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1. การสกัด DNA 

ในการสกัด DNA ของ E. coli, K. pneumoniae, L. pneumophila serogroup 1,  P. mirabilis, 
P. vulgaris, Ps. aeruginosa, R. solanacearum, S. aureus, Sal. typhi Shi. dysenteriae,  
และ V. cholerae (Salloum et al., 2002) พบวา สามารถสกัด genomic DNA ของแบคทีเรียไดท้ังหมด 
โดย genomic DNA มีขนาดใหญกวา 19,329 bp (ภาพ 11) 

 
       M      1      2      3      4      5      6       7      8      9     10     11 

 
ภาพ 11 Genomic DNA ของแบคทีเรียชนิดตางๆ; Lane 1: Ps. aeruginosa (0.05 μg/μl),  

Lane 2: E. coli (0.05 μg/μl), Lane 3:Shi. dysenteriae (0.05 μg/μl), Lane 4: Sal. typhi (0.05 μg/μl), 
Lane 5: P. vulgaris (0.05 μg/μl), Lane 6: S. aureus (0.05 μg/μl), Lane 7: R. solanacearurum  
(0.05 μg/μl), Lane 8: K. pneumoniae (0.05 μg/μl), Lane 9: P. mirabilis (0.05 μg/μl), Lane 10:  
V. cholerae (0.05 μg/μl), Lane 11: L. pneumophila serogroup 1 (0.05 μg/μl), M: Marker  
DNA/Eco130I (0.5 μg/μl) 
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3. การหาสภาวะท่ีเหมาะสมของเทคนิค PCR เพื่อเพิ่มปริมาณ DNA บริเวณยีน mip ของ  

L. pneumophila serogroup 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10 และ 11 
ในการหาสภาวะท่ีเหมาะสมของเทคนิค PCR เพื่อเพ่ิมปริมาณ DNA บริเวณยีน mip ของ  

L. pneumophila serogroup 1, 2, 3, 6, 8, 10 และ 11 โดยใช primer mip F และ mip R (ตาราง 3) 
องคประกอบของสารตอ 1 ปฏิกิริยา ประกอบดวย        
  Buffer, 10X     5       μl 
  Mg2Cl      5       μl 
  dNTPs      1       μl 
  Template DNA     2       μl 
  Forward primer (mip F)    0.5    μl 
  Reverse primer (mip R)    0.5    μl 
  Taq DNA polymerase    0.5    μl 
  Distilled water     35.5  μl 
  Total volume     50     μl 
 
ตาราง 3 การหาสภาวะท่ีเหมาะสมของเทคนิค PCR เพื่อเพ่ิมปริมาณ DNA บริเวณยีน mip ของ  

L. pneumophila  
 

ข้ันตอน 
สภาวะ 

1 2 3 4 
1. Initial denaturation     

- อุณหภูมิ (°C) 95 95 95 95 
- เวลา (นาที) 5 5 5 5 

2. Denaturation     
- อุณหภูมิ (°C) 95 95 95 95 
- เวลา (นาที) 0.30 0.30 0.30 0.30 

3. Annealing     
- อุณหภูมิ (°C) 52 53 54 54 
- เวลา (นาที) 0.30 0.30 0.30 0.30 
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ตาราง 3 (ตอ) การหาสภาวะท่ีเหมาะสมของเทคนิค PCR เพื่อเพ่ิมปริมาณ DNA บริเวณยนี mip ของ 
L. pneumophila  

 

ข้ันตอน 
สภาวะ 

1 2 3 4 
4. Extension     

- อุณหภูมิ (°C) 72 72 72 72 
- เวลา (นาที) 1 1 1 1 

5. Final extention     
- อุณหภูมิ (°C) 72 72 72 72 
- เวลา (นาที) 10 10 10 10 

จํานวนรอบของปฏิกิริยา (รอบ) 30 30 30 30 
ความเขมขนของ primer ท่ีใช (mM) 1  1  1  0.5  
 

สภาวะท่ี 1 พบ PCR product มีความยาว 200, 250, 600 และ 901 bp ผลการทดลองที่ไดรับ
แสดงถึงข้ันตอน annealing ซ่ึงเปนข้ันตอนท่ีปรับอุณหภูมิใหเหมาะสมตอการเขาจับของ primer ใน
การทดลองอุณหภูมิท่ี 52°C ทําให primer mip F และ mip R เขาจับกับลําดับรหัสพันธุกรรมและ
สังเคราะหสายรหัสพันธุกรรมอยางไมจําเพาะเจาะจง จงึปรากฏช้ินสวนการสังเคราะหมากกวาหนึ่ง
ช้ิน (ภาพ 13) จึงทําการปรับสภาวะท่ี 2 ตอไป 

