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อภิปรายผลการวิจัย 

 
ในการออกแบบ primer 1 คูตั้งช่ือเปน mip F และ mip R เพื่อเพิ่มปริมาณนิวคลีโอไทด

บริเวณยีน mip ของ Legionella pneumophila ซ่ึงเปนยีนหนึ่งในหกท่ีสําคัญสําหรับตรวจหาการ
ระบาดถือเปน genetic marker (Fry et al., 2005; Gaia et al., 2005) ผลการวิจัยของ Bumbaugh et al., 
2001 สนับสนุนการเปนบริเวณที่มีการอนุรักษสารพันธุกรรมไวไดสูงของยีน mip จากการทําการ
ทดสอบหาความแปรผันในระดับ polymorphism บริเวณยีน mip ในแตละสายพันธุ มีปจจัยสนับสนุน
และอธิบายการเปล่ียนแปลงรหัสพันธุกรรมนอยภายในยีนนี้ (Swanson and Hammer, 2000) จึงทําให
เกิดความจําเพาะเจาะจงลงถึงระดับสปชีส พบยีนนี้เฉพาะใน L. pneumophila เทานั้น (Achtman, 2002)  
เม่ือทําการออกแบบ primer จากสายรหัสพันธุกรรมภายในยีนนี้สามารถตรวจพบ L. pneumophila โดย
เทคนิค PCR และเพิ่มจํานวนสายรหัสพันธุกรรมท่ีตองการซ่ึงมีความยาวของ PCR product เทากับ  
901 bp โดยตนแบบท่ีทําการออกแบบ primer คูนี้ คือ L. pneumophila strain Corby (NC_009494) 
จากน้ันทําการ blast โดยโปรแกรม primer-blast ของ www.ncbi.nim.nih.gov เพื่อหาความจําเพาะ
เจาะจงในการจับเพื่อเพิ่มจํานวนวามีลําดับรหัสพันธุกรรมในฐานขอมูล GenBank ใดบางท่ีสามารถจับ
ไดกับ primer คูนี้ จากการตรวจสอบพบวา บริเวณยีน mip ในสปชีส L. pneumophila เทานั้นท่ีสามารถ
จับกับ primer คูนี้ได คือ ยีน mip ของ L. pneumophila strain Corby, ยีน mip ของ L. pneumophila  
strain Philadelphia และยีน mip ของ L. pneumophila strain Paris เม่ือนํา primer mip F, mip R ท่ีใชเพ่ิม
ปริมาณ DNA บริเวณยีน mip ของ L. pneumophila ไปเพิ่มปริมาณดวยเทคนิค PCR เปรียบเทียบกับ  
Ps. aeruginosa, E. coli, Shi. dysenteriae, Sal. typhi, P. vulgaris, S. aureus, R. solanacearum,  
K. pneumoniae, P. milabilis และ V. cholerae เพื่อทดสอบความจําเพาะของ primer พบวา  primer 
mip F, mip R มีความจําเพาะกับ L. pneumophila เทานั้น  

