
 
 

บทที่ 3 
อุปกรณและวิธีการวิจัย 

 
1. แบคทีเรียท่ีใช 

1.1 Legionella pneumophila serogroup 1 (DMST 12800), 2 (DMST 12801), 3 
(DMST 12747), 6 (DMST 12804), 8 (DMST 17221), 10 (DMST 18015) และ 11 
(DMST 24600) จากกรมวิทยาศาสตรการแพทย กรุงเทพมหานคร 

1.2 Escherichia coli (E. coli), Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae),  
Proteus mirabilis (P. mirabilis), Proteus vulgaris (P. vulgaris),  
Pseudomonas aeruginosa (Ps. aeruginosa), Ralstonia solanacearum  
(R. solanacearum), Staphylococcus aureus (S. aureus), Salmonella typhi (Sal. typhi), 
Shigella dysenteriae (Shi. dtsenteriae) และ Vibrio cholerae (V. cholerae) จากสาขา
จุลชีววิทยา ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม 

2. อาหารเล้ียงเชือ้ (ภาคผนวก ก) 
2.1 Buffer charcoal yeast extract (BCYE) medium 
2.2 Nutrient agar (NA) และ Nutrient Broth (NB) 
2.3 Thiosulfate Citrate Bile salts Sucrose Agar (TCBS Agar) 

3. สารเคมี (ภาคผนวก ข) 
3.1 ชุดยอมสีแกรม 
3.2 ชุดทดสอบชีวเคม ี
3.3 สารท่ีใชในการสกัด  DNA 
 3.3.1   Chloroform- isoamyl alcohol 
 3.3.2   Ethanol, 70%  และ absolute ethanol 
 3.3.3   Lysozyme, 10 mg/ml  

  3.3.4   Phenol-chloroform-isoamyl alcohol 
  3.3.5   Proteinase K, 25 mg/ml 
  3.3.6   RNase, 10 mg/ml   
  3.3.7   Sodium dodecyl sulfate, 25 mg/ml   
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3.3.8   STE buffer 

3.4 สารท่ีใชทํา  PCR (Polymerase Chain Reaction) 
 3.4.1   dNTP, 0.2 mM 

3.4.2   PCR buffer+Mg2Cl, 10X (RBC) 
3.4.3   Primers, forward และ reverse (mip F-mip R, 24F-1492R) 

  3.4.4   Reaction buffer, 10X 
3.4.5   Taq DNA polymerase (RBC) 

 3.5 สารท่ีใชทํา electrophoresis  
3.5.1  Agarose  
3.5.2  Ethidium bromide 
3.5.3  Loading dye   
3.5.4  TAE (1X) buffer 

 3.6 สารท่ีใชทํา RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) 
  3.6.1  EcoRII, 10 U/μl 
  3.6.2  PvuII, 10 U/μl 

4. วัสดุและอุปกรณ 
1.1 กระบอกตวง  100 ml 
1.2 กระดาษกรองเบอร 1 
1.3 กลองดําพรอมฝาปด 
1.4 ขวดแกวขนาด  30  ml 
1.5 ขวดแกวรูปชมพู  250 ml 
1.6 ขวดปากกวาง ขนาด 300-500 ml 
1.7 จานอาหารเล้ียงเช้ือขนาดเสนผาศูนยกลาง  90 mm 
1.8 วัสดุอุปกรณอ่ืน เชน ชอนตักสาร ถวยช่ังสาร และถุงมือ 
1.9 หลอดทดลองแกวขนาด 
1.10 หลอดทดลองพลาสติกขนาด 50 ml 
1.11 หวงถายเช้ือ 
1.12 Aluminum foil 
1.13 Glass slide และ cover slip 
1.14 Microcentrifuge tube ขนาด 1.5 และ 2.0 ml 
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1.15 Centrifuge tube ขนาด 50.0 ml 
1.16 Micropipette ปรับปริมาตรได ขนาด 0.1-10, 10-100 และ 200-1,000 μl 
1.17 Pipette tip ขนาด 10, 200, 1000 μl 

 
5. เคร่ืองมือท่ีใชในการทดลอง  

ตาราง 2 เคร่ืองมือท่ีใชในการทดลอง 

เคร่ืองมือ รุน บริษัทผูผลิต 

กลองจุลทรรศนแบบเลนสประกอบ CX 31 Olympus 
เคร่ืองช่ังทศนิยม 4 ตําแหนง 20S A SCS Presica 
เคร่ืองปนเหวีย่ง EBR 12 E - 
Autocalve SS-325 Tomy 