ในสภาวะท่ี 2 พบ PCR product มีความยาว 200 bp แบบจางบริเวณ Lane 5:  
L. pneumophila serogroup 8 และ Lane 6: L. pneumophila serogroup 10 และ PCR product ขนาด  
901 bp ในทุกชองของแบคทีเรีย L. pneumophila ผลการทดลองบงบอกวาในข้ันตอน annealing นั้น
อุณหภูมิ 53°C ยังเปนอุณหภมิูท่ีไมสูงพอท่ีจะทําให primer mip F และ mip R เขาจับกับลําดับรหัส
พันธุกรรมและสังเคราะหสายรหัสพันธุกรรมอยางจําเพาะเจาะจง จึงปรากฏช้ินสวนการสังเคราะห
มากกวาหนึ่งช้ิน (ภาพ 14) จึงทําการปรับสภาวะท่ี 3 ตอไป 

ในสภาวะท่ี 3 พบ PCR product มีความยาว 901 เพยีงความยาวเดยีว ถือเปนสภาวะท่ี
เหมาะสมในการเพ่ิม DNA บริเวณยีน mip ของ L. pneumophila ซ่ึงใชความเขมขนของ primer 
เทากับ 1 mM สังเกตเห็น primer-dimer ชัดเจนดานลางของเจลบงบอกถึงความเขมขนท่ีมากเกนิไป
ของ primer จึงทําให primer เหลือไมจับกบัสายรหัสพันธุกรรม (ภาพ 15) จึงทําการปรับสภาวะท่ี 4 
ตอไป เพื่อลด primer-dimer ลง ซ่ึงใชความเขมขนของ primer เทากับ 0.5 mM พบ PCR product มี
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ความยาว 901 bp เพียงขนาดเดียว และไมสังเกตเห็น primer-dimer บริเวณดานลางของเจล ดังนัน้
สภาวะท่ี 4 จึงเปนสภาวะท่ีเหมาะสมในการเพ่ิมปริมาณ DNA บริเวณยนี mip ของ L. pneumophila   
(ภาพ 16) 
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ภาพ 13 อุณหภูมิ annealing ท่ี 52°C ของเทคนิค PCR เพื่อเพ่ิมปริมาณ DNA บริเวณยีน mip

ของ L. pneumophila, M : Marker 100 bp DNA Ladder Plus, Lane 1: L. pneumophila serogroup 1, 
Lane 2: L. pneumophila serogroup 2, Lane 3: L. pneumophila serogroup 3, Lane 4:  
L. pneumophila serogroup 6, Lane 5: L. pneumophila serogroup 8, Lane 6: L. pneumophila 
serogroup 10, Lane 7: L. pneumophila serogroup 11, Lane 8: distilled water (control) 
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ภาพ 17 ความจําเพาะเจาะจงของ primer mip F, mip R ตอยีน mip โดยเทคนิค PCR 
Lane 1: Ps. aeruginosa กับ primer mip F, mip R ตอยีน mip 
Lane 2: Ps. aeruginosa กับ primer 27F, 1492R ตอยีน 16S rRNA 
Lane 3: E. coli กับ primer mip F, mip R ตอยีน mip 
Lane 4: E. coli กับ primer 27F, 1492R ตอยีน 16S rRNA 
Lane 5: Shi. dysenteriae กับ primer mip F, mip R ตอยีน mip 
Lane 6: Shi. dysenteriae กับ primer 27F, 1492R ตอยีน 16S rRNA 
Lane 7: Sal. typhi กับ primer mip F, mip R ตอยีน mip 
Lane 8: Sal. typhi กับ primer 27F, 1492R ตอยีน 16S rRNA 
Lane 9: P. vulgaris กับ primer mip F, mip R ตอยีน mip 
Lane 10: P. vulgaris กับ primer 27F, 1492R ตอยีน 16S rRNA 
Lane 11: L. pneumophila serogroup 1 กับ primer 27F, 1492R ตอยีน 16S rRNA  
Lane 12: L. pneumophila serogroup 1 กับ primer mip F, mip R ตอยีน mip 
Lane M: Marker 100 bp DNA Ladder Plus 
 

 
 

1500 bp 

901 bp 
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ภาพ 17 ความจําเพาะเจาะจงของ primer mip F, mip R ตอยีน mip โดยเทคนิค PCR (ตอ) 
Lane 1: S. aureus กับ primer mip F, mip R ตอยีน mip 
Lane 2: S. aureus กับ primer 27F, 1492R ตอยีน 16S rRNA 
Lane 3: R. solanacearum กบั primer mip F, mip R ตอยีน mip 
Lane 4: R. solanacearum กบั primer 27F, 1492R ตอยีน 16S rRNA 
Lane 5: K. pneumonia กับ primer mip F, mip R ตอยีน mip 
Lane 6: K. pneumonia กับ primer 27F, 1492R ตอยีน 16S rRNA 
Lane 7: P. mirabilis กับ primer mip F, mip R ตอยีน mip 
Lane 8: P. mirabilis กับ primer 27F, 1492R ตอยีน 16S rRNA 
Lane 9: V. cholerae กับ primer mip F, mip R ตอยีน mip 
Lane 10: V. cholera กับ primer 27F, 1492R ตอยีน 16S rRNA 
Lane 11: L. pneumophila serogroup 1 กับ primer 27F, 1492R ตอยีน 16S rRNA  
Lane 12: L. pneumophila serogroup 1 กับ primer mip F, mip R ตอยีน mip 
Lane M: Marker 100 bp DNA Ladder Plus 
 
