลาวทําใหเกดิความหลากหลายของส่ิงมีชีวิตแตละชนดิ จนสามารถกลาวไดวาไมมี
ส่ิงมีชีวิตคูใดมีลําดับรหัสพนัธุกรรมท่ีเหมือนกัน ยกเวนฝาแฝดท่ีเกิดจากไขใบเดียวกนั 
(monozygotic twins) หรือพืชท่ีเกิดจากการสืบพันธุโดยไมใชเพศ ความหลากหลายดังกลาวสามารถ
พบไดโดยหาลําดับรหัสพันธุกรรมแลวนํามาเปรียบเทียบกัน แตเปนวิธีท่ีทําไดยากและใชเวลามาก 
วิธีท่ีงายคือ นําลําดับรหัสพันธุกรรมท่ีตองการหาความแตกตางนัน้มายอยดวยเอนไซมตัดจําเพาะ
บางชนิด แลวเปรียบเทียบช้ินสวนดเีอ็นเอท่ีถูกตัดโดยเอนไซมนั้น 
 เอนไซมตัดจําเพาะเปนเอนไซมท่ีแยกไดจากแบคทีเรีย และจะตัดรหัสพันธุกรรมท่ี
ตําแหนงท่ีมีการเรียงตัวของเบสแบบจําเพาะ เรียกวา ตําแหนงจดจํา (recognition site) ตําแหนงจดจํา
ของเอนไซมแตละชนิดประกอบดวยเบส 4 ถึง 8 คู ดังนัน้เม่ือใชเอนไซมชนิดหนี่งตัดรหัส
พันธุกรรมเปาหมายโมเลกุลหนึ่ง จะไดช้ินรหัสพันธุกรรมท่ีมีขนาดและจํานวนคงท่ีเสมอ ถารหัส
พันธุกรรมเปาหมายมาจากตางแหลงกันและมีลําดับรหัสพันธุกรรมท่ีเปล่ียนแปลงไป หรือมีการ
เปล่ียนแปลงของโครงสรางแบบใดแบบหนึ่ง เม่ือทําการตัดโดยเอนไซมตัดจําเพาะชนิดเดยีวกัน จะ
ไดขนาดและจํานวนของรหสัพันธุกรรมท่ีแตกตางจากเดิม เรียกวา เกิด polymorphism หรือมี RFLP 
(ภาพ 9) 
 



 
การออกแบบ

การอ
ตองการดวยเ
sequencing p

1. มีคว
บริเว

2. สาม
เหม

3. ตอง
pin 
เทาน
พันธ

ภาพ 9 R

บ primer (สุริ
ออกแบบและ
เทคนิค PCR,
primer และ h
วามจําเพาะกับ
วณอ่ืนไดในจี
มารถจับกับลํา
าะสมข้ึนอยูกั
ไมสามารถจับ
loop หรือเกิ
นั้น และสา
ธุกรรมท่ีทํากา

Restriction Fra
ทีม่

นทร, 2548) 
ะเลือกใช p
, nucleotide 
ybridization p
บลําดับรหัสพั
จโีนมเดยีวกนั
าดับรหัสพันธุ
กับความเขมข
บภายในลําดับ
กิดการเพิ่มปริ
ายรหัสพันธุก
ารออกแบบ (

17 

 
agment Leng
มา : Anonym

primer ทีถ่
sequencing แ
probe ที่ดีควร
พนัธุกรรมเปาห
นและตางจีโน
ธุกรรมเปาหม
นของเกลือแ
บรหัสพันธุก
ริมาณเฉพาะลํ
กรรมท่ีทําการ
(primer) อีกส

 

gth Polymorph
mous 1, 2011 

ถูกตองเปนกุญ
และ hybridiz
รมีคุณสมบัตดิ
หมาย แล
ม 
าย แล
ละอุณหภูม ิ
รรมท่ีทําการอ
ลําดับรหัสพัน
รออกแบบ 
สายหนึ่ง (hete

hism (RFLP)

