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ในการออกแบบ primer 1 คูตั้งช่ือเปน mip F และ mip R เพื่อเพิ่มปริมาณนิวคลีโอไทด

บริเวณยีน mip ของ Legionella pneumophila ซ่ึงเปนยีนหนึ่งในหกท่ีสําคัญสําหรับตรวจหาการ
ระบาดถือเปน genetic marker (Fry et al., 2005; Gaia et al., 2005) ผลการวิจัยของ Bumbaugh et al., 
2001 สนับสนุนการเปนบริเวณที่มีการอนุรักษสารพันธุกรรมไวไดสูงของยีน mip จากการทําการ
ทดสอบหาความแปรผันในระดับ polymorphism บริเวณยีน mip ในแตละสายพันธุ มีปจจัยสนับสนุน
และอธิบายการเปล่ียนแปลงรหัสพันธุกรรมนอยภายในยีนนี้ (Swanson and Hammer, 2000) จึงทําให
เกิดความจําเพาะเจาะจงลงถึงระดับสปชีส พบยีนนี้เฉพาะใน L. pneumophila เทานั้น (Achtman, 2002)  
เม่ือทําการออกแบบ primer จากสายรหัสพันธุกรรมภายในยีนนี้สามารถตรวจพบ L. pneumophila โดย
เทคนิค PCR และเพิ่มจํานวนสายรหัสพันธุกรรมท่ีตองการซ่ึงมีความยาวของ PCR product เทากับ  
901 bp โดยตนแบบท่ีทําการออกแบบ primer คูนี้ คือ L. pneumophila strain Corby (NC_009494) 
จากน้ันทําการ blast โดยโปรแกรม primer-blast ของ www.ncbi.nim.nih.gov เพื่อหาความจําเพาะ
เจาะจงในการจับเพื่อเพิ่มจํานวนวามีลําดับรหัสพันธุกรรมในฐานขอมูล GenBank ใดบางท่ีสามารถจับ
ไดกับ primer คูนี้ จากการตรวจสอบพบวา บริเวณยีน mip ในสปชีส L. pneumophila เทานั้นท่ีสามารถ
จับกับ primer คูนี้ได 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 ท่ีใชเพ่ิม
ปริมาณ DNA บริเวณยีน mip ของ L. pneumophila ไปเพิ่มปริมาณดวยเทคนิค 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 พบวา  primer 
mip F, mip R มีความจําเพาะกับ L. pneumophila เทานั้น  

ในการเก็บตัวอยางน้ําและตัวอยาง swab ชวงเดือนมิถุนายน – กรกฎาคม 2553 จากกอก
น้ํา, ฝกบัวและหอหลอเย็นในโรงแรม หลังจากทําการเพาะเช้ือ พบวาตัวอยางน้ําท้ังหมด  
67 ตัวอยางจาก 5 โรงแรมในจังหวัดเชียงใหม ไมพบการเจริญของแบคทีเรียท่ีมีลักษณะคาดวาเปน 
Legionella พบเพียงการเจริญของ Bacillus sp. เทานั้น คาดวานาจะเกิดจากการลางตะกอนเซลลดวย 
KCl-HCl ซ่ึงมี pH 2.2 ท้ังนี้ จากผลการวิจัยของ Bopp et al., 1980 เม่ือนําตัวอยางผานกรดกอน 
spread plate เช้ือ L. pneumophila สามารถทนกรดไดประมาณ 5 นาทีและนานถึง 30 นาที เม่ือนับ
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จํานวนโคโลนีบนจานอาหาร พบ 6.3×108 colony-forming เม่ือเวลา 0 นาที เม่ือผานไป 30 นาที
เหลือจํานวนโคโลนี  6.1×108 และเหลือ 6.8×107 โคโลนีเม่ือเวลาผานไปนานมากกวา 30 นาที การ
ลดลงของเซลลเปนไปอยางตอเนื่องเม่ือเวลาเพิ่มมากข้ึน นอกจากนี้ยังมีงานวิจัยของ Bartie et al., 
2001 ศึกษาการผานตัวอยางน้ําท่ีเก็บจากส่ิงแวดลอมดวยกรด เม่ือทําการเพาะเล้ียงบนอาหาร BCYE 
พบการเจริญลดลง (64.3%) เม่ือเทียบกับการเพาะเล้ียงโดยไมผานการแชในกรด (71.4%) ซ่ึงเปน
เหตุผลของผลการทดลองเบ้ืองตนท่ีไมพบการปนเปอนของ L. pneumophila ในตัวอยางน้ําท่ีเก็บมา 
การท่ีมีปริมาณเซลลนอย สภาวะท่ีอาหารไมสมบูรณเทาการเพาะเล้ียงในหองปฏิบัติการ เม่ือนํามา
ผานกรดจึงทําใหเซลลตานทานสภาวะความรุนแรงไดต่ํา เซลลจึงตายไปในท่ีสุด 