 
 
 

1500 bp 

901 bp 
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5. PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length 
Polymorphism 
PCR product ของ L. pneumophila แตละ serogroup ถูกนําไปตรวจสอบลําดบัรหัส

พันธุกรรมดวย program restriction mapping version 3 (www.restrictionmapper.org) เพื่อหา
เอนไซมตัดจําเพาะ พบวา เอนไซม EcoRII และ PvuII สามารถตัดแยก L. pneumophila serogroup 1 
ออกจาก serogroup อ่ืนได เม่ือทําการทดลอง RFLP ตัด PCR product ขนาดความยาว 901 bp ดวย
เอนไซมตัดจําเพาะเพื่อแยกความแตกตางของ L. pneumophila แตละ serogroup ดวยเอนไซม 
EcoRII พบวา สามารถแยก L. pneumophila serogroup 1 และ 8 ออกจาก serogroup 2, 3, 6, 10 และ 
11  ดวยความยาวของรหัสพนัธุกรรมเทากบั 164 bp  

L. pneumophila serogroup 2, 3 และ 10 ไมสามารถแยกออกจากกันได เนื่องจากมีความยาว
ของรหัสพันธุกรรม 3 ช้ิน คือ 183, 271 และ 447 bp แตท้ัง 3 serogroup นี้สามารถแยกออกจาก 
serogroup 6 ไดดวยความยาวของรหัสพนัธุกรรม 117 bp และสามารถแยกออกจาก serogroup 11 
ไดดวยความยาวของรหัสพนัธุกรรมขนาด 228 bp (ภาพ 18) 
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ภาพ 18 การตัดช้ิน PCR product ขนาด 901 bp ดวยเอนไซม EcoRII 
Lane 1: L. pneumophila serogroup 1, Lane 2: L. pneumophila serogroup 2,  
Lane 3: L. pneumophila serogroup 3, Lane 4: L. pneumophila serogroup 6,  
Lane 5: L. pneumophila serogroup 8, Lane 6: L. pneumophila serogroup 10,  
Lane 7: L. pneumophila serogroup 11, Lane M: Marker 50 bp DNA Ladder Plus 
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ตางกับอาหาร BCYE มาตรฐาน และอาหารดัดแปลงสูตร 2 นี้ยงัสามารถยับยั้งการเจริญของ
แบคทีเรียเปรียบเทียบ ไดแก Ps. aeruginosa, E. coli, Shi. dysenteriae, Sal. typhi, P. vulgaris,  
S. aureus, R. solanacearum, K. pneumoniae, P. mirabilis, V. cholerae และ  
Bacillus sp. ดังนั้นอาหารสูตร 2 จึงเหมาะสมเปนอาหารในการเพาะเล้ียง L. pneumophila 
serogroup 1 เพื่อตรวจสอบการปนเปอนในแหลงน้ํา (ภาคผนวก ฉ) 

 
ตาราง 4 อาหาร 4 สูตรที่ทําการดดัแปลงเพือ่สงเสริมการเจริญของ Legionella sp. 

องคประกอบ 
BCYE 

มาตรฐาน 
อาหารดัดแปลงสูตรท่ี 

1 2 3 4 
ACES (g/l) 10.0 10.0 10.0 - 10.0 
Beef  extract (g/l) - - - 2 - 
Bile salt (g/l) - 1.5 - - - 
Casein-hydrolysate (g/l) - - - 7.5 - 
Charcoal (g/l) 2.0 2.0 2.0 - 2.0 
Ferric-pyro phosphate (g/l) 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 
Glycine (g/l) - 3.0 3.0 - - 
α-Ketoglutarate (g/l) 1.0 1.0 1.0 - 1.0 
L-cysteine (g/l) 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 
Methylene blue (g/l) - - - - 0.065 
Polymycin B (U/l) - - 50.0 - - 
Starch (g/l) - - - 1.5 - 
Vancomycin (μg/ml) - 1.0 5.0 - - 
Yeast extract (g/l) 10.0 10.0 10.0 - 10.0 
 
8. การตรวจสอบการปนเปอนของ L. pneumophila ในตัวอยางน้าํโดยการเพาะเล้ียงบน

อาหาร BCYE และตรวจสอบโดยเทคนิค PCR 
8.1  เก็บตัวอยางน้าํคร้ังแรกชวงเดือนมิถุนายน – กรกฎาคม 2553 

8.1.1 นําตัวอยางน้ําผาน 0.2 M Potassiumchloride - Hydrochloride acid 
(KCl-HCl) buffer pH 2.2 กอนเพาะเลี้ยงในอาหาร BCYE มาตรฐาน 
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เก็บตัวอยางน้ําจากกอกน้ํา ฝกบัว และหอหลอเย็น จากโรงแรมจํานวน 5 แหง ตัวอยางละ 
100 ml นํามาปนเหว่ียง และละลายตะกอนเซลลดวยน้ําสะอาด ลางเซลลดวย 0.2 M 
Potassiumchloride - Hydrochloride acid (KCl-HCl) buffer pH 2.2 นาน 10 นาที จากน้ัน spread 
plate ลงบนอาหาร BCYE มาตรฐาน นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37ºC ในกลองดําท่ีมีแกวน้ําเพื่อให
ความช้ืน นาน 10 วัน พบวาตัวอยางน้ําท้ังหมด 67 ตัวอยางจาก 5 โรงแรมในจังหวัดเชียงใหม ไมพบ
การเจริญของแบคทีเรียท่ีมีลักษณะคาดวาเปน Legionella เม่ือตรวจสอบการปนเปอนของ  
L. pneumphila  โดยเทคนิค PCR ไมพบการปนเปอนของ L. pneumophila ท้ัง 67 ตัวอยางน้ํา 