ในการเก็บตัวอยางน้ําและตัวอยาง swab ชวงเดือนมิถุนายน – กรกฎาคม 2553 จากกอก
น้ํา, ฝกบัวและหอหลอเย็นในโรงแรม หลังจากทําการเพาะเช้ือ พบวาตัวอยางน้ําท้ังหมด  
67 ตัวอยางจาก 5 โรงแรมในจังหวัดเชียงใหม ไมพบการเจริญของแบคทีเรียท่ีมีลักษณะคาดวาเปน 
Legionella พบเพียงการเจริญของ Bacillus sp. เทานั้น คาดวานาจะเกิดจากการลางตะกอนเซลลดวย 
KCl-HCl ซ่ึงมี pH 2.2 ท้ังนี้ จากผลการวิจัยของ Bopp et al., 1980 เม่ือนําตัวอยางผานกรดกอน 
spread plate เช้ือ L. pneumophila สามารถทนกรดไดประมาณ 5 นาทีและนานถึง 30 นาที เม่ือนับ
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จํานวนโคโลนีบนจานอาหาร พบ 6.3×108 colony-forming เม่ือเวลา 0 นาที เม่ือผานไป 30 นาที
เหลือจํานวนโคโลนี  6.1×108 และเหลือ 6.8×107 โคโลนีเม่ือเวลาผานไปนานมากกวา 30 นาที การ
ลดลงของเซลลเปนไปอยางตอเนื่องเม่ือเวลาเพิ่มมากข้ึน นอกจากนี้ยังมีงานวิจัยของ Bartie et al., 
2001 ศึกษาการผานตัวอยางน้ําท่ีเก็บจากส่ิงแวดลอมดวยกรด เม่ือทําการเพาะเล้ียงบนอาหาร BCYE 
พบการเจริญลดลง (64.3%) เม่ือเทียบกับการเพาะเล้ียงโดยไมผานการแชในกรด (71.4%) ซ่ึงเปน
เหตุผลของผลการทดลองเบ้ืองตนท่ีไมพบการปนเปอนของ L. pneumophila ในตัวอยางน้ําท่ีเก็บมา 
การท่ีมีปริมาณเซลลนอย สภาวะท่ีอาหารไมสมบูรณเทาการเพาะเล้ียงในหองปฏิบัติการ เม่ือนํามา
ผานกรดจึงทําใหเซลลตานทานสภาวะความรุนแรงไดต่ํา เซลลจึงตายไปในท่ีสุด 

เม่ือวิธีการผานตัวอยางดวยกรดเพื่อกําจัดแบคทีเรียปนเปอนชนิดอ่ืนไมไดผลจึงทําการ
เพาะเล้ียงตัวอยางโดยตรงลงในอาหาร จากปญหาท่ีพบของอาหารเพาะเล้ียง Legionella ถึงแมจะมี
ความไวตอการเจริญ  แตการวิจัยพบวาความไวของการสนับสนุนการเจริญเพียง  50-60% 
(Engleberg et al., 1989) และแบคทีเรียชนิดอ่ืนท่ีไมใช Legionella สามารถเจริญไดเร็ว และมี
ปริมาณมาก อาจเปนสาเหตุของการขัดขวางการเจริญของ Legionella เนื่องจากมีปริมาณเซลลใน
ส่ิงแวดลอมนอย งานวิจัยของ Behets et al., 2006 ระบุวาการเพาะเล้ียงบนอาหารควรมีปริมาณเซลล
อยางนอย 50 CFU/l ในกอกน้ํา และ100 CFU/l ในหอหลอเย็น หากตรวจสอบการปนเปอนไมพบ
อาจเนื่องมาจากปริมาณเซลลนอยเกินไป อีกท้ังตองการสภาวะในการเพาะเล้ียงจําเพาะและใชเวลา
ยาวนานในการเจริญ แบคทีเรียชนิดอ่ืนสามารถเจริญไดรวดเร็วกวา แยงอาหารในชวง log phase 
ของการเจริญ จึงทําให Legionella ไมมีโอกาสไดใชอาหารและเจริญไมทัน ดังนั้นอาหารจึงควรเปน 
selective media ท่ีดีท่ีสามารถสนับสนุนการเจริญของ Legionella ได แตไปขัดขวางการเจริญของ
แบคทีเรียชนิดอ่ืน จึงทําการทดลองหา selective media ท่ีเหมาะสมของตอ Legionella ซ่ึงสนับสนุน
การเจริญและยับยั้งแบคทีเรีย Bacillus sp. ท่ีพบมากท่ีสุดจากการเก็บตัวอยางน้ํา เนื่องจากใน
ตัวอยางน้ําท่ีเก็บได พบแบคทีเรียแกรมบวกเปนสวนมาก สวนประกอบท่ีผสมลงไปเพิ่มเติมจาก
อาหาร BCYE มาตรฐานเพ่ือยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียแกรมบวกคือ bile salt, glycine, 
methylene blue สวนยาปฏิชีวนะ (vancomycin และ polymycin B) ยับยั้งการเจริญเติบโตของราและ
แบคทีเรียแกรมบวก-แกรมลบชนิดอ่ืนท่ีพบเจอทั่วไป (Bopp et al., 1980) จากการทดลองท่ีดีท่ีสุด
เม่ือทําการปรับปรุงอาหาร BCYE มาตรฐาน โดยเพิ่ม glycine และยาปฏิชีวนะ (vancomycin และ 
polymycin B) สองชนิดลงไป พบวายับยั้งแบคทีเรียชนิดอ่ืน และไมมีผลตอการเจริญของ  
L. pneumophila  จากนั้นใชอาหาร BCYE ท่ีทําการดัดแปลงนี้เพาะเล้ียงเช้ือ L. pneumophila  ท่ีอาจ
ปนเปอนมากับตัวอยางน้ํา 106 ตัวอยางจาก 6 โรงแรม ชวงเดือนมีนาคม – มิถุนายน 2554 ปรากฏ
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โคโลนี L. pneumophila ใน 11 ตัวอยางจาก 3 โรงแรม ซ่ึงแสดงประสิทธิภาพการสนับสนุนการ
เจริญของ L. pneumophila และยับยั้งแบคทีเรียชนิดอ่ืนในแหลงน้ํา 