ญแจสําคัญขอ
zation โดยท่ัว
ดังตอไปนี ้
ละไมสามารถ

ละทําใหเกิดค

ออกแบบ (p
ธุกรรมท่ีทําก
(primer) 

erodimer) ที่อ

) 

องการเพิ่มจําน
วไปแลว PCR

ถจับกับรหัสพั

วามเสถียรใน

rimer) เกิดเป
การออกแบบ 
ตองไมจับกับ
อกแบบมาคูกั

นวนยนีท่ี
R primer, 

พนัธุกรรม

นสภาวะท่ี

ปน hair-
(primer) 

บสายรหัส
กนั 



18 

นอกจากนี้ยังมีปจจัยอ่ืนท่ีตองคํานึงถึง เชน ความยาวของ primer, ปริมาณและสัดสวนของ
เบส G-C, melting temperature (Tm) ของ primer ซ่ึงจะมีผลตอ annealing temperature ท่ีใชและ
ความยาวของรหัสพันธุกรรมเปาหมายท่ีตองการเพิ่มจํานวน ปจจุบันคอมพิวเตอรมีบทบาทอยางสูง
ในการชวยอํานวยความสะดวก, ลดเวลาในการออกแบบและเลือก primer ท่ีตองการ โดยท่ัวไป
สามารถทําได 2 วิธี คือ 

1. ผูออกแบบเปนผูเลือก primer ดวยตนเองโดยอาศัยหลักการท่ีกลาวมาขางตน จากน้ันใช
คอมพิวเตอรเพื่อวิเคราะหขอมูลตางๆ เชน Tm, โอกาสเกิด hair-pin loop หรือ primer- 
dimer, โอกาสการจับกับรหัสพันธุกรรมบริเวณอ่ืนภายในจีโนมเดียวกัน หลังจากนั้นจึง
พิจารณาขอมูลท่ีไดวาสมควรใช primer สายน้ันหรือชุดนั้นหรือไม 

2. การใช automatic primer design program ทําหนาท่ีเลือกบริเวณท่ีจะใชเปน primer เม่ือ
กําหนดตําแหนง primer แลวจากนัน้ดําเนินการโดยอัตโนมัติ โดยผูออกแบบปอนขอมูล
ของลําดับรหัสพันธุกรรมบริเวณท่ีตองการออกแบบ primer กําหนดชวงอุณหภูมิของ Tm  
ความยาวของ primer และความยาวของผลิตภัณฑท่ีตองการ ซ่ึงปจจุบันมีโปรแกรม
คอมพิวเตอรจาํนวนมากท่ีสามารถใชออกแบบ primer  

 
 การเลือกลําดับรหัสพันธุกรรมเพ่ือใชเปน primer มักใชขอมูลจาก database เชน GenBank 
เปนตน อาจเปนลําดับเบสหรือลําดับกรดอะมิโนก็ได 
การกําหนดเกณฑในการเลือก primer ซ่ึงโปรแกรมมักจะอนุญาตใหเลือกไดดังนี ้

1. เลือกตามความยาวของผลิตภัณฑโดยกําหนดบริเวณท่ีตองการใหโปรแกรมหา 
2. เลือกจาก flanking region (เปนบริเวณของ DNA ท่ีอยูใกลกับปลาย 5´ ของยีน 

ประกอบดวย promoter และเปนบริเวณท่ีไมนําไปสังเคราะหเปน RNA) ในกรณีท่ีไม
ทราบรหัสพันธุกรรมท่ีแนนอนในสวนกลาง แตทราบรหัสพันธุกรรมสวนปลายท้ัง
สองดาน ใหกาํหนดบริเวณที่ตองการใหโปรแกรมเลือก primer ในแตละดาน หลังจาก
นั้นจึงเลือกส่ิงตอไปนี ้