8.1.2 นําตัวอยางน้ําเพาะเลี้ยงบนอาหาร BCYE มาตรฐานโดยไมผานกรดและ

ทดสอบเฉพาะโคโลนีท่ีคลาย Legionella sp. 
นําตัวอยางน้ําและตัวอยาง swab (กอกน้ํา ฝกบัว และหอหลอเย็น) ตัวอยางละ 100 ml ปน

เหวี่ยงตกตะกอนเซลล และละลายตะกอนเซลลดวยน้ําสะอาด จากน้ัน spread plate ลงบนอาหาร 
BCYE มาตรฐาน บมท่ีอุณหภูมิ 37ºC ในกลองดําท่ีมีแกวน้ําเพื่อใหความชื้น นาน 10 วัน พบวา
ตัวอยางน้ํา 67 ตัวอยางและตัวอยาง swab 67 ตัวอยางจาก 5 โรงแรมในจังหวัดเชียงใหม ปรากฏ
โคโลนีท่ีมีลักษณะคลาย Legionella sp. คือ รูปรางกลม สีขาวขุน ผิวเรียบ ขอบเรียบ แกรมลบ และ
เพาะเล้ียงในอาหาร BCYE ท่ีไมมี L-cysteine, NA และ blood agar พบวามีการเจริญของแบคทีเรีย
ในอาหารทุกชนิด จึงสรุปไดวา โคโลนีของแบคทีเรียท่ีมีลักษณะคลาย Legionella  sp. แตไมใช 
Legionella sp. เพราะแบคทีเรียชนิดนี้ไมเจริญในอาหารท้ัง 3 ชนิดขางตน (ภาพ 22) 
 

  
ภาพ 22 ตัวอยางโคโลนีของแบคทีเรียท่ีมีลักษณะคลาย Legionella  sp.  
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8.1.3 ตรวจสอบการปนเปอนของ L. pneumophila โดยเทคนิค PCR  
ในการตรวจสอบหา L. pneumphila serogroup 1 จากการสุมเก็บตัวอยางฝกบัว, กอกน้ํา 

และหอหลอเย็น เปนตัวอยางน้ํา 67 ตัวอยางและตัวอยาง swab 67 ตัวอยางจาก 5 โรงแรม ผลการ
ตรวจสอบโดยเทคนิค PCR ไมพบการปนเปอนของ L. pneumophila แมวาจะพบ PCR product 
ขนาด 600 bp จากตัวอยาง swab ของหอหลอเย็น 1 ภายในโรงแรม ค แตไมใช L. pneumophila 
เพราะขนาด PCR product ของ L. pneumophila ท่ีทําการออกแบบจะตองมีขนาดความยาวเทากับ 
901 bp (ภาพ 23) 

 
       M      1      2     3      4      5      6      N      P 

 
ภาพ 23 การตรวจสอบการปนเปอนของ L. pneumophila จากหอหลอเย็น โดยเทคนิค 

PCR, Lane 1: น้ําหอหลอเย็น 1, Lane 2: น้ําหอหลอเย็น 2, Lane 3: swab หอหลอเย็น 1 คร้ังท่ี 1, 
Lane 4: swab หอหลอเย็น 1 คร้ังท่ี 2, Lane 5: swab หอหลอเย็น 2 คร้ังท่ี 1, Lane 6: swab หอหลอ
เย็น 2 คร้ังท่ี 2, Lane N: distilled water (negative control), Lane P: L. pneumophila serogroup 1 
(positive control), Lane M: Marker 100 bp DNA Ladder Plus 

1000 bp 

500 bp 

 901 bp 

600 bp 
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8.2 เก็บตัวอยางน้าํคร้ังท่ีสองชวงเดือนมีนาคม – มิถุนายน 2554 
8.2.1 การเพาะเลี้ยงบนอาหาร BCYE ดัดแปลงสูตร 2  