Electrophoresis set EPS 30 
Amersham Pharmacia 

Bioteth 
Heamacytometer - BOECO 
Hot air oven - Heraeus 
Incubator - Memmert 
Thermal cycler Gene Amp PCR System 9700 Applied Biosystem 
UV  Transluminator VO36685 VILBEIR LOUMAT 
Water bath WB-10 Memmert 

 
วิธีการทดลอง 

1. การเพาะเล้ียง Legionella pneumophila serogroup 1, 2, 3, 6, 8, 10 และ 11  ใน BCYE agar 
เล้ียงเช้ือบนอาหาร BCYE agar วางในกลองดําปองกันแสงและใหความชื้นแกเช้ือโดยการ

ใสน้ําในขวดปากกวางวางลงในกลองดําขางจานเพาะเล้ียง นําไปบมท่ี 37°C เปนระยะเวลา  4-7 วัน 
2. การเพาะเล้ียง Legionella pneumophila serogroup 1, 2, 3, 6, 8, 10 และ 11 ใน BCYE broth 

ถายเช้ือ 1 โคโลนีท่ีทําการเพาะเล้ียงบนอาหาร BCYE agar ระยะเวลา 7 วัน ลงใน BCYE 
broth หุมขวดดวย aluminum foil เพือ่ปองกันแสง นําไปบมท่ี 37°C เขยาดวยความเร็วรอบ  
148 rpm เปนระยะเวลา 72 ช่ัวโมง กอนนําไปสกัด DNA ตอไป 
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3. การเพาะเลี้ยง E. coli, K. pneumoniae, P. mirabilis, P. vulgaris, Ps. aeruginosa,  

R. solanacearum, S. aureus, Sal. typhi และ Shi. dysenteriae ใน NA และ NB สวน 

V. cholerae  ใน TCBS agar และ TCBS broth 
เล้ียงเช้ือบนอาหาร NA บมในอุณหภูมิ 37°C ระยะเวลา 24 ช่ัวโมง หลังจากนัน้ถายเช้ือที่อยู

ในระยะ log phase ลงใน NB นําไปบมท่ี 37°C ในเคร่ืองเขยา เปนเวลา 18-24 ช่ัวโมง กอนนําไปสกัด 
DNA ตอไป 

4. การสกัด Genomic DNA ของ L. pneumophila serogroup 1, 2, 3, 6, 8, 10 และ 11, E. coli,  
K. pneumoniae, P. mirabilis, P. vulgaris, Ps. aeruginosa, R. solanacearum,  

S. aureus, Sal. Typhi,   Shi. dysenteriae และ V. cholerae  (Salloum et al., 2002) 
4.1 นําเช้ือท่ีเพาะเลี้ยงไวในอาหารเหลวจากขอ 2 และขอ 3 ไปปนดวยความเร็ว  

6,000 rpm ท่ี 4°C นาน 10  นาที จากนั้นเทสวนท่ีเปนของเหลวใสท้ิง เหลือสวนท่ี
เปนเซลลตกตะกอนอยูกนหลอด 

4.2 เติม STE buffer  ปริมาตร  500 μl ผสมจนละลายเปนเนือ้เดียวกัน 
4.3 เติม lysozyme (10 mg/ml) 100 μl เพื่อยอยผนังเซลล และบมท่ีอุณหภูมิหอง นาน  

1  ช่ัวโมง 
4.4 ละลายไขมันบนเยื่อหุมเซลลและเยื่อหุมนวิเคลียสโดย sodium dodecyl sulfate  

(25 mg/ml)  10 μl บมใน water bath ท่ีอุณหภูมิ 37°C นาน 30 นาที   
4.5 เติม  proteinase K (25 mg/ml) 100 μl เพื่อยอยโปรตีน บมใน water bath ท่ีอุณหภมิู 

37°C นาน 30 นาที   
4.6 เติม RNase (10 mg/ml) 5 μl เพื่อยอย RNA บมใน water bath ท่ีอุณหภูมิ 37°C นาน 

1 ช่ัวโมง 
4.7 นําไปปนดวยความเร็ว  12,000 rpm ท่ี  4°C  นาน 10 นาที สารละลายจะแยกช้ัน ทํา