เม่ือวิธีการผานตัวอยางดวยกรดเพื่อกําจัดแบคทีเรียปนเปอนชนิดอ่ืนไมไดผลจึงทําการ
เพาะเล้ียงตัวอยางโดยตรงลงในอาหาร จากปญหาท่ีพบของอาหารเพาะเล้ียง Legionella ถึงแมจะมี
ความไวตอการเจริญ  แตการวิจัยพบวาความไวของการสนับสนุนการเจริญเพียง  50-60% 
(Engleberg et al., 1989) และแบคทีเรียชนิดอ่ืนท่ีไมใช Legionella สามารถเจริญไดเร็ว และมี
ปริมาณมาก อาจเปนสาเหตุของการขัดขวางการเจริญของ Legionella เนื่องจากมีปริมาณเซลลใน
ส่ิงแวดลอมนอย งานวิจัยของ Behets et al., 2006 ระบุวาการเพาะเล้ียงบนอาหารควรมีปริมาณเซลล
อยางนอย 50 CFU/l ในกอกน้ํา และ100 CFU/l ในหอหลอเย็น หากตรวจสอบการปนเปอนไมพบ
อาจเนื่องมาจากปริมาณเซลลนอยเกินไป อีกท้ังตองการสภาวะในการเพาะเล้ียงจําเพาะและใชเวลา
ยาวนานในการเจริญ แบคทีเรียชนิดอ่ืนสามารถเจริญไดรวดเร็วกวา แยงอาหารในชวง log phase 
ของการเจริญ จึงทําให Legionella ไมมีโอกาสไดใชอาหารและเจริญไมทัน ดังนั้นอาหารจึงควรเปน 
selective media ท่ีดีท่ีสามารถสนับสนุนการเจริญของ Legionella ได แตไปขัดขวางการเจริญของ
แบคทีเรียชนิดอ่ืน จึงทําการทดลองหา selective media ท่ีเหมาะสมของตอ Legionella ซ่ึงสนับสนุน
การเจริญและยับยั้งแบคทีเรีย Bacillus sp. ท่ีพบมากท่ีสุดจากการเก็บตัวอยางน้ํา เนื่องจากใน
ตัวอยางน้ําท่ีเก็บได พบแบคทีเรียแกรมบวกเปนสวนมาก สวนประกอบท่ีผสมลงไปเพิ่มเติมจาก
อาหาร BCYE มาตรฐานเพ่ือยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียแกรมบวกคือ bile salt, glycine, 
methylene blue สวนยาปฏิชีวนะ (vancomycin และ polymycin B) ยับยั้งการเจริญเติบโตของราและ
แบคทีเรียแกรมบวก-แกรมลบชนิดอ่ืนท่ีพบเจอทั่วไป (Bopp et al., 1980) จากการทดลองท่ีดีท่ีสุด
เม่ือทําการปรับปรุงอาหาร BCYE มาตรฐาน โดยเพิ่ม glycine และยาปฏิชีวนะ (vancomycin และ 
polymycin B) สองชนิดลงไป พบวายับยั้งแบคทีเรียชนิดอ่ืน และไมมีผลตอการเจริญของ  
L. pneumophila  จากนั้นใชอาหาร BCYE ท่ีทําการดัดแปลงนี้เพาะเล้ียงเช้ือ L. pneumophila  ท่ีอาจ
ปนเปอนมากับตัวอยางน้ํา 106 ตัวอยางจาก 6 โรงแรม ชวงเดือนมีนาคม – มิถุนายน 2554 ปรากฏ
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โคโลนี L. pneumophila ใน 11 ตัวอยางจาก 3 โรงแรม ซ่ึงแสดงประสิทธิภาพการสนับสนุนการ
เจริญของ L. pneumophila และยับยั้งแบคทีเรียชนิดอ่ืนในแหลงน้ํา 