- ความยาว primer ควรมีความยาวประมาณ 18-30 bp ท้ังนี้ข้ึนอยูกับงานท่ีใช 
- เปอรเซนต G+C ควรเลือก primer ท่ีมีปริมาณ CG อยูระหวาง 50-60 % 
- Tm (melting temperature) ของแตละ primer ควรใกลเคียงกัน ไมควรเกนิ 5°C 
- Primer ตองไมจับกับลําดับรหัสพันธุกรรมของตนเองจนทําใหเกิด hair-pin 

loop และควรหลีกเล่ียงลําดับรหัสพันธุกรรมของแตละ primer ไมควรเปนคู
สมกันเอง 
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- primer ตองมีความจําเพาะกับลําดับรหัสพันธุกรรมเปาหมายเพียงแหงเดียว 
 เม่ือไดตั้งเกณฑท่ีตองการแลว คอมพิวเตอรจะคํานวณโดยเลือก oligonucleotide primer แต
ละดาน และคัดเลือกสายท่ีไมตองการออกโดยอาศัยเกณฑท่ีตั้งไว เม่ือได primer ในแตละดานแลว
จะมีการคํานวณรวมกนัคือ primer แตละดานจะถูกนํามาเปรียบเทียบกับ primer ทุกตัวของอีกดาน
หนึ่ง เปรียบเทียบทีละคู จากนั้นจึงทําการแจงผล 
 คอมพิวเตอรจะแสดงผลท่ีไดโดยจะแจงวารหัสพันธุกรรมท่ีสามารถใชเปน primer ไดใน
แตละขางมีจํานวนเทาใด และสาเหตุใดเปนเหตุหลักท่ีทําใหรหสัพันธุกรรมอ่ืนไมเขาตามเกณฑ
ท่ีตั้งไว หลังจากนั้นจะแจงผลวา มี primer จํานวนเทาใดท่ีเหมาะสมใช เปน PCR primer ได 
นอกจากนั้นผูใชสามารถเลือกใชไดอีกวาจะให Tm ของ primer แตละตัวในคูนั้นมีความแตกตางกนั
ไมเกินกี่องศา เพื่อเปนประโยชนในการทํา PCR ตอไป 
การแสดงผลที่ไดสามารถทําได 2 แบบ คือ 

1. list of pairs จะแสดงรายละเอียดของแตละคู ดังนี ้
- ลําดับรหัสพันธุกรรมและความยาว 
- Tm ของแตละ primer 
- ปริมาณ G+C 
- ตําแหนงในสายรหัสพันธุกรรม 
- ขนาดของผลิตภัณฑท่ีได 
- Annealing temperature ท่ีแนะนํา 

2. graphical map of pairs แสดงรูปภาพตําแหนงของ primer ท้ังคูแตละสายในรหัสพันธุกรรม
เปาหมายท่ีนํามาหาตําแหนงของ primer 

 
นอกจากนี้โปรแกรมคอมพวิเตอรยังสามารถใหผูใชไดกาํหนดคุณสมบัติอ่ืนเพิ่มเติม เชน 

การใหมี recognition site ของเอนไซมตัดจําเพาะ (restriction enzyme) ท่ีตองการใน primer ในบาง
กรณีท่ีไมสามารถหา primer ไดโดยใชโปรแกรมออกแบบ primer อัตโนมัติ ควรดูผลขอมูลทาง
สถิติท่ีโปรแกรมเก็บไววาสามารถใชเปนสาเหตุสําคัญของการไมเลือก primer จากนั้นจึง
เปล่ียนแปลงเกณฑนั้นขยายใหครอบคลุมโอกาสเลือกมากข้ึน โดยท่ัวไปแลวเม่ือเปลี่ยนแปลงเกณฑ
ดังตอไปนี้ มักจะได primer ท่ีตองการ เชน 

1. เปล่ียนแปลงลําดับของ 3´-dinucleotide ใหเปน 5´-NN-3´ 
2. เปล่ียนแปลงชวงความยาวของ primer ใหส้ันลงหรือยาวข้ึน 
3. เปล่ียนแปลงขอจํากัดและปริมาณ G+C 
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4. เพิ่มชวงความยาวของผลิตภณัฑท่ีจะได 
 