การดูดสารละลายช้ันบนใสหลอดใหม 
4.8 สกัดโปรตีนออกดวย phenol-chloroform-isoamyl alcohol (25:24:1) ปริมาตร   

500 μl  ผสมใหเขากันโดยเขยาหลอดไปมาเปนเวลา 1 นาที 
4.9 นําไปปนแยกช้ันดวยความเร็ว  12,000 rpm ท่ี  4°C  นาน 10  นาที 
4.10 ดูดสารละลายชั้นบนใสหลอดใหม  
4.11 เติม chloroform-isoamyl alcohol (24:1)  ปริมาตร  500 μl  ผสมใหเขากันโดยเขยา

หลอดไปมา 
4.12 นําไปปนแยกช้ันท่ี  12,000 rpm ท่ี  4°C  นาน 10  นาที 
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4.13 ดูดสารละลายชั้นบนใสหลอดใหม 
4.14 ทําการตกตะกอน DNA โดยเติม absolute ethanol ปริมาตร  500 μl  ผสมใหเขากัน

โดยเขยาหลอดไปมา จนเหน็ DNA มีลักษณะเปนกอนสีขาว 
4.15 นําไปปนตกตะกอนท่ี 12,000 rpm ท่ี 4°C  นาน 10  นาที 
4.16 ลางตะกอน DNA  โดยเติม  70% ethanol ปริมาตร 250 μl 
4.17 นําไปปนท่ี 12,000 rpm ท่ี 4°C  นาน 10  นาที 
4.18 เทของเหลวใสสวนบนท้ิง  ปลอยใหตะกอน DNA แหงโดย air-dry 
4.19 ละลายตะกอน DNA โดย  น้าํกล่ัน  100  μl 
4.20 ตรวจสอบ DNA ท่ีแยกไดดวยวิธี agarose gel electrophoresis โดยใช 0.8% agarose 

5. ขั้นตอนการเลือกใช primer 
5.1 ออกแบบ primer เพื่อเพ่ิมปริมาณยนี mip จากฐานขอมูลใน GenBank  

L. pneumophila strain Corby (NC_009494) ได primer ท่ีทําการออกแบบดังนี้   
mip F 5-GGC AGA ATT AGT GGG CG-3  
mip R 5-GTG GTG TTA GGC TGA CAC C-3 

5.2  ทดสอบ primer ท่ีออกแบบวาจําเพาะตอยีน mip หรือไม โดยใชโปรแกรม primer 
blastn จาก www.ncbi.nim.nih.gov/ 

5.3 ใสลําดับรหัสพันธุกรรมของ primer ลงไปตามชองท่ีโปรแกรมกําหนด เม่ือ
โปรแกรมประมวลผลเสร็จส้ิน จะแสดงผลออกมาในรูปของภาพและตาราง แสดง
ตําแหนงจับของ primer กับลําดับรหัสพันธุกรรมตนแบบที่มีอยูในฐานขอมูลใน 
GenBank  

6. การหาสภาวะท่ีเหมาะสมของเทคนิค PCR เพื่อเพิ่มปริมาณ DNA บริเวณยีน mip ของ  

L. pneumophila serogroup 1, 2, 3, 6, 8, 10 และ 11 
6.1  ใช primer ท่ีไดจากขอ 5 เพิ่มปริมาณ DNA ท่ีบริเวณยนี mip ของ L. pneumophila 

serogroup 1, 2, 3, 6, 8, 10 และ 11 
6.2  นํา DNA ของ L. pneumophila serogroup 1, 2, 3, 6, 8, 10 และ 11 มาทดสอบหา

สภาวะท่ีเหมาะสมสําหรับการทํา PCR ซ่ึงไดแก  ความเขมขนของ primer และ
อุณหภูมิของการทํา PCR ดังนี้ 
6.2.1 หาสภาวะท่ีเหมาะสมสําหรับการทํา PCR ของ primer mip F, mip R ในข้ัน 

annealing ตั้งแต 52-54°C เพื่อหาสภาวะที่ primer จับแลวสังเคราะหสายรหัสพนัธุกรรมไดอยาง
จําเพาะเจาะจง 
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6.2.2 หาสภาวะท่ีเหมาะสมสําหรับการทํา PCR ของ primer mip F, mip R โดยใช

