
 
 

บทที่ 3 
อุปกรณและวิธีการวิจัย 

 
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) จากกรมวิทยาศาสตรการแพทย 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 ชุดยอมสีแกรม 
3.2 ชุดทดสอบชีวเคม ี
3.3 สารท่ีใชในการสกัด  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 สารท่ีใชทํา  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 สารท่ีใชทํา electrophoresis  
3.5.1  Agarose  
3.5.2  Ethidium bromide 
3.5.3  Loading dye   
3.5.4  TAE (1X) buffer 

 3.6 สารท่ีใชทํา 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 กลองดําพรอมฝาปด 
1.4 ขวดแกวขนาด  30  ml 
1.5 ขวดแกวรูปชมพู  250 ml 
1.6 ขวดปากกวาง ขนาด 300-500 ml 
1.7 จานอาหารเล้ียงเช้ือขนาดเสนผาศูนยกลาง  90 mm 
1.8 วัสดุอุปกรณอ่ืน เชน ชอนตักสาร ถวยช่ังสาร และถุงมือ 
1.9 หลอดทดลองแกวขนาด 
1.10 หลอดทดลองพลาสติกขนาด 50 ml 
1.11 หวงถายเช้ือ 
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. เคร่ืองมือท่ีใชในการทดลอง  

ตาราง 2 เคร่ืองมือท่ีใชในการทดลอง 

เคร่ืองมือ รุน บริษัทผูผลิต 

กลองจุลทรรศนแบบเลนสประกอบ CX 31 Olympus 
เคร่ืองช่ังทศนิยม 4 ตําแหนง 20S A SCS Presica 
เคร่ืองปนเหวีย่ง 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 วางในกลองดําปองกันแสงและใหความชื้นแกเช้ือโดยการ

ใสน้ําในขวดปากกวางวางลงในกลองดําขางจานเพาะเล้ียง นําไปบมท่ี 37°C เปนระยะเวลา  4-7 วัน 
2. การเพาะเล้ียง Legionella pneumophila serogroup 1, 2, 3, 6, 8, 10 และ 11 ใน BCYE broth 

ถายเช้ือ 1 โคโลนีท่ีทําการเพาะเล้ียงบนอาหาร BCYE agar ระยะเวลา 7 วัน ลงใน BCYE 
broth หุมขวดดวย aluminum foil เพือ่ปองกันแสง นําไปบมท่ี 37°C เขยาดวยความเร็วรอบ  
148 rpm เปนระยะเวลา 72 ช่ัวโมง กอนนําไปสกัด DNA ตอไป 
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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 สวน 

V. cholerae  ใน TCBS agar และ TCBS broth 
เล้ียงเช้ือบนอาหาร NA บมในอุณหภูมิ 37°C ระยะเวลา 24 ช่ัวโมง หลังจากนัน้ถายเช้ือที่อยู

ในระยะ log phase ลงใน NB นําไปบมท่ี 37°C ในเคร่ืองเขยา เปนเวลา 18-24 ช่ัวโมง กอนนําไปสกัด 
DNA ตอไป 

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 นําเช้ือท่ีเพาะเลี้ยงไวในอาหารเหลวจากขอ 2 และขอ 3 ไปปนดวยความเร็ว  

6,000 rpm ท่ี 4°C นาน 10  นาที จากนั้นเทสวนท่ีเปนของเหลวใสท้ิง เหลือสวนท่ี
เปนเซลลตกตะกอนอยูกนหลอด 

4.2 เติม STE buffer  ปริมาตร  500 μl ผสมจนละลายเปนเนือ้เดียวกัน 
4.3 เติม lysozyme (10 mg/ml) 100 μl เพื่อยอยผนังเซลล และบมท่ีอุณหภูมิหอง นาน  

1  ช่ัวโมง 
4.4 ละลายไขมันบนเยื่อหุมเซลลและเยื่อหุมนวิเคลียสโดย sodium dodecyl sulfate  

(25 mg/ml)  10 μl บมใน water bath ท่ีอุณหภูมิ 37°C นาน 30 นาที   
4.5 เติม  proteinase K (25 mg/ml) 100 μl เพื่อยอยโปรตีน บมใน water bath ท่ีอุณหภมิู 