DNA sequence databank (สุรินทร, 2548) 
ท่ีรูจักกันดีในปจจุบันประกอบดวย 
1. GenBank ปจจุบันรวบรวมโดย National Center for Biotechnology information (NCBI) 

ในประเทศสหรัฐอเมริกา ซ่ึงเปน database ท่ีมีผูรูจักกันมากท่ีสุด อยูในรูปของ CD-ROM 
ของ GenBank มี 3 ชนิด คือ 
1.1 Entraz-Sequence เปนขอมูลซ่ึงรวบรวมลําดับรหัสพันธุกรรมของ DNA, protein 

และขอมูล Medline เขาดวยกัน รวมท้ังมีโปรแกรมในการคนหาอยูในตัว ใชงาย 
เหมาะสําหรับผูท่ีตองการทราบวามีผู sequence สวนนัน้หรือไม และมี sequence 
เปนอยางไร แตไมสามารถวิเคราะหไดมากกวานั้น จําเปนตองใชโปรแกรมพิเศษ 

1.2 NCBI-GenBank เปนขอมูลในรูปของ flat file ซ่ึง GenBank ใชอยูเดิม และไมมี
โปรแกรมคนหาในตัว จําเปนตองใชโปรแกรมพิเศษซ่ึงมีราคาสูงมาก เหมาะสําหรับ
ผูท่ีตองการวิเคราะหขอมูล sequence โดยละเอียด 

1.3 NCBI-sequence และขอมูลในรูป ISO ASN.1 เหมาะสําหรับผูท่ีตองการพัฒนาและ
เขียนโปรแกรมในการวิเคราะห sequence 

2. EMBL (European Molecular Biology Laboratory) มีสํานักงานอยูท่ี EMBL Data Library 
เมือง Heidelberg ประเทศเยอรมัน 

3. DDBJ (DNA Database of Japan) สํานักงานอยูท่ีเมือง Mishima ประเทศญ่ีปุน 
 

หลักการและขั้นตอนของ PCR (วัชรีและมนตรี, 2536) 
 การเพิ่มปริมาณรหัสพันธุกรรมในหลอดทดลองโดยวิธี PCR เร่ิมตนจากรหัสพนัธุกรรม
ตนแบบ (template DNA) ซ่ึงเปนรหัสพันธุกรรมสายคู (double stranded DNA) สังเคราะหรหสั
พันธุกรรมสายใหมจากการแยกสายของรหัสพันธุกรรมตนแบบที่เปนสายคูออกจากกัน เปนรหสั
พันธุกรรมสายเดีย่ว (single stranded DNA) ข้ันตอนนี้เกิดข้ึนโดยอาศัยความรอน ตอมาสายรหสั
พันธุกรรมท่ีถูกแยกออกจากกันท้ังสองสาย จะเปนตนแบบสําหรับการสังเคราะหรหัสพันธุกรรม
สายใหมท่ีเปนคูสมกัน (complementary strands) และเปนลําดับรหัสพันธุกรรมตรงกันขาม ท่ี
สามารถจะจับเขาคูกับสายเดิมได การสังเคราะหรหัสพันธุกรรมสายใหมจําเปนตองอาศัย
สวนประกอบที่สําคัญ 3 อยางคือ 
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1. oligonucleotide primers สองสายซ่ึงใชสําหรับต้ังตนการสังเคราะหรหัสพันธุกรรมสาย
ใหม primer จะจับไดอยางจาํเพาะกับปลาย 3´ ของรหัสพันธุกรรมตนแบบท่ีเปนคูสมกัน 

2. เอนไซม DNA polymerase 
3. nucleotide ท้ัง 4 ชนิด คือ dATP, dTTP, dCTP และ dGTP ใชสรางรหัสพันธุกรรมสายใหม 

นอกจากนี้ยังมีสวนประกอบที่จําเปนอ่ืนๆอีก เชน เกลือ MgCl2, KCl และ buffer เม่ือมี
องคประกอบท้ังหมด ปฏิกิริยาสังเคราะหรหัสพนัธุกรรมจะเกิดข้ึนเม่ือทําใหเกดิการเปล่ียนแปลง
ของอุณหภูมิหมุนเวยีน 3 ระดับ เพื่อเพ่ิมจํานวนรหัสพันธุกรรมเปน 2 เทา (ภาพ 10) คือ 