ความเขมขนของ primer ตัง้แต 0.5-1.0 μM เพื่อหาสภาวะท่ี primer จับแลวสังเคราะหสายรหัส
พันธุกรรมไดโดยไมเหลือ primer-dimer  

6.3 ตรวจสอบชิ้น DNA ท่ีไดจากการทํา PCR ดวย 1% agarose gel electrophoresis 
6.4 เม่ือหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการเพ่ิมปริมาณ DNA บริเวณยีน mip ของ  

L. pneumophila แตละ serogroup แลว นํา PCR product ของ L. pneumophila แตละ 
serogorup สงหาลําดับรหัสพันธุกรรมเพ่ือคัดเลือกเอนไซมตัดจําเพาะในการแยกความ
แตกตางของแตละ serogroup ตอไป (ภาคผนวก ค) 

7. การหาความจําเพาะเจาะจงของ primer mip F และ mip R ตอบริเวณยีน mip ของ  

L. pneumophila โดยเทคนิค PCR  
นํา genomic DNA ในขอท่ี 4 มาตรวจสอบหาความจําเพาะของ primer mip F และ mip R 

ตอการจับบริเวณยีน mip ของ L. pneumophila โดยเติม primer คูนี้ลงในปฏิกิริยา PCR โดยมี 
internal control เปน primer 27F และ primer 1492R ท่ีสามารถจับอยางจําเพาะท่ีบริเวณยนี  
16S rRNA ของแบคทีเรียทุกสปชีส หากมี genomic DNA ของแบคทีเรียในตัวอยางจะปรากฏยีน 
16S rRNA ท่ี 1,500 bp และหากมียีน mip จะปรากฏ PCR product ท่ี 901 bp  

8. Gel Electrophoresis  
8.1 เตรียมถาดสําหรับเทเจล โดยใชเทปกระดาษปดหัวทายของถาด วางหวีซ่ึงจะทําให

เกิดหลุมสําหรับหยดเจล ใหสูงกวาพื้นถาดประมาณ 0.5-1.0 mm วางถาดบนพ้ืนราบ
ท่ีไดระนาบ 

8.2 เตรียมละลาย 1X TAE buffer จาก 50X stock solution  ปริมาตรพอสําหรับใสใน
แทงคและใชเตรียม agarose 

8.3 ละลาย 0.8% agarose gel สําหรับ genomic DNA, 1.0% agarose gel สําหรับ PCR 
product และ 2.0% agarose gel สําหรับช้ิน PCR product ท่ีถูกตัดดวยเอนไซมตัด
จําเพาะ ดวย 1X TAE buffer ดวยความรอนจนไดสารละลายใส ท้ิงใหเย็นลงจน
อุณหภูมิประมาณ  55°C  เทใสถาดท่ีเตรียมไว  3-5 mm ท้ิงไวใหเจลแข็งตัวประมาณ  
30-45  นาที 

8.4 ดึงหวีและเทปกระดาษออกจากเจลอยางระมัดระวัง ไมใหเจลแตก วางถาดเจลลงใน
แทงค เทบัฟเฟอรใหทวมเจลประมาณ 1 mm 

8.5 ผสม  loading dye  กับ   size marker  หรือ DNA ตัวอยาง 
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8.6 หยด size marker ลงในหลุมแรกและ DNA ตัวอยางในหลุมถัดมา  เวลาหยด

สารละลายลงในหลุมควรแนใจวาปลายปเปตอยูต่ํากวาปากหลุม เพ่ือใหสารละลาย
ตกลงไปในปากหลุมใหหมด 

8.7 หยดตัวอยางลงหลุมในเจล  1  ตัวอยาง/1  หลุม 
8.8 ปดฝาแทงค ใหแนใจวาข้ัวบวกอยูในทิศทางตรงกันขามกับทิศทางของหลุมตัวอยาง 

ตั้งคาความตางศักยท่ี 100 volt เปดเคร่ืองจายกระแสไฟฟา  สังเกตฟองอากาศท่ีผุด
ข้ึนมาจากลวดนําไฟฟาท่ีข้ัวไฟฟาท้ัง  2  ขาง 