นําตัวอยางน้ําและตัวอยาง swab จากกอกน้ํา ฝกบัว ตัวอยางละ 250 ml ตัวอยางน้ําจากแอร 
และหอหลอเย็น ตัวอยางละ 3,000 ml หลังจากปนเหวี่ยง ละลายตะกอนเซลลดวยนํ้าสะอาด จากน้ัน 
spread plate บนอาหาร BCYE ดัดแปลงสูตร 2 บมท่ีอุณหภูมิ 37ºC ในกลองดําท่ีมีแกวน้ําเพื่อให
ความช้ืน นาน 10 วัน พบวาตัวอยางน้ํา 70 ตัวอยางและตัวอยาง swab 66 ตัวอยางจาก 6 โรงแรมใน
จังหวัดเชียงใหม ปรากฏ 67 โคโลนีท่ีมีลักษณะคลาย Legionella sp. คือ รูปรางกลม สีขาวขุน  
ผิวเรียบ ขอบเรียบ แกรมลบ และเม่ือเพาะเล้ียงในอาหาร BCYE ท่ีไมมี L-cysteine, NA และ  
blood agar พบวา 11 โคโลนีไมปรากฏการเจริญในอาหารทุกชนิด (ภาพ 24-34) ดังนั้นสรุปไดวา 
อาจเปนโคโลนีของ Legionella  sp. จึงทําการตรวจสอบทางชีวเคมี (ตาราง 5-10) และทําการ
ตรวจสอบโดยเทคนิค PCR ตอไป 

นํา 11 โคโลนีตรวจสอบทางชีวเคมี พบวา 6 โคโลนีเปน Legionella sp. คือ ผลิตเอนไซม 
catalase, เกิดการยอยเจลาติน, การทดสอบ nitrate และ urea ใหผลเปนลบ สวน 5 โคโลนีใหผลตาง
ตรงท่ีไมเกิดการยอยเจลลาตินจึงไมใช Legionella sp. 

ตรวจสอบ 11 โคโลนีดวยเทคนิค PCR พบ PCR product ขนาด 600 bp ของโคโลนีน้ํากอก
น้ํา 1 ตัวอยาง และโคโลนีน้ําฝกบัว 2 ตัวอยาง ภายในโรงแรม ก แตไมใช L. pneumophila เพราะ
ขนาด PCR product ของ L. pneumophila ท่ีทําการออกแบบจะตองมีขนาดความยาวเทากับ 901 bp 
โคโลนีท่ีเหลือ 8 โคโลนีจากน้ํากอกน้ํา 5 ตัวอยาง ภายในโรงแรม ข และโรงแรม ฉ, น้ําฝกบัว 3 
ตัวอยาง ภายในโรงแรม ก และโรงแรม ฉ พบ PCR product ขนาด 901 bp จึงสรุปวาเปน  
L. pneumophila (ภาพ 35-37) และทําการแยกความแตกตางระดับ serogroup ตอไป  

  ภาพ 25 ลักษณะโคโลนีท่ีคลายกับ Legionella sp. 
จากตัวอยางน้ําฝกบัว 5 ภายในโรงแรม ก 

 

ภาพ 24 ลักษณะโคโลนีท่ีคลายกับ Legionella sp. 
จากตัวอยาง น้ําฝกบัว 2 ภายในโรงแรม ก 
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ภาพ 26 ลักษณะโคโลนีท่ีคลายกับ Legionella sp. 
จากตัวอยางน้ําฝกบัว 4 ภายในโรงแรม ก 

ภาพ 28 ลักษณะโคโลนีท่ีคลายกับ Legionella sp. 
จากตัวอยางน้ํากอกน้ํา 4 ภายในโรงแรม ข 

ภาพ 30 ลักษณะโคโลนีท่ีคลายกับ Legionella sp. 
จากตัวอยาง น้ํากอกน้ํา 5 ภายในโรงแรม ข 

ภาพ 29 ลักษณะโคโลนีท่ีคลายกับ Legionella sp. 
จากตัวอยางน้ํากอกน้ํา 2 ภายในโรงแรม ข 

ภาพ 27 ลักษณะโคโลนีท่ีคลายกับ Legionella sp. 
จากตัวอยาง น้ํากอกน้ํา 3 ภายในโรงแรม ก 

ภาพ 31 ลักษณะโคโลนีท่ีคลายกับ Legionella sp. 
จากตัวอยาง น้ําฝกบัว 1 ภายในโรงแรม ฉ 
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ภาพ 32 ลักษณะโคโลนีท่ีคลายกับ Legionella sp. 
จากตัวอยางน้ําฝกบัว 3 ภายในโรงแรม ฉ 

ภาพ 33 ลักษณะโคโลนีท่ีคลายกับ Legionella sp. 
จากตัวอยางน้ํากอกน้ํา 1 ภายในโรงแรม ฉ 

ภาพ 34 ลักษณะโคโลนีท่ีคลายกับ Legionella sp. 
จากตัวอยางน้ํากอกน้ํา 2 ภายในโรงแรม ฉ 
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ตาราง 5 การตรวจสอบโคโลนีท่ีมีลักษณะคลาย Legionella sp. ดวยอาหารทดสอบและทดสอบทาง
ชีวเคมีของตัวอยางน้ําจากโรงแรม ก 
 

 
หมายเหต ุ   = ไมทําการทดสอบทางชีวเคมีเพื่อระบุเปน Legionella sp. 
ตอ เพราะทําการทดสอบโดยเพาะเล้ียงในอาหาร 3 ชนิด Blood agar, NA และ BCYE non  
L-cysteine หากแบคมีเรียเจริญเติบโตบนอาหารดังกลาวยืนยนัไดวาไมเปน Legionella sp. 