37°C นาน 30 นาที   
4.6 เติม RNase (10 mg/ml) 5 μl เพื่อยอย RNA บมใน water bath ท่ีอุณหภูมิ 37°C นาน 

1 ช่ัวโมง 
4.7 นําไปปนดวยความเร็ว  12,000 rpm ท่ี  4°C  นาน 10 นาที สารละลายจะแยกช้ัน ทํา

การดูดสารละลายช้ันบนใสหลอดใหม 
4.8 สกัดโปรตีนออกดวย phenol-chloroform-isoamyl alcohol (25:24:1) ปริมาตร   

500 μl  ผสมใหเขากันโดยเขยาหลอดไปมาเปนเวลา 1 นาที 
4.9 นําไปปนแยกช้ันดวยความเร็ว  12,000 rpm ท่ี  4°C  นาน 10  นาที 
4.10 ดูดสารละลายชั้นบนใสหลอดใหม  
4.11 เติม chloroform-isoamyl alcohol (24:1)  ปริมาตร  500 μl  ผสมใหเขากันโดยเขยา

หลอดไปมา 
4.12 นําไปปนแยกช้ันท่ี  12,000 rpm ท่ี  4°C  นาน 10  นาที 
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4.13 ดูดสารละลายชั้นบนใสหลอดใหม 
4.14 ทําการตกตะกอน DNA โดยเติม absolute ethanol ปริมาตร  500 μl  ผสมใหเขากัน

โดยเขยาหลอดไปมา จนเหน็ DNA มีลักษณะเปนกอนสีขาว 
4.15 นําไปปนตกตะกอนท่ี 12,000 rpm ท่ี 4°C  นาน 10  นาที 
4.16 ลางตะกอน DNA  โดยเติม  70% ethanol ปริมาตร 250 μl 
4.17 นําไปปนท่ี 12,000 rpm ท่ี 4°C  นาน 10  นาที 
4.18 เทของเหลวใสสวนบนท้ิง  ปลอยใหตะกอน DNA แหงโดย air-dry 
4.19 ละลายตะกอน DNA โดย  น้าํกล่ัน  100  μl 
4.20 ตรวจสอบ DNA ท่ีแยกไดดวยวิธี agarose gel electrophoresis โดยใช 0.8% agarose 

5. ขั้นตอนการเลือกใช primer 
5.1 ออกแบบ primer เพื่อเพ่ิมปริมาณยนี mip จากฐานขอมูลใน 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 ท่ีออกแบบวาจําเพาะตอยีน mip หรือไม โดยใชโปรแกรม primer 
blastn จาก www.ncbi.nim.nih.gov/ 

5.3 ใสลําดับรหัสพันธุกรรมของ primer ลงไปตามชองท่ีโปรแกรมกําหนด เม่ือ
โปรแกรมประมวลผลเสร็จส้ิน จะแสดงผลออกมาในรูปของภาพและตาราง แสดง
ตําแหนงจับของ primer กับลําดับรหัสพันธุกรรมตนแบบที่มีอยูในฐานขอมูลใน 
GenBank  

6. การหาสภาวะท่ีเหมาะสมของเทคนิค PCR เพื่อเพิ่มปริมาณ DNA บริเวณยีน mip ของ  

L. pneumophila serogroup 1, 2, 3, 6, 8, 10 และ 11 
6.1  ใช primer ท่ีไดจากขอ 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 ซ่ึงไดแก  ความเขมขนของ primer และ
อุณหภูมิของการทํา PCR ดังนี้ 
6.2.1 หาสภาวะท่ีเหมาะสมสําหรับการทํา PCR ของ primer mip F, mip R ในข้ัน 

annealing ตั้งแต 52-54°C เพื่อหาสภาวะที่ primer จับแลวสังเคราะหสายรหัสพนัธุกรรมไดอยาง
จําเพาะเจาะจง 
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6.2.2 หาสภาวะท่ีเหมาะสมสําหรับการทํา PCR ของ primer mip F, mip R โดยใช

ความเขมขนของ primer ตัง้แต 0.5-1.0 μM เพื่อหาสภาวะท่ี primer จับแลวสังเคราะหสายรหัส
พันธุกรรมไดโดยไมเหลือ primer-dimer  

