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primer ท่ีไดจากการออกแบบโดยใชโปรแกรม และขอมูลลําดับรหัสพันธุกรรมจาก 

www.ncbi.nim.nih.gov คือ mip F: 5-GGC AGA ATT AGT GGG CG-3 และ mip R: 5-GTG 
GTG TTA GGC TGA CAC C-3 ซ่ึงสามารถเพิ่มจาํนวนสายรหัสพันธุกรรมได PCR product ขนาด 
901 bp สภาวะท่ีเหมาะสมตอการจับระหวางสาย DNA ตนแบบของ L. pneumophila serogroup 1, 
2, 3, 6, 8, 10 และ 11 กับ primer mip F, mip R คือ 

Initial denaturation 95°C  เปนเวลา  5  นาที 
 Denaturation  95°C  เปนเวลา  30 วินาที 

Annealing  54°C  เปนเวลา  30 วินาที   30 รอบ 
Extension  72°C  เปนเวลา  1 นาที 
Final extension  72°C  เปนเวลา  10  นาที 

เม่ือนํา primer mip F, mip R เพ่ิมปริมาณ DNA บริเวณยีน mip ของ L. pneumophila ดวย
เทคนิค PCR เปรียบเทียบกับ Ps. aeruginosa, E. coli, Shi. dysenteriae, Sal. typhi, P. vulgaris,  
S. aureus, R. solanacearum, K. pneumoniae, P. mirabilis และ V. cholerae พบวา  primer mip F, 
mip R มีความจําเพาะกับ L. pneumophila เทานั้น เม่ือนํา PCR product ขนาดความยาว 901 bp ของ 
L. pneumophila แตละ serogroup มาตัดดวยเอนไซม EcoRII พบวา สามารถแยก L.pneumophila 
serogroup 1 และ 8 ออกจาก L. pneumophila serogroup 2, 3, 6, 10 และ 11  ดวยความยาวรหัส
พันธุกรรมเทากับ 164 bp ตอมาทําการตัด PCR product ขนาดความยาว 901 bp ดวยเอนไซม PvuII 
พบ L. pneumophila serogroup 1 สามารถตัดได 2 ตําแหนง ไดสายรหัสพันธุกรรมความยาว
ประมาณ 546 bp และ 237 bp แต serogroup 8 ไดรหัสพันธุกรรมความมยาว 783 bp ตําแหนงเดียวท่ี
เห็นไดชัด จึงสรุปไดวา สามารถแยก L.pneumophila serogroup 1 ออกจาก serogroup 2, 3, 6, 8, 10 
และ 11 ดวยเอนไซม 2 ชนิดคือ EcoRII และ PvuII  

การลางตัวอยางน้ําและตัวอยาง swab ดวย 0.2 M Potassiumchloride - Hydrochloride 
acid (KCl-HCl) buffer pH 2.2 กอนการเพาะเช้ือ จะทําใหความสามารถในการตรวจหา  
Legionella sp. ลดลง  
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สูตรอาหาร BCYE ดัดแปลงสูตร 2 ท่ีมีการเพ่ิม glycine, vancomycin และ polymycin B 
สามารถสงเสริมการเจริญของ Legionella ไดเชนเดียวกับอาหาร BCYE มาตรฐาน และสามารถ
ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียอ่ืนได เม่ือนําอาหาร BCYE ดัดแปลงสูตร 2 ไปใชในการเพาะเล้ียงเช้ือ
จากตัวอยางน้ํา พบวาสามารถตรวจพบการเจริญของ Legionella ได 

ปริมาณเซลลท่ีนอยท่ีสุดท่ีสามารถตรวจสอบไดโดยเทคนิค PCR โดยไมผานการกรองผง
ถานออกจากปฏิกิริยาและผานการกรองผงถานออกจากปฏิกิริยา คือ 8.87 × 104 เซลล/ml และ  
6.00 × 104 เซลล/ml ตามลําดับ  