8.9 สังเกตทิศทางการเคล่ือนท่ีของ loading dye  จากข้ัวลบไปหาข้ัวบวก หากเคล่ือนที่
ผิดทาง  แสดงวาการตอข้ัวไฟฟาผิดขาง ควรปดเคร่ืองและเปล่ียนข้ัวไฟฟาใหถูกตอง 
จากนั้นปดเคร่ืองเม่ือพบวา loading dye เคล่ือนท่ีไดระยะทาง 2 ใน 3 ของแผนเจล 

8.10 ยอมเจลโดยแชเจลลงในสารละลาย  ethidium bromide  ประมาณ  10-15  นาที  แลวลาง
เจลเพื่อลด background โดยการนําเจลแชในน้ํากล่ันนาน  10  นาที 

8.11 ตรวจสอบเจลบนเคร่ือง Transilluminator  โดยดูลักษณะของแถบ DNA ท่ีเรืองแสง
ultraviolet บนเจล บันทึกรูปเจลเพ่ือนําไปวิเคราะหขอมูลตอไป 

9. การหาปริมาณเซลลท่ีนอยท่ีสุดท่ีสามารถตรวจสอบไดโดยเทคนิค PCR 
9.1 เพาะเล้ียง L. pneumophila serogroup 1 ปริมาตร 10 ml ในขวดฝาดํา 3 ขวด ดวย 

BCYE broth ท่ีความเร็วรอบ 120 rpm นาน 4 วัน จากน้ันเก็บเซลล โดยการปน
เหวีย่งท่ีความเร็วรอบ 6,000 rpm เปนเวลา 20 นาที 
9.1.1 ละลายตะกอนเซลลดวยน้ํากล่ัน 1 ml แลวทําการเจือจางต้ังแต 1×10-1 - 

1×10-10 
9.1.2 นับจํานวนเซลลแตละการเจอืจางดวยวิธี haemacytometer 

ก. ยอมสีแตละการเจือจางดวย crystal violet เพื่องายตอการมองเห็น 
ข. หยดแตละการเจือจางลงไปจนเต็มชองส่ีเหล่ียม ปดดวย cover slip 

แลวสองดูภายใตกลองจุลทรรศน ท่ีกําลังขยาย 40 เทา 
ค. เลือก 5 ชองจาก 25 ชองกลาง พื้นที่รวมคิดเปน 0.1 mm2 หรือ  

0.0001 cm2 หรือ 1×10-4 ml 
ง. วิธีนับใหนับจากมุมบนสุดดานซายไลซิกแซกลงมา โดยนับเซลล

เดี่ยว และเซลลท่ีเปนกลุมติดกันใหเปนหนึ่ง ท้ังหมดภายในตาราง 
สวนเซลลทาบบนเสนตารางเสนในสุด ใหนับเฉพาะเซลลท่ีทาบเสน
ตารางดานบน และดานขวาแตละตารางเทานั้น 
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9.1.3 นําตัวอยางนํ้าแตละการเจือจางทํา PCR เพื่อตรวจสอบหาการปนเปอนของ  

L. pneumophila serogroup 1 เพื่อทราบปริมาณเซลลท่ีนอยท่ีสุดในตัวอยาง
น้ําท่ีสามารถตรวจสอบพบโดยเทคนิค PCR 

9.2 เพาะเล้ียง L. pneumophila serogroup 1 ปริมาตร 10 ml ในขวดฝาดํา 3 ขวด ดวย 
BCYE broth ท่ีความเร็วรอบ 120 rpm นาน 4 วัน จากนั้นกรองผงถานดวยกระดาษ
กรองเบอร 1 ออกจากอาหารเหลว นําอาหารเหลวไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ  
6,000 rpm เพือ่เก็บเซลล เปนเวลา 20 นาที จากนั้นทําเชนเดียวกับขอ 9.1.1-9.1.3 

10. PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length 
Polymorphism) 
10.1 สง PCR product ของ L. pneumophila แตละ serogroup เพื่อหาลําดับรหัสพันธุกรรม 

เม่ือไดรับขอมูลลําดับรหัสพันธุกรรมความยาว 901 bp บริเวณยีน mip จากนั้นหา
ดวยเอนไซมตดัจําเพาะโดยใช program restriction mapping version 3 ผลการตัด
แยกเพื่อระบุเปน  L. pneumophila serogroup 1 ใชเอนไซม EcoRII และ PvuII 