6.3 ตรวจสอบชิ้น DNA ท่ีไดจากการทํา PCR ดวย 1% agarose gel electrophoresis 
6.4 เม่ือหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการเพ่ิมปริมาณ DNA บริเวณยีน mip ของ  

L. pneumophila แตละ serogroup แลว นํา PCR product ของ L. pneumophila แตละ 
serogorup สงหาลําดับรหัสพันธุกรรมเพ่ือคัดเลือกเอนไซมตัดจําเพาะในการแยกความ
แตกตางของแตละ serogroup ตอไป (ภาคผนวก ค) 

7. การหาความจําเพาะเจาะจงของ primer mip F และ mip R ตอบริเวณยีน mip ของ  

L. pneumophila โดยเทคนิค PCR  
นํา genomic DNA ในขอท่ี 4 มาตรวจสอบหาความจําเพาะของ primer mip F และ mip R 

ตอการจับบริเวณยีน mip ของ L. pneumophila โดยเติม primer คูนี้ลงในปฏิกิริยา PCR โดยมี 
internal control เปน primer 27F และ primer 1492R ท่ีสามารถจับอยางจําเพาะท่ีบริเวณยนี  
16S rRNA ของแบคทีเรียทุกสปชีส หากมี genomic DNA ของแบคทีเรียในตัวอยางจะปรากฏยีน 
16S rRNA ท่ี 1,500 bp และหากมียีน mip จะปรากฏ PCR product ท่ี 901 bp  

8. Gel Electrophoresis  
8.1 เตรียมถาดสําหรับเทเจล โดยใชเทปกระดาษปดหัวทายของถาด วางหวีซ่ึงจะทําให

เกิดหลุมสําหรับหยดเจล ใหสูงกวาพื้นถาดประมาณ 0.5-1.0 mm วางถาดบนพ้ืนราบ
ท่ีไดระนาบ 

8.2 เตรียมละลาย 1X TAE buffer จาก 50X stock solution  ปริมาตรพอสําหรับใสใน
แทงคและใชเตรียม 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 ท่ีถูกตัดดวยเอนไซมตัด
จําเพาะ ดวย 1X TAE buffer ดวยความรอนจนไดสารละลายใส ท้ิงใหเย็นลงจน
อุณหภูมิประมาณ  55°C  เทใสถาดท่ีเตรียมไว  3-5 mm ท้ิงไวใหเจลแข็งตัวประมาณ  
30-45  นาที 

8.4 ดึงหวีและเทปกระดาษออกจากเจลอยางระมัดระวัง ไมใหเจลแตก วางถาดเจลลงใน
แทงค เทบัฟเฟอรใหทวมเจลประมาณ 1 mm 

8.5 ผสม  loading dye  กับ   size marker  หรือ DNA ตัวอยาง 
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8.6 หยด size marker ลงในหลุมแรกและ DNA ตัวอยางในหลุมถัดมา  เวลาหยด

สารละลายลงในหลุมควรแนใจวาปลายปเปตอยูต่ํากวาปากหลุม เพ่ือใหสารละลาย
ตกลงไปในปากหลุมใหหมด 

8.7 หยดตัวอยางลงหลุมในเจล  1  ตัวอยาง/1  หลุม 
8.8 ปดฝาแทงค ใหแนใจวาข้ัวบวกอยูในทิศทางตรงกันขามกับทิศทางของหลุมตัวอยาง 

ตั้งคาความตางศักยท่ี 100 volt เปดเคร่ืองจายกระแสไฟฟา  สังเกตฟองอากาศท่ีผุด
ข้ึนมาจากลวดนําไฟฟาท่ีข้ัวไฟฟาท้ัง  2  ขาง 

8.9 สังเกตทิศทางการเคล่ือนท่ีของ loading dye  จากข้ัวลบไปหาข้ัวบวก หากเคล่ือนที่
ผิดทาง  แสดงวาการตอข้ัวไฟฟาผิดขาง ควรปดเคร่ืองและเปล่ียนข้ัวไฟฟาใหถูกตอง 
จากนั้นปดเคร่ืองเม่ือพบวา loading dye เคล่ือนท่ีไดระยะทาง 2 ใน 3 ของแผนเจล 