ตัวอยาง 
ทดสอบดวยอาหาร ทดสอบทางชีวเคม ี

Blood 
agar 

NA BCYE non 
L-cysteine 

catalase nitrate gelatin urease 

1.   น้ํากอกน้ํา 1 + + +     
2.   น้ํากอกน้ํา 2 + + +     
3.   น้ํากอกน้ํา 3 - - - + - - - 
4.   น้ําฝกบัว 2 - - - + - - - 
5.   น้ําฝกบัว 3 

โคโลนีท่ี 1 
+ + +     

6.   น้ําฝกบัว 3 
โคโลนีท่ี 2 

+ + +     

7.   น้ําฝกบัว 4 - - - + - - - 
8.   น้ําฝกบัว 5 - - - + - + - 
9.   Swab กอกน้ํา 1 + + +     
10. Swab ฝกบัว 1 + + +     
11. Swab ฝกบัว 2 + + +     
12. Swab หอหลอ

เยน็ 1 โคโลนท่ีี 1 
+ + +     

13. Swab หอหลอ
เยน็ 1 โคโลนท่ีี 2 

+ + +     

14. Swab หอหลอ
เย็น 2 

+ + +     
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ตาราง 6 การตรวจสอบโคโลนีท่ีมีลักษณะคลาย Legionella sp. ดวยอาหารทดสอบและทดสอบทาง
ชีวเคมีของตัวอยางน้ําจากโรงแรม ข 
 

ตัวอยาง 
ทดสอบดวยอาหาร ทดสอบทางชีวเคม ี

Blood 
agar 

NA BCYE non 
L-cysteine 

catalase   nitrate gelatin urease 

1.   น้ํากอกน้ํา 1 
โคโลนีท่ี 1 

+ + +     

2    น้ํากอกน้ํา 1
โคโลนีท่ี 2 

+ + +     

3.   น้ํากอกน้ํา 2 - - - + - + - 
4.   น้ํากอกน้ํา 3  + + +     
5.   น้ํากอกน้ํา 4 - - - + - - - 
6.   น้ํากอกน้ํา 5 - - - + - - - 
7.   น้ําฝกบัว 1 + + +     
8.   น้ําฝกบัว 2 

โคโลนีท่ี 1 
+ + +     

9.   น้ําฝกบัว 2 
โคโลนีท่ี 2 

+ + +     

10. น้ําฝกบัว 3 
โคโลนีท่ี 1 

+ + +     

11. น้ําฝกบัว 3 
โคโลนีท่ี 2 

+ + +     

13. Swab กอกน้ํา 1
โคโลนีท่ี 1 

+ + +     

14. Swab กอกน้ํา 1 
โคโลนีท่ี 2 

+ + +     

15. Swab กอกน้ํา 2 + + +     
16. Swab กอกน้ํา 3 + + +     
17. Swab กอกน้ํา 4 + + +     
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ตาราง 6 (ตอ) การตรวจสอบโคโลนีท่ีมีลักษณะคลาย Legionella sp. ดวยอาหารทดสอบและ 
ทดสอบทางชีวเคมีของตัวอยางน้ําจากโรงแรม ข 
 

 
 
หมายเหตุ   = ไมทําการทดสอบทางชีวเคมีเพื่อระบุเปน Legionella sp. 
ตอ เพราะทําการทดสอบโดยเพาะเล้ียงในอาหาร3 ชนิด Blood agar, NA และ BCYE non  
L-cysteine หากแบคมีเรียเจริญเติบโตบนอาหารดังกลาวยืนยันไดวาไมเปน Legionella sp. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

ตัวอยาง 
ทดสอบดวยอาหาร ทดสอบทางชีวเคม ี

Blood 
agar 

NA BCYE non 
L-cysteine 

catalase nitrate gelatin ureas 

18. Swab กอกน้ํา 5 + + +     
19. Swab หอหลอ 
       เย็น 1 โคโลนีท่ี 1 

+ + +     

20. Swab หอหลอ  
      เย็น 1 โคโลนีท่ี 2 

+ + +     
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ตาราง 7 การตรวจสอบโคโลนีท่ีมีลักษณะคลาย Legionella sp. ดวยอาหารทดสอบและทดสอบทาง
ชีวเคมีของตัวอยางน้ําจากโรงแรม ค 
 

 
 

หมายเหตุ   = ไมทําการทดสอบทางชีวเคมีเพื่อระบุเปน Legionella sp. 
ตอ เพราะทําการทดสอบโดยเพาะเล้ียงในอาหาร3 ชนิด Blood agar, NA และ BCYE non  
L-cysteine หากแบคมีเรียเจริญเติบโตบนอาหารดังกลาวยืนยันไดวาไมเปน Legionella sp. 
 