10.2 ทําการเพิ่มปริมาณ DNA บริเวณยีน mip ของ L. pneumophila serogroup 1, 2, 3, 6, 
8, 10 และ 11 โดยเทคนิค PCR จากนัน้นํา PCR product ท่ีได ทําการแยกความ
แตกตางแตละ serogroup โดยวิธี RFLP (ดัดแปลงจาก Claisse et al., 2007) 

10.3 เอนไซมแรกท่ีใชในการตัดแยกแตละ serogroup คือ EcoRII ซ่ึงองคประกอบของ
สารตอ 1 ปฏิกิริยา ประกอบดวย PCR product ปริมาตร 10 μl, buffer 2 μl และ
เอนไซม 1 μl (10U/μl) ปรับปริมาตรสุดทาย 20 μl โดยนํ้ากล่ันปลอดเช้ือ ผสมใหเขา
กันโดยเขยาหลอดไปมา บมท่ีอุณหภูมิ 60ºC นาน 2 ช่ัวโมง 

10.4 เอนไซมตัวท่ีสองใชในการตัดแยกแตละ serogroup คือ PvuII ซ่ึงองคประกอบของ
สารตอ 1 ปฏิกิริยา ประกอบดวย PCR product ปริมาตร 10 μl, buffer 2 μl และ
เอนไซม 1 μl (10U/μl) ปรับปริมาตรสุดทาย 20 μl โดยนํ้ากล่ันปลอดเช้ือ ผสมใหเขา
กันโดยเขยาหลอดไปมา บมท่ีอุณหภูมิ 37ºC นาน 2 ช่ัวโมง 

10.5 ตรวจสอบ DNA ท่ีแยกไดดวยวิธี agarose gel electrophoresis โดยใช 2% agarose gel 
11. การเก็บตัวอยางน้ํา 

11.1 เก็บตัวอยางน้าํคร้ังแรกชวงเดือนมิถุนายน – กรกฎาคม 2553 
11.1.1 เก็บตัวอยางน้ํา กอกน้ํา ฝกบัว และหอหลอเยน็ในโรงแรม ปริมาตร

ตัวอยางละ 100 ml ใสขวดแกวปลอดเช้ือเก็บในกลองน้ําแข็งกอน
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นํากลับหองปฏิบัติการเพื่อทําการทดสอบ หากยังไมทําการเพาะเช้ือได
ทันที ใหเก็บไวในตูเยน็ 4ºC (มณฑล, 2546) 

11.1.2  เก็บตัวอยาง swab ภายในกอกน้ําและฝกบัวในโรงแรม โดยแกะหัวกอก
น้ําและฝกบัว แลวใชสําลีปลอดเช้ือถูดานขางทอกอกน้ําและฝกบัว เก็บน้ํา
ใสหลอดทดลองปริมาตรเล็กนอย นําสําลีท่ี swab ตัวอยางเก็บในหลอด
ทดลองท่ีมีน้ําอยูเล็กนอยประมาณ 5 ml ปดฝาเก็บในกลองน้ําแข็งกอน
นํากลับหองปฏิบัติการเพื่อทําการทดสอบ สวนตัวอยาง swab หอหลอเย็น
ถูดานขางของตัวถัง นําสําลีท่ี swab ตัวอยางเก็บในหลอดทดลองที่มีน้าํอยู
เล็กนอย หากยังไมทําการเพาะเช้ือไดทันที ใหเก็บไวในตูเยน็ 4ºC  
(มณฑล, 2546) 

11.1.3 นําตัวอยางนํ้าปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 6,000 รอบ/นาที เปนเวลา 20 นาที เท
สวนใสท้ิง ละลายตะกอนเซลลดวยน้ําสะอาดจํานวน 1 ml จากน้ัน
แบงเปน 2 สวน คือ 
สวนท่ี 1 เติม 0.2 M Potassiumchloride - Hydrochloride acid (KCl-HCl) 
buffer pH 2.2 ท่ีปลอดเชื้อปริมาตร 1 ml ผสมใหเขากัน วางท่ี
อุณหภูมิหอง เปนเวลา 10 นาที หยดสารละลายท่ีไดปริมาตร 0.1 ml ลง
บน BCYE agar แลวใชแทงแกวสามเหล่ียมเกล่ียใหท่ัว (spread plate) 
นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37ºC ในกลองดําท่ีมีแกวน้ําเพื่อใหความช้ืน เปนเวลา 
10 วัน (มณฑล, 2546) 
สวนท่ี 2 ตัวอยางน้ําไมผานกรด หยดปริมาตรน้ํา 0.1 ml ลงบน BCYE 
agar แลวใชแทงแกวสามเหล่ียมเกล่ียใหท่ัว นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37ºC ใน
กลองดําท่ีมีแกวน้ําเพื่อใหความช้ืน เปนเวลา 10 วัน 