8.10 ยอมเจลโดยแชเจลลงในสารละลาย  ethidium bromide  ประมาณ  10-15  นาที  แลวลาง
เจลเพื่อลด background โดยการนําเจลแชในน้ํากล่ันนาน  10  นาที 

8.11 ตรวจสอบเจลบนเคร่ือง Transilluminator  โดยดูลักษณะของแถบ DNA ท่ีเรืองแสง
ultraviolet บนเจล บันทึกรูปเจลเพ่ือนําไปวิเคราะหขอมูลตอไป 

9. การหาปริมาณเซลลท่ีนอยท่ีสุดท่ีสามารถตรวจสอบไดโดยเทคนิค PCR 
9.1 เพาะเล้ียง L. pneumophila serogroup 1 ปริมาตร 10 ml ในขวดฝาดํา 3 ขวด ดวย 

BCYE broth ท่ีความเร็วรอบ 120 rpm นาน 4 วัน จากน้ันเก็บเซลล โดยการปน
เหวีย่งท่ีความเร็วรอบ 6,000 rpm เปนเวลา 20 นาที 
9.1.1 ละลายตะกอนเซลลดวยน้ํากล่ัน 1 ml แลวทําการเจือจางต้ังแต 1×10-1 - 

1×10-10 
9.1.2 นับจํานวนเซลลแตละการเจอืจางดวยวิธี haemacytometer 

ก. ยอมสีแตละการเจือจางดวย crystal violet เพื่องายตอการมองเห็น 
ข. หยดแตละการเจือจางลงไปจนเต็มชองส่ีเหล่ียม ปดดวย cover slip 

แลวสองดูภายใตกลองจุลทรรศน ท่ีกําลังขยาย 40 เทา 
ค. เลือก 5 ชองจาก 25 ชองกลาง พื้นที่รวมคิดเปน 0.1 mm2 หรือ  

0.0001 cm2 หรือ 1×10-4 ml 
ง. วิธีนับใหนับจากมุมบนสุดดานซายไลซิกแซกลงมา โดยนับเซลล

เดี่ยว และเซลลท่ีเปนกลุมติดกันใหเปนหนึ่ง ท้ังหมดภายในตาราง 
สวนเซลลทาบบนเสนตารางเสนในสุด ใหนับเฉพาะเซลลท่ีทาบเสน
ตารางดานบน และดานขวาแตละตารางเทานั้น 
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9.1.3 นําตัวอยางนํ้าแตละการเจือจางทํา PCR เพื่อตรวจสอบหาการปนเปอนของ  

L. pneumophila serogroup 1 เพื่อทราบปริมาณเซลลท่ีนอยท่ีสุดในตัวอยาง
น้ําท่ีสามารถตรวจสอบพบโดยเทคนิค PCR 

9.2 เพาะเล้ียง L. pneumophila serogroup 1 ปริมาตร 10 ml ในขวดฝาดํา 3 ขวด ดวย 
BCYE broth ท่ีความเร็วรอบ 120 rpm นาน 4 วัน จากนั้นกรองผงถานดวยกระดาษ
กรองเบอร 1 ออกจากอาหารเหลว นําอาหารเหลวไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ  
6,000 rpm เพือ่เก็บเซลล เปนเวลา 20 นาที จากนั้นทําเชนเดียวกับขอ 9.1.1-9.1.3 

10. PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length 
Polymorphism) 
10.1 สง PCR product ของ L. pneumophila แตละ serogroup เพื่อหาลําดับรหัสพันธุกรรม 

เม่ือไดรับขอมูลลําดับรหัสพันธุกรรมความยาว 901 bp บริเวณยีน mip จากนั้นหา
ดวยเอนไซมตดัจําเพาะโดยใช program restriction mapping version 3 ผลการตัด
แยกเพื่อระบุเปน  L. pneumophila serogroup 1 ใชเอนไซม 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
แตกตางแตละ serogroup โดยวิธี RFLP (ดัดแปลงจาก Claisse et al., 2007) 