 
 
 
 
 
 

ตัวอยาง 
ทดสอบดวยอาหาร ทดสอบทางชีวเคม ี

Blood 
agar 

NA BCYE non 
L-cysteine 

catalase nitrate gelatin ureas 

1.  น้ําฝกบัว 2  + + +     
2.  น้ําแอร 2 + + +     
3.  Swab กอกน้ํา 1 + + +     
4.  Swab กอกน้ํา 2 

โคโลนีท่ี 1 
+ + +     

5.  Swab กอกน้ํา 2 
โคโลนีท่ี 2 

+ + +     

6.  Swab กอกน้ํา 3 + + +     
7.  Swab กอกน้ํา 4 + + +     
8.  Swab กอกน้ํา 5 + + +     
9.  Swab กอกน้ํา 1 + + +     
10. Swab กอกน้ํา 2 + + +     
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ตาราง 8 การตรวจสอบโคโลนีท่ีมีลักษณะคลาย Legionella sp. ดวยอาหารทดสอบและทดสอบทาง
ชีวเคมีของตัวอยางน้ําจากโรงแรม ง 
 

 
 
หมายเหต ุ   = ไมทําการทดสอบทางชีวเคมีเพื่อระบุเปน Legionella sp. 
ตอ เพราะทําการทดสอบโดยเพาะเล้ียงในอาหาร 3 ชนิด Blood agar, NA และ BCYE non  
L-cysteine หากแบคมีเรียเจริญเติบโตบนอาหารดังกลาวยืนยนัไดวาไมเปน Legionella sp. 
     
 
 
 
 
 
 

ตัวอยาง 
ทดสอบดวยอาหาร ทดสอบทางชีวเคม ี

Blood 
agar 

NA BCYE non 
L-cysteine 

catalase nitrate gelatin urease 

1.   น้ําฝกบัว 2 + + +     
2.   น้ําฝกบัว 3 + + +     
3.   น้ําฝกบัว 5 + + +     
4.   น้ําแอร 1 + + +     
5.   น้ําแอร 2 + + +     
6.   Swab กอกน้ํา 1 + + +     
7.   Swab กอกน้ํา 3 + + +     
8.   Swab ฝกบัว 1 + + +     
9.   Swab ฝกบัว 3 + + +     
10. Swab ฝกบัว 4 + + +     
11. Swab ฝกบัว 5 + + +     
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ตาราง 9 การตรวจสอบโคโลนีท่ีมีลักษณะคลาย Legionella sp. ดวยอาหารทดสอบและทดสอบทาง
ชีวเคมีของตัวอยางน้ําจากโรงแรม จ 
 

 
 

หมายเหต ุ   = ไมทําการทดสอบทางชีวเคมีเพื่อระบุเปน Legionella sp. 
ตอ เพราะทําการทดสอบโดยเพาะเล้ียงในอาหาร3 ชนิด Blood agar, NA และ BCYE non  
L-cysteine หากแบคมีเรียเจริญเติบโตบนอาหารดังกลาวยืนยนัไดวาไมเปน Legionella sp. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

ตัวอยาง 
ทดสอบดวยอาหาร ทดสอบทางชีวเคม ี

Blood 
agar 

NA BCYE non 
L-cysteine 

catalase nitrate gelatin ureas 

1.  น้ําฝกบัว 1 + + +     
2.  น้ําฝกบัว 3 + + +     
3.  Swab กอกน้ํา 3 + + +     
4.  Swab ฝกบัว 2 + + +     
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ตาราง 10 การตรวจสอบโคโลนีท่ีมีลักษณะคลาย Legionella sp. ดวยอาหารทดสอบและทดสอบ
ทางชีวเคมีของตัวอยางน้ําจากโรงแรม ฉ 
 

 
 

หมายเหต ุ   = ไมทําการทดสอบทางชีวเคมีเพื่อระบุเปน Legionella sp. 
ตอ เพราะทําการทดสอบโดยเพาะเล้ียงในอาหาร 3 ชนิด Blood agar, NA และ BCYE non 
 L-cysteine หากแบคมีเรียเจริญเติบโตบนอาหารดังกลาวยืนยันไดวาไมเปน Legionella sp. 

ตัวอยาง 
ทดสอบดวยอาหาร ทดสอบทางชีวเคม ี

Blood 
agar 

NA BCYE non 
L-cysteine 

catalase nitrate gelatin urease 

1.  น้ํากอกน้ํา 1 - - - + - + - 
2.  น้ํากอกน้ํา 2 - - - + - + - 
3.  น้ําฝกบัว 1 - - - + - + - 
4.  น้ําฝกบัว 3 - - - + - + - 
5.  น้ําฝกบัว 4 + + +     
6.  น้ําฝกบัว 5 + + +     
7.  Swab กอกน้ํา 3 + + +     
8.  Swab ฝกบัว 3 + + +     
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     M     1      2     3      4      5      6      7      8      N      P 

 
ภาพ 35 การตรวจสอบการปนเปอนของ L. pneumophila จากน้ํากอกน้ําและฝกบัว ภายในโรงแรม ก 
และ ข โดยเทคนิค PCR  
Lane 1: น้ํากอกน้ํา 2 ภายในโรงแรม ข 
Lane 2: โคโลนีจากกอกน้ํา 2 ภายในโรงแรม ข 
Lane 3: น้ํากอกน้ํา 4 ภายในโรงแรม ข 
Lane 4: โคโลนีจากกอกน้ํา 4 ภายในโรงแรม ข 
Lane 5: น้ํากอกน้ํา 5 ภายในโรงแรม ข 
Lane 6: โคโลนีจากกอกน้ํา 5 ภายในโรงแรม ข 
Lane 7: น้ําฝกบัว 5 ภายในโรงแรม ก 
Lane 8: โคโลนีจากฝกบัว 5 ภายในโรงแรม ก 
Lane N: distilled water (negative control) 
Lane P: L. pneumophila serogroup 1 (positive control) 
Lane M: Marker 100 bp DNA Ladder Plus 