11.1.4 นําตัวอยาง swab จุมลงใน 0.2 M Potassiumchloride - Hydrochloride acid 
(KCl-HCl) buffer pH 2.2 วางท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 10 นาที ตอมานํา
ตัวอยาง swab จุมลงในขวดฝาดําท่ีมีอาหาร BCYE broth หอดวย 
aluminum foil บมท่ีอุณหภูมิ 37ºC เปนเวลา 10 วัน จากน้ันหยด BCYE 
broth 0.1 ml ลงบน BCYE agar แลวใชแทงแกวสามเหล่ียมเกล่ียใหท่ัว 
นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37ºC ในกลองดําท่ีมีแกวน้ําเพื่อใหความช้ืน เปนเวลา 
10 วัน 
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11.1.5 นําตัวอยาง swab จุมลงในขวดฝาดําท่ีมีอาหาร BCYE broth หอดวย 

aluminum foil บมท่ีอุณหภูมิ 37ºC เปนเวลา 10 วัน จากน้ันหยด BCYE 
broth 0.1 ml ลงบน BCYE agar แลวใชแทงแกวสามเหล่ียมเกล่ียใหท่ัว 
นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37ºC ในกลองดําท่ีมีแกวน้ําเพื่อใหความช้ืน เปนเวลา 
10 วัน 

11.2 เก็บตัวอยางน้าํคร้ังท่ีสองชวงเดือนมีนาคม – มิถุนายน 2554 
11.2.1 เก็บตัวอยางน้ํากอกน้ําและฝกบัวในโรงแรม ปริมาตรตัวอยางละ 250 ml 

สวนตัวอยางน้ําหอหลอเย็นในโรงแรม เกบ็ปริมาตรตัวอยางละ 3,000 ml 
ใสขวดแกวปลอดเช้ือเก็บในกลองน้ําแข็ง กอนนํากลับหองปฏิบัติการเพื่อ
ทําการทดสอบ หากยังไมทําการเพาะเช้ือไดทันที ใหเกบ็ไวในตูเย็น 4ºC  

11.2.2 เก็บตัวอยาง swab ภายในกอกน้ําและฝกบัวในโรงแรม โดยแกะหัวกอกน้ํา
และฝกบัว แลวใชสําลีปลอดเช้ือถูดานขางทอกอกน้ําและฝกบัว เก็บน้าํใส
หลอดทดลอง นําสําลีท่ี swab ตัวอยางเก็บในหลอดทดลองที่มีน้าํอยู
เล็กนอยปริมาตรเล็กนอยประมาณ 5 ml ปดฝาเก็บในกลองน้ําแข็งกอน
นํากลับหองปฏิบัติการเพื่อทําการทดสอบ สวนตัวอยาง swab หอหลอเย็น
ถูสองดานขางของตัวถังท่ีอยูดานตรงกันขามกัน นําสําลีท่ี swab ตัวอยาง
เก็บในหลอดทดลองท่ีมีน้ําอยูเล็กนอย หากยังไมทําการเพาะเช้ือไดทันที 
ใหเก็บไวในตูเย็น 4ºC  

11.2.3 นําตัวอยางน้ําปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 6,000 รอบ/นาที เปนเวลา 20 นาที  
เทสวนใสท้ิง ละลายตะกอนเซลลดวยน้ําสะอาดจํานวน 1 ml จากน้ันหยด
ปริมาตรน้ํา 0.1 ml ลงบน BCYE agar ดัดแปลง แลวใชแทงแกว
สามเหล่ียมเกล่ียใหท่ัว นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37ºC ในกลองดําท่ีมีแกวน้ํา
เพื่อใหความช้ืน เปนเวลา 10 วัน  