10.3 เอนไซมแรกท่ีใชในการตัดแยกแตละ serogroup คือ EcoRII ซ่ึงองคประกอบของ
สารตอ 1 ปฏิกิริยา ประกอบดวย PCR product ปริมาตร 10 μl, buffer 2 μl และ
เอนไซม 1 μl (10U/μl) ปรับปริมาตรสุดทาย 20 μl โดยนํ้ากล่ันปลอดเช้ือ ผสมใหเขา
กันโดยเขยาหลอดไปมา บมท่ีอุณหภูมิ 60ºC นาน 2 ช่ัวโมง 

10.4 เอนไซมตัวท่ีสองใชในการตัดแยกแตละ serogroup คือ PvuII ซ่ึงองคประกอบของ
สารตอ 1 ปฏิกิริยา ประกอบดวย PCR product ปริมาตร 10 μl, buffer 2 μl และ
เอนไซม 1 μl (10U/μl) ปรับปริมาตรสุดทาย 20 μl โดยนํ้ากล่ันปลอดเช้ือ ผสมใหเขา
กันโดยเขยาหลอดไปมา บมท่ีอุณหภูมิ 37ºC นาน 2 ช่ัวโมง 

10.5 ตรวจสอบ DNA ท่ีแยกไดดวยวิธี agarose gel electrophoresis โดยใช 2% agarose gel 
11. การเก็บตัวอยางน้ํา 

11.1 เก็บตัวอยางน้าํคร้ังแรกชวงเดือนมิถุนายน – กรกฎาคม 2553 
11.1.1 เก็บตัวอยางน้ํา กอกน้ํา ฝกบัว และหอหลอเยน็ในโรงแรม ปริมาตร

ตัวอยางละ 100 ml ใสขวดแกวปลอดเช้ือเก็บในกลองน้ําแข็งกอน
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นํากลับหองปฏิบัติการเพื่อทําการทดสอบ หากยังไมทําการเพาะเช้ือได
ทันที ใหเก็บไวในตูเยน็ 4ºC (มณฑล, 2546) 

11.1.2  เก็บตัวอยาง swab ภายในกอกน้ําและฝกบัวในโรงแรม โดยแกะหัวกอก
น้ําและฝกบัว แลวใชสําลีปลอดเช้ือถูดานขางทอกอกน้ําและฝกบัว เก็บน้ํา
ใสหลอดทดลองปริมาตรเล็กนอย นําสําลีท่ี swab ตัวอยางเก็บในหลอด
ทดลองท่ีมีน้ําอยูเล็กนอยประมาณ 5 ml ปดฝาเก็บในกลองน้ําแข็งกอน
นํากลับหองปฏิบัติการเพื่อทําการทดสอบ สวนตัวอยาง swab หอหลอเย็น
ถูดานขางของตัวถัง นําสําลีท่ี swab ตัวอยางเก็บในหลอดทดลองที่มีน้าํอยู
เล็กนอย หากยังไมทําการเพาะเช้ือไดทันที ใหเก็บไวในตูเยน็ 4ºC  
(มณฑล, 2546) 

11.1.3 นําตัวอยางนํ้าปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 6,000 รอบ/นาที เปนเวลา 20 นาที เท
สวนใสท้ิง ละลายตะกอนเซลลดวยน้ําสะอาดจํานวน 1 ml จากน้ัน
แบงเปน 2 สวน คือ 
สวนท่ี 1 เติม 0.2 M Potassiumchloride - Hydrochloride acid (KCl-HCl) 
buffer pH 2.2 ท่ีปลอดเชื้อปริมาตร 1 ml ผสมใหเขากัน วางท่ี
อุณหภูมิหอง เปนเวลา 10 นาที หยดสารละลายท่ีไดปริมาตร 0.1 ml ลง
บน BCYE agar แลวใชแทงแกวสามเหล่ียมเกล่ียใหท่ัว (spread plate) 
นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37ºC ในกลองดําท่ีมีแกวน้ําเพื่อใหความช้ืน เปนเวลา 
10 วัน (มณฑล, 2546) 
สวนท่ี 2 ตัวอยางน้ําไมผานกรด หยดปริมาตรน้ํา 0.1 ml ลงบน BCYE 
agar แลวใชแทงแกวสามเหล่ียมเกล่ียใหท่ัว นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37ºC ใน
กลองดําท่ีมีแกวน้ําเพื่อใหความช้ืน เปนเวลา 10 วัน 