1. Denaturation เกิดที่อุณหภูมิสูงประมาณ 90-95ºC ทําใหรหัสพันธุกรรมตนแบบท่ีเปน
เกลียวคูแยกออกจากกันกลายเปนสายเด่ียวอยูเปนอิสระ ทําหนาท่ีเปนตนแบบใหเกิดการ
เพิ่มจํานวนรหสัพันธุกรรมตอไป (DNA replication) 

2. Primer annealing คูสาย primer ท่ีถูกสังเคราะหใหมีลําดบัรหัสพันธุกรรมเปนคูสมกับปลาย 
3´-end ของรหัสพันธุกรรมตนแบบแตละสาย เขาไปจบัตรงลําดับรหัสพันธุกรรมท่ีเปนคู
สมบนสาย รหสัพันธุกรรมตนแบบจะเกดิข้ึนเม่ืออุณหภูมิเหมาะสมในชวง 40-60ºC 

3. Primer extention (amplification step) ข้ันตอนการเพิ่มขยายจํานวนรหสัพันธุกรรมเกิดข้ึน
โดยเอนไซม DNA polymerase ทําหนาท่ีเพิ่มลําดับรหัสพันธุกรรม (5´-3´ extention) ท่ี
ปลาย 3´ ของ primers ท้ังสอง โดยสังเคราะหในทิศทาง 5´-3´ และสภาวะท่ีเหมาะสมของ
ปฏิกิริยาในข้ันตอนนี้ข้ึนอยูกับชนิดของเอนไซมท่ีเลือกใช ในกรณีของเอนไซม Taq DNA 
polymerase ตองการสภาวะเหมาะสมท่ีอุณหภูมิ 72ºC โดยเติมเอนไซมเม่ือเร่ิมปฏิกิริยา
เทานั้น ไมตองการเอนไซมใหมในทุกรอบเหมือน Klenow fragment ของเอนไซม E. coli 
DNA polymerase I  
 
ทุกรอบของปฏิกิริยา PCR มี 3 ข้ันตอน โดยปกติปฏิกริิยา PCR เกิดข้ึนซํ้าจํานวน 20-30 

รอบ ทําใหเกดิ PCR product จํานวนมาก ผลิตภัณฑท่ีสังเคราะหไดมากคือ ผลิตภัณฑสายส้ัน (short 
product) มีขนาดความยาวกําหนดจากปลาย 5´ ของ primers ท้ังสองสาย จากการคํานวณตามทฤษฎี
จํานวนของผลิตภัณฑสายส้ันจะเพิ่ม 2 เทาในทุกรอบเปนการเพิม่แบบทวีคูณ สวนผลิตภัณฑท่ี
สังเคราะหนอย คือ ผลิตภณัฑสายยาว (long product) ซ่ึงสังเคราะหโดยตรงจากรหัสพันธุกรรม
ตนแบบ จํานวนสายของผลิตภัณฑสายยาวจะเพ่ิมตามจาํนวนรอบ เม่ือส้ินสุดกระบวนการ จํานวน
ของผลิตภัณฑสายส้ันจะเพิ่มขยายสูงกวาผลิตภัณฑสายยาวมาก จึงไมมีความจําเปนตองมีข้ันตอน
การแยกใหบริสุทธ์ิออกจากกัน แตท้ังนี้ข้ึนกับวัตถุประสงคของการนําผลิตภัณฑท่ีไดจากวิธี PCR 
ไปใชตอ 
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ภาพ 10 Polymerase Chain Reaction (PCR)  
ท่ีมา : Griffiths et al., 1996 

 



23 

ผลงานวิจัยท่ีเก่ียวของ 
หลายงานวิจยัสนใจศึกษากลไกการอยูรอดและกลไกการกอโรคของ L. pneumophila โดย