ตัวอยางน้ําและตัวอยาง swab ท่ีเก็บท้ังหมดจากโรงแรมภายในจังหวัดเชียงใหม 11 โรงแรม
187 ตัวอยาง ไมพบผลบวกจากการตรวจสอบการปนเปอนของ L. pneumophila ดวยเทคนิค PCR 
เลย  เนื่องจากระบบนํ้าท่ีโรงแรมสะอาด  ปริมาณเซลลลองลอยในน้ํานอยเกินไป  หรือมี 
สารอนินทรีย /สารอินทรียในแหลงน้ํ ารบกวน  ขัดขวางการเพิ่มจํานวนดวยเทคนิค  PCR  
(Toze, 1999) ดังเชนการทดลองสวนหน่ึงในงานวิจัยเลมนี้ ตรวจสอบการปนเปอนของ  
L. pneumophila พบวา ผงถานท่ีมีความเขมขนสูง เปนส่ิงรบกวนในปฏิกิริยาการเพิ่มปริมาณ DNA 
อยางชัดเจน จากการทดลอง L. pneumophila serogroup 1 ท่ีถูกเพาะเล้ียงในอาหารเหลว BCYE 
มาตรฐานโดยไมกําจัดผงถานออกจากปฏิกิริยากอนการตรวจหาการปนเปอนดวยเทคนิค PCR จะ
ไมปรากฏ PCR product ท่ีความเขมขนของผงถานสูง ท่ีปริมาณความเขมขนของเซลล 1×10-1 แตจะ
ปรากฏ PCR product ท่ีความเขมขนของผงถานลดลง ท่ีปริมาณความเขมขนของเซลล 1×10-2 และ 
1×10-3 และการทดลองท่ีกําจัดผงถานออกจากปฏิกิริยา สามารถตรวจสอบหาการปนเปอนของเช้ือ
ไดตั้งแตความเขมขนของเซลล 1×10-1  ดังนั้นผงถานจึงเปนตัวขัดขวางการเพ่ิมปริมาณ DNA ใน
ปฏิกิรยาการตรวจสอบหาการปนเปอนดวยเทคนิค PCR  

ปริมาณเซลลท่ีนอยท่ีสุดจากการทดลองท่ีไมกําจัดผงถานออกจากปฏิกิริยาและกําจัดผง
ถานออกจากปฏิกริยา สามารถตรวจสอบไดโดยเทคนิค PCR และนับเซลลดวย Haemacytometer 
พบปริมาณเซลลนอยท่ีสุดเทากับ 104 เซลล/ml พบขนาดความยาวของ PCR product ท่ี 901 bp ของ 
L. pneumophila serogroup 1 อยางเจือจางท่ีสุด สวนงานวิจัยอ่ืนทดสอบความไวในการตรวจสอบ
การปนเปอนดวยเทคนิค PCR ตางกันออกไป คือตรวจสอบความเขมขนของ DNA ท่ีนอยท่ีสุดท่ี
สามารถตรวจพบโดยเทคนิค PCR พบวา มีคาเทากับ 1.0 ng (นงลักษณ, 2551) และผลการวิจัยของ 
Liu et al., 2003 หาปริมาณ DNA ที่นอยท่ีสุด ไดเทากับ 2.5 ng 