11.1.4 นําตัวอยาง swab จุมลงใน 0.2 M Potassiumchloride - Hydrochloride acid 
(KCl-HCl) buffer pH 2.2 วางท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 10 นาที ตอมานํา
ตัวอยาง swab จุมลงในขวดฝาดําท่ีมีอาหาร BCYE broth หอดวย 
aluminum foil บมท่ีอุณหภูมิ 37ºC เปนเวลา 10 วัน จากน้ันหยด BCYE 
broth 0.1 ml ลงบน BCYE agar แลวใชแทงแกวสามเหล่ียมเกล่ียใหท่ัว 
นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37ºC ในกลองดําท่ีมีแกวน้ําเพื่อใหความช้ืน เปนเวลา 
10 วัน 
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11.1.5 นําตัวอยาง swab จุมลงในขวดฝาดําท่ีมีอาหาร BCYE broth หอดวย 

aluminum foil บมท่ีอุณหภูมิ 37ºC เปนเวลา 10 วัน จากน้ันหยด BCYE 
broth 0.1 ml ลงบน BCYE agar แลวใชแทงแกวสามเหล่ียมเกล่ียใหท่ัว 
นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37ºC ในกลองดําท่ีมีแกวน้ําเพื่อใหความช้ืน เปนเวลา 
10 วัน 

11.2 เก็บตัวอยางน้าํคร้ังท่ีสองชวงเดือนมีนาคม – มิถุนายน 2554 
11.2.1 เก็บตัวอยางน้ํากอกน้ําและฝกบัวในโรงแรม ปริมาตรตัวอยางละ 250 ml 

สวนตัวอยางน้ําหอหลอเย็นในโรงแรม เกบ็ปริมาตรตัวอยางละ 3,000 ml 
ใสขวดแกวปลอดเช้ือเก็บในกลองน้ําแข็ง กอนนํากลับหองปฏิบัติการเพื่อ
ทําการทดสอบ หากยังไมทําการเพาะเช้ือไดทันที ใหเกบ็ไวในตูเย็น 4ºC  

11.2.2 เก็บตัวอยาง swab ภายในกอกน้ําและฝกบัวในโรงแรม โดยแกะหัวกอกน้ํา
และฝกบัว แลวใชสําลีปลอดเช้ือถูดานขางทอกอกน้ําและฝกบัว เก็บน้าํใส
หลอดทดลอง นําสําลีท่ี swab ตัวอยางเก็บในหลอดทดลองที่มีน้าํอยู
เล็กนอยปริมาตรเล็กนอยประมาณ 5 ml ปดฝาเก็บในกลองน้ําแข็งกอน
นํากลับหองปฏิบัติการเพื่อทําการทดสอบ สวนตัวอยาง swab หอหลอเย็น
ถูสองดานขางของตัวถังท่ีอยูดานตรงกันขามกัน นําสําลีท่ี swab ตัวอยาง
เก็บในหลอดทดลองท่ีมีน้ําอยูเล็กนอย หากยังไมทําการเพาะเช้ือไดทันที 
ใหเก็บไวในตูเย็น 4ºC  

11.2.3 นําตัวอยางน้ําปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 6,000 รอบ/นาที เปนเวลา 20 นาที  
เทสวนใสท้ิง ละลายตะกอนเซลลดวยน้ําสะอาดจํานวน 1 ml จากน้ันหยด
ปริมาตรน้ํา 0.1 ml ลงบน BCYE agar ดัดแปลง แลวใชแทงแกว
สามเหล่ียมเกล่ียใหท่ัว นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37ºC ในกลองดําท่ีมีแกวน้ํา
เพื่อใหความช้ืน เปนเวลา 10 วัน  

11.2.4 นําตัวอยาง swab จุมลง BCYE broth ดัดแปลง นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37ºC 
ในกลองดําท่ีมีแกวน้ําเพื่อใหความช้ืน เปนเวลา 10 วัน จากนั้นหยด 
BCYE broth 0.1 ml ลงบน BCYE agar ดัดแปลงแลวใชแทงแกว
สามเหล่ียมเกล่ียใหท่ัว  นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37ºC ในกลองดําท่ีมีแกวน้ํา
เพื่อใหความช้ืน เปนเวลา 10 วัน  
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12. การตรวจสอบการปนเปอนของ L. pneumophila ในตัวอยางน้าํ 