ศึกษาในสวนของผนังเซลล พบวามีความคลายคลึงกันของโครงสรางของ peptidoglycan ระหวาง 
L. pneumophila กับ intraparasite ชนิดอ่ืน อาจเปนไปไดวา cell surface เปนปจจยัหนึ่งท่ีจําเปนตอ
การอยูรอดของเซลลและทําลายเซลลส่ิงมีชีวิตอ่ืน ดังนั้นการมุงศึกษาในสวนของโปรตีน outer 
membrane จึงนาสนใจ และมีงานวิจัยหลากหลายท่ีทําการศึกษา  เชน ศึกษาการสกัดแยก outer 
membrane และวิเคราะหโดย SDS-PAGE พบวา โปรตีนท่ีไดมีขนาด 29,000-30,000 dalton ซ่ึงพบ
ใน L. pneumophila ทุก serogroup และ L. micdadei  เทานั้น  ทําใหไมสามารถแยกความแตกตาง
ระหวาง L. pneumophila และ L. micdadei   และไมสามารถแยกความแตกตางระหวาง serogroup 
ของ L. pneumophila ได (Hindahl and Iglewski, 1985) จากขอมูลมากมายทําใหนักวจิัยสวนมาก
เล็งเห็นความสําคัญของ L. pneumophila serogroup 1 ท่ีพบเปนแบคทีเรียกอโรคมากท่ีสุด ดังนั้น
การวิเคราะหลงถึงระดับ serogroup ได จะมีประโยชนตอการวนิจิฉัยโรคและการตรวจสอบการ
ปนเปอนในส่ิงแวดลอม 

วิธีหนึ่งท่ีสามารถแยกความแตกตางระหวาง serogroup ของ L. pneummophila ไดนั้น คือ
การใช antisera rabbit antibody ตอ L. pneumohila serogroup 5 (Jürgens and Fehrenbach, 1995) 
และ L. pneumophila serogroup 1 (Nolte et al., 1986) ซ่ึงสามารถแยกความแตกตางระหวาง 
serogroup 1-14 ไดอยางชัดเจน 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 
สามารถแยกความแตกตางระดับ serotype ไดชัดเจนเชนกัน ในป ค.ศ. 2010 Chinsembu et al. นํา
ตัวอยางน้ําจากแมน้ํา Goreangab Dam ซ่ึงอยูทางตะวันตกของเมือง Windhock และฝกบัวจากท่ีพกั
นักศึกษามหาวิทยาลัยนามิเบีย ประเทศนามิเบีย ตรวจสอบทางสัณฐานวิทยาและทดสอบทางชีวเคมี 
เชน การสรางเอนไซม catalase, การหมักกลูโคส และ methyl red-voges proskauer เปนตน จากนัน้
ทดสอบในระดับ serogroup ดวย latex agglutination พบ L. pneumophila ท้ังสองแหลง โดยน้ําจาก
แมน้ํา Goreangab Dam อยูใน serogroup 1-15 และนํ้าฝกบัวจากท่ีพักนักศึกษามหาวิทยาลัยนามิเบีย 
อยูใน serogroup 2-15 ซ่ึงการทดสอบในระดับ serogroup ดวย agglutination พบวา L. pneumophila 
serogroup 1 ปรากฏผลบวกภายใน 1 นาที สวน L. pneumophila serogroup 2-15 ใหผลบวกภายใน 
4 นาที ดังนัน้วิธี latex agglutination จึงไมสามารถแยก serogroup 2-15 ออกจากกนัได อยางไรก็
ตาม การตรวจหาเช้ือ L. pneumophila โดยใช antibody นั้น ถึงแมจะแยกความแตกตางของ 
serogroup ได แตมีราคาแพงและหายาก นอกจากนีย้ังมีรายงานการใช real-time PCR ซ่ึงเปนเทคนิค
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ท่ีรวดเร็ว และความจําเพาะเจาะจงสูง ในการตรวจหา ยีน mip ของ Legionella สามารถจําแนก
แบคทีเรียไดในระดับสปชีสและ serogroup (Behet et al., 2006) อยางไรก็ตามเทคนิคนี้มีราคา
คอนขางสูง  