11.2.4 นําตัวอยาง swab จุมลง BCYE broth ดัดแปลง นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37ºC 
ในกลองดําท่ีมีแกวน้ําเพื่อใหความช้ืน เปนเวลา 10 วัน จากนั้นหยด 
BCYE broth 0.1 ml ลงบน BCYE agar ดัดแปลงแลวใชแทงแกว
สามเหล่ียมเกล่ียใหท่ัว  นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37ºC ในกลองดําท่ีมีแกวน้ํา
เพื่อใหความช้ืน เปนเวลา 10 วัน  
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12. การตรวจสอบการปนเปอนของ L. pneumophila ในตัวอยางน้าํ 

12.1 การตรวจสอบการปนเปอนของ L. pneumophila ในตัวอยางน้าํโดยเทคนิค PCR 
ตรวจสอบการปนเปอนของเช้ือ L. pneumophila ในตัวอยางน้ําท่ีเก็บมาจากกอกน้ํา 

ฝกบัว และหอหลอเย็นภายในโรงแรมในจังหวัดเชียงใหม โดยนําตะกอนเซลลจากขอ 
11.1.3 มาทําการเพิ่มปริมาณ DNA ดวยเทคนิค PCR โดยใช primer ท่ีเลือกไดจากขอ 5-7 
จากนั้นตรวจสอบดวย 1% agarose gel electrophoresis เพื่อตรวจสอบการมี PCR product 
ขนาด 901 bp ซ่ึงจัดเปน L. pneumophila จากนั้นนํามาแยกความแตกตางในระดับ 
serogroup โดยใชเทคนิค RFLP โดยใชเอนไซมตัดจําเพาะคือ EcoRII และ PvuII 
ตรวจสอบผล RFLP ดวย 2% agarose gel electrophoresis (ดัดแปลงจาก Claisse et al., 
2007) 
12.2 ตรวจสอบการปนเปอนของ L. pneumophila ในตัวอยางน้ําโดยการเพาะเลี้ยงเชื้อ
และการทดสอบทางชีวเคมี 

12.2.1 จากขอ 11.1.3-11.1.5 และ 11.2.3-11.2.4 เม่ือเช้ือเจริญบน BCYE agar 
สังเกตลักษณะโคโลนีรูปรางกลม สีขาวขุน ผิวเรียบ ขอบเรียบ ใหทําการ
ตรวจสอบซํ้าอีกคร้ังโดยการเพาะเล้ียงในอาหาร BCYE agar ท่ีขาด  
L-cysteine, อาหาร sheep blood agar (Doust et al., 2008) และ nutrient 
agar เพราะหากเปนเช้ือ Legionella spp. จะไมเจริญในอาหารท้ังสามชนิด  

12.2.2 เม่ือคาดการณวาเปนเช้ือแบคทีเรีย Legionella sp. โดยแบคทีเรียโคโลนี
นั้นไมสามารถเจริญไดในอาหารทั้ง 3 ชนิดท่ีกลาวมาในขอ 12.2.1 จากนั้น
นําโคโลนีมาทดสอบทางชีวเคมีตอโดยทําการทดสอบการสรางเอนไซม 
catalase, gelatin, urease และ nitrate test 

13.  การทดสอบหา selective media ของ Legionella sp. (ภาคผนวก ง) 
13.1 ทําการผสมอาหารจากสวนผสมมาตรฐานของ BCYE agar และสารบางชนิดเขา

ดวยกัน (glycine, methylene blue หรือ bile salt) ปรับ pH ใหได 6.9 ดวย 1N KOH 
กอนนําไปนึ่งฆาเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121°C ความดัน 15 ปอนด/ตารางนิ้ว เปนเวลา 15 
นาทีเม่ืออุณหภูมิของอาหารลดลงท่ีระดับ 50-55°C จึงเติม L-cysteine•HCl•H2O, 
Fe4(P2O7)3•9H2O และยาปฏิชีวนะ polymycin B และ vancomycin  ผสมใหเขากัน
ดีกอนเทลงบนจานเพาะเช้ือท่ีทําการฆาเช้ือแลว 

13.2 เพาะเล้ียง L. pneumophila แตละ serogroup ใน BCYE broth ปฏิบัติเชนเดียวกับ
ขอ 2 จากน้ันนํามาทําเจือจางแลว spread plate เพื่อนับจํานวนโคโลนีการเจริญบน 
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อาหาร BCYE มาตรฐานเทียบกับอาหาร BCYE สูตรดัดแปลงที่มีสวนผสมของยา
ปฏิชีวนะและ glycine, methylene blue หรือ bile salt 