ตัวอยางน้ําและตัวอยาง swab ท่ีเก็บท้ังหมดจากโรงแรมภายในจังหวัดเชียงใหม 11 โรงแรม
187 ตัวอยาง ไมพบผลบวกจากการตรวจสอบการปนเปอนของ L. pneumophila ดวยเทคนิค PCR 
เลย  เนื่องจากระบบนํ้าท่ีโรงแรมสะอาด  ปริมาณเซลลลองลอยในน้ํานอยเกินไป  หรือมี 
สารอนินทรีย /สารอินทรียในแหลงน้ํ ารบกวน  ขัดขวางการเพิ่มจํานวนดวยเทคนิค  PCR  
(Toze, 1999) ดังเชนการทดลองสวนหน่ึงในงานวิจัยเลมนี้ ตรวจสอบการปนเปอนของ  
L. pneumophila พบวา ผงถานท่ีมีความเขมขนสูง เปนส่ิงรบกวนในปฏิกิริยาการเพิ่มปริมาณ DNA 
อยางชัดเจน จากการทดลอง L. pneumophila serogroup 1 ท่ีถูกเพาะเล้ียงในอาหารเหลว BCYE 
มาตรฐานโดยไมกําจัดผงถานออกจากปฏิกิริยากอนการตรวจหาการปนเปอนดวยเทคนิค PCR จะ
ไมปรากฏ PCR product ท่ีความเขมขนของผงถานสูง ท่ีปริมาณความเขมขนของเซลล 1×10-1 แตจะ
ปรากฏ PCR product ท่ีความเขมขนของผงถานลดลง ท่ีปริมาณความเขมขนของเซลล 1×10-2 และ 
1×10-3 และการทดลองท่ีกําจัดผงถานออกจากปฏิกิริยา สามารถตรวจสอบหาการปนเปอนของเช้ือ
ไดตั้งแตความเขมขนของเซลล 1×10-1  ดังนั้นผงถานจึงเปนตัวขัดขวางการเพ่ิมปริมาณ DNA ใน
ปฏิกิรยาการตรวจสอบหาการปนเปอนดวยเทคนิค PCR  

ปริมาณเซลลท่ีนอยท่ีสุดจากการทดลองท่ีไมกําจัดผงถานออกจากปฏิกิริยาและกําจัดผง
ถานออกจากปฏิกริยา สามารถตรวจสอบไดโดยเทคนิค PCR และนับเซลลดวย Haemacytometer 
พบปริมาณเซลลนอยท่ีสุดเทากับ 104 เซลล/ml พบขนาดความยาวของ PCR product ท่ี 901 bp ของ 
L. pneumophila serogroup 1 อยางเจือจางท่ีสุด สวนงานวิจัยอ่ืนทดสอบความไวในการตรวจสอบ
การปนเปอนดวยเทคนิค PCR ตางกันออกไป คือตรวจสอบความเขมขนของ DNA ท่ีนอยท่ีสุดท่ี
สามารถตรวจพบโดยเทคนิค PCR พบวา มีคาเทากับ 1.0 ng (นงลักษณ, 2551) และผลการวิจัยของ 
Liu et al., 2003 หาปริมาณ DNA ที่นอยท่ีสุด ไดเทากับ 2.5 ng 