ยีน mip ผลิตโปรตีน Mip บน cell surface ของแบคทีเรีย (Bumbaugh et al., 2001) โปรตีน
นี้มีความสําคัญตอการอยูรอดของเซลลโดยปองกันการหลอมรวมของ  phagosome กับ lysosome 
(Heuner and Swanson, 2008) การกลายพนัธุของยีน mip ทําใหความสามารถของแบคทีเรียในการ
เขาสูเซลลลดลง (Cianciotto et al., 1990) อยางไรก็ตามเทคนิค PCR สามารถแยกความแตกตางได
ในระดบัจีนัสและสปชีสเทานั้น สวนระดบั serogroup ยังแยกไมได ดังนั้นจึงใชเทคนิค RFLP ใน
การตัดเพื่อแยกความแตกตางของสาย nucleotide ระหวาง serotype ดังเชนรายงานการวิจยัในสวน
ของยีน rpoB ท่ีใชเทคนิค PCR และ RFLP แยกความแตกตางระหวางจีนัส, สปชีสและ subspecies 
ของ L. pneumophila ได โดยการแยกในระดับ subspecies โดยวิธี RFLP นั้น ใชเอนไซม BamHI 
แยก subsp. pneumophila ออกจาก subsp. fraseri ได เปนตน (Ko et al., 2003)  

เทคนิค PCR ซ่ึงเปนเทคนิคท่ีใชกันอยางแพรหลาย เปนเทคนิคท่ีรวดเร็ว สามารถแกปญหา
ในขอจํากดัท่ีเกิดข้ึนกับแบคทีเรียท่ีไมสามารถเพาะเล้ียงได หรือใชเวลานานในการเพาะเล้ียง 
(Doust et al., 2008; Behet et al., 2006) เทคนิค PCR มีความจําเพาะ และไวตอการตรวจพบ ในการ
วิเคราะหหาเช้ือ L. pneumophila โดยเทคนิค PCR จากคนไข 39  คน พบผลบวกในคนไข 21 คน 
คิดเปน 56.4% ในขณะที่เทคนิค enzyme immunoassay ใหผลบวกเพียง 9 คนคิดเปน 23.1% และวธีิ
เพาะเล้ียงในอาหารไมใหผลบวกเลย (Poblet-Mas et al., 2007) ในป ค.ศ. 2000 Cloud et al. ศึกษา
เปรียบเทียบการตรวจหาเช้ือ Legionella sp. ในน้ําลางปอด (bronchoalveolar lavage fluids) โดย
เทคนิค PCR และการเพาะเลี้ยงในอาหาร BCYE ท่ีผสมยาปฏิชีวนะ anisomycin, polymycin B และ 
vancomycin จากตัวอยางท้ังหมด 212 ตัวอยาง พบ 31 ตัวอยางใหผลบวกท้ังสองวิธี และ 12 ตัวอยาง
ใหผลลบในการเพาะเล้ียงบนจานอาหารแตใหผลบวกดวยเทคนิค PCR จากนัน้ทําการ sequence  
12 ตัวอยางดังกลาว พบ 8 ตัวอยางมีความคลายคลึงกับ Acinetobacter sp. หรือ Proteobacterium sp. 
มากกวา Legionella sp. สวน 4 ตัวอยางท่ีเหลือระบุเปน Legionella sp. โดย 3 ตัวอยางเปน  
L. micdadei อีกหนึ่งตัวอยางเปน L. longbeachae งานวิจัยนี้แสดงถึงความไวตอการตรวจพบเช้ือ 
Legionella sp. โดยเทคนิค PCR มากกวาการเพาะเล้ียงบนจานอาหาร และลดระยะเวลาการตรวจ
พบเช้ือโดยใชเวลาเพียง 6-8 ช่ัวโมง ขณะทีก่ารเพาะเล้ียงใชเวลามากกวา 5 วัน 
  
  
 
 