12.1 การตรวจสอบการปนเปอนของ L. pneumophila ในตัวอยางน้าํโดยเทคนิค PCR 
ตรวจสอบการปนเปอนของเช้ือ L. pneumophila ในตัวอยางน้ําท่ีเก็บมาจากกอกน้ํา 

ฝกบัว และหอหลอเย็นภายในโรงแรมในจังหวัดเชียงใหม โดยนําตะกอนเซลลจากขอ 
11.1.3 มาทําการเพิ่มปริมาณ DNA ดวยเทคนิค PCR โดยใช primer ท่ีเลือกไดจากขอ 5-7 
จากนั้นตรวจสอบดวย 1% agarose gel electrophoresis เพื่อตรวจสอบการมี PCR product 
ขนาด 901 bp ซ่ึงจัดเปน L. pneumophila จากนั้นนํามาแยกความแตกตางในระดับ 
serogroup โดยใชเทคนิค RFLP โดยใชเอนไซมตัดจําเพาะคือ EcoRII และ PvuII 
ตรวจสอบผล RFLP ดวย 2% agarose gel electrophoresis (ดัดแปลงจาก Claisse et al., 
2007) 
12.2 ตรวจสอบการปนเปอนของ L. pneumophila ในตัวอยางน้ําโดยการเพาะเลี้ยงเชื้อ
และการทดสอบทางชีวเคมี 

12.2.1 จากขอ 11.1.3-11.1.5 และ 11.2.3-11.2.4 เม่ือเช้ือเจริญบน BCYE agar 
สังเกตลักษณะโคโลนีรูปรางกลม สีขาวขุน ผิวเรียบ ขอบเรียบ ใหทําการ
ตรวจสอบซํ้าอีกคร้ังโดยการเพาะเล้ียงในอาหาร BCYE agar ท่ีขาด  
L-cysteine, อาหาร sheep blood agar (Doust et al., 2008) และ nutrient 
agar เพราะหากเปนเช้ือ Legionella spp. จะไมเจริญในอาหารท้ังสามชนิด  

12.2.2 เม่ือคาดการณวาเปนเช้ือแบคทีเรีย Legionella sp. โดยแบคทีเรียโคโลนี
นั้นไมสามารถเจริญไดในอาหารทั้ง 3 ชนิดท่ีกลาวมาในขอ 12.2.1 จากนั้น
นําโคโลนีมาทดสอบทางชีวเคมีตอโดยทําการทดสอบการสรางเอนไซม 
catalase, gelatin, urease และ nitrate test 

13.  การทดสอบหา selective media ของ Legionella sp. (ภาคผนวก ง) 
13.1 ทําการผสมอาหารจากสวนผสมมาตรฐานของ BCYE agar และสารบางชนิดเขา

ดวยกัน (glycine, methylene blue หรือ bile salt) ปรับ pH ใหได 6.9 ดวย 1N KOH 
กอนนําไปนึ่งฆาเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121°C ความดัน 15 ปอนด/ตารางนิ้ว เปนเวลา 15 
นาทีเม่ืออุณหภูมิของอาหารลดลงท่ีระดับ 50-55°C จึงเติม L-cysteine•HCl•H2O, 
Fe4(P2O7)3•9H2O และยาปฏิชีวนะ polymycin B และ vancomycin  ผสมใหเขากัน
ดีกอนเทลงบนจานเพาะเช้ือท่ีทําการฆาเช้ือแลว 

13.2 เพาะเล้ียง L. pneumophila แตละ serogroup ใน BCYE broth ปฏิบัติเชนเดียวกับ
ขอ 2 จากน้ันนํามาทําเจือจางแลว spread plate เพื่อนับจํานวนโคโลนีการเจริญบน 
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อาหาร BCYE มาตรฐานเทียบกับอาหาร BCYE สูตรดัดแปลงที่มีสวนผสมของยา
ปฏิชีวนะและ glycine, methylene blue หรือ bile salt 