             

 

 

 

901 bp 

500 bp 



 

   

 
ภาพ 36 การต
โดยเทคนิค P
Lane 1: น้ําก
Lane 2: โคโล
Lane 3: น้ําก
Lane 4: โคโล
Lane 5: น้ําฝ
Lane 6: โคโล
Lane 7: น้ําฝ
Lane 8: โคโล
Lane N: disti
Lane P: L. pn
Lane M: Mar
 
 
 
 
 

901 bp 

         M 

ตรวจสอบการ
PCR  
อกน้ํา 1 ภายใ
ลนีจากกอกน้ํ
อกน้ํา 2 ภายใ
ลนีจากกอกน้ํ
กบัว 1 ภายใน
ลนีจากฝกบัว
กบัว 3 ภายใน
ลนีจากฝกบัว
illed water (n
neumophila s
rker 100 bp D

       1      2     

รปนเปอนขอ

ในโรงแรม ฉ
น้าํ 1 ภายในโร
ในโรงแรม ฉ
น้าํ 2 ภายในโร
นโรงแรม ฉ 
 1 ภายในโรง
นโรงแรม ฉ 
 3 ภายในโรง

negative contr
serogroup 1 (p
DNA Ladder 

64 

   3        4      

อง L. pneumop

 
รงแรม ฉ 
 
รงแรม ฉ 

งแรม ฉ 

งแรม ฉ 
rol) 
positive cont
 Plus 

 

  5       6       7

phila จากน้ําก

trol) 

7      8      N   

กอกน้ําและฝ

     P 

กบัวภายในโโรงแรม ฉ 



 

     

       
 
ภาพ 37 การต
โดยเทคนิค P
Lane 1: น้ําก็
Lane 2: โคโล
Lane 3: น้ําฝ
Lane 4: โคโล
Lane 5: น้ําฝ
Lane 6: โคโล
Lane N: disti
Lane P: L. pn
Lane M: Mar

 
จาก 

ตัวอยางน้ํากอ
ฝกบัว 1 และ
เอนไซมตัดจํ
น้ําและน้ําฝก
ลําดับรหัสพนั
โรงแรม ก แ

500 bp

                 M

                

ตรวจสอบการ
PCR พบ PCR
อกน้ํา 3 ภายใ
ลนีจากก็อกน้ํ
กบัว 2 ภายใน
ลนีจากฝกบัว
กบัว 4 ภายใน
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     M         1         2         3         4         5 

        ข 
 
ภาพ 38 การตัดรหัสพันธุกรรมขนาด 901 bp ดวยเอนไซม EcoRII จากตัวอยางโรงแรม ฉ;  

Lane 1: น้ํากอกน้ํา 1 โรงแรม ฉ, Lane 2: น้ํากอกน้ํา 2 โรงแรม ฉ, Lane 3: น้ําฝกบัว 1 โรงแรม ฉ, 
Lane 4: น้ําฝกบัว 5 โรงแรม ฉ, Lane 5: L. pneumophila serogroup 1, Lane M: Marker 50 bp DNA 
Ladder Plus 

 
     8.2.2  การตรวจสอบหา L. pneumophila โดยตรงจากตวัอยางน้าํโดยเทคนิค PCR  

ตรวจสอบหา L. pneumphila จากการสุมเก็บตัวอยางฝกบัว 5 จุด, กอกน้ํา 5 จุด และหอ
หลอเย็น 2 หอ ภายในหองพักโรงแรม ก, ตัวอยางฝกบัว 5 จุด, กอกน้ํา 5 จุด และหอหลอเย็น 1 หอ 
ภายในหองพักโรงแรม ข, ตัวอยางฝกบัว 5 จุด, กอกน้ํา 5 จุด และแอร 2 เคร่ือง ภายในหองพัก 
โรงแรม ค, ตัวอยางฝกบัว 5 จุด, กอกน้ํา 5 จุด และแอร 3 เคร่ือง ภายในหองพัก โรงแรม ง, ตัวอยาง
ฝกบัว 5 จุดและกอกน้ํา 5 จุด ภายในหองพักโรงแรม จ และตัวอยางฝกบัว 5 จุดและกอกน้ํา 5 จุด 
ภายในหองพักโรงแรม ฉ รวมตัวอยางน้ําท้ังหมด 70 ตัวอยาง และตัวอยาง swab 66 ตัวอยาง 
หลังจากการปนเหวี่ยงตกตะกอนเซลล ละลายตะกอนเซลลดวยน้ําสะอาด และตรวจสอบการ
ปนเปอน L. pneumophila โดยเทคนิค PCR ผลการตรวจสอบไมพบการปนเปอนของ  
L. pneumophila  

271 bp 

164 bp 
117 bp 

447 bp 


