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การเปรียบเทียบวิธีการเพาะเล้ียงเชื้อกับวิธี duplex-PCR ในการตรวจหาเชื้อ 
Legionella pneumophila ในนํ้าจากหอหลอเย็น
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วัตถุประสงค เพื่อตรวจหาการปนเปอนของเช้ือ Legionella pneumophila (L. pneumophila) ในหอ
หลอเย็นภายในโรงพยาบาลมหาราชนครเชียงใหม โดยการพัฒนาวิธี duplex-PCR เปรียบเทียบกับวิธีการ
เพาะเล้ียงเชื้อที่เปนวิธีมาตรฐาน 

วิธีการศึกษา ตรวจหาการปนเปอนของเช้ือ Legionella spp. ในน้ําที่เก็บจากหอหลอเย็นภายในโรง
พยาบาลมหาราชนครเชียงใหม จังหวัดเชียงใหม ภายในป พ.ศ. 2553 โดยวิธี duplex-PCR ซึ่งใช genus–
specifi c primers และ species–specifi c primers ที่ออกแบบจากยีน 16S rDNA และ macrophage 
infectivity potentiator (mip) gene ของเชื้อ L. pneumophila และ Legionella spp. อื่นโดยการ
ศึกษาในครั้งน้ีทําการศึกษาเปรียบเทียบกับวิธีเพาะเล้ียงเช้ือ

ผลการศึกษา จากการตรวจสอบการปนเปอนเชื้อ Legionella ของน้ําจากหอหลอเย็นจํานวนทั้งสิ้น 40 
ตัวอยางดวยวิธี duplex- PCR พบมีการปนเปอนของเช้ือในตัวอยางนํ้าทั้งหมด 27 ตัวอยาง โดยแยกเปน
เชื้อ L. pneumophila 8 ตัวอยางและ Legionella spp. 19 ตัวอยาง เม่ือเปรียบเทียบกับวิธีเพาะเล้ียง
เชื้อ ซึ่งพบการปนเปอนของเช้ือ L. pneumophila จํานวน 4 ตวัอยาง (วิธี duplex- PCR ใหผลบวกเปน  
Legionella spp. จํานวน 3 ตัวอยาง และใหผลลบ 1 ตัวอยาง) เม่ือทดสอบความจําเพาะของไพรเมอร ที่
ใชพบวามีแถบดีเอ็นเอที่มีขนาดใกลเคียงกับท่ี amplifi ed ไดจาก mip gene ในเชื้อ Salmonella Typhi 
และ Salmonella Enteritidis อยางไรก็ตามผลจาก direct sequencing พบวามีลําดับนิวคลีโอไทดตรง
ตําแหนงของไพรเมอรเหมือนกับ mip primers (17/20 นิวคลีโอไทด)

สรุปผลการศึกษา วิธี duplex-PCR มีความไวและความจําเพาะสูง สะดวก และรวดเร็วในการตรวจหาเช้ือ 
L. pneumophila และ Legionella spp. ทั้งน้ีเน่ืองจากวิธีการเพาะเล้ียงเชื้อตองใชเวลาอยางนอย 3-5 
วัน และผลการทดสอบทางชีวเคมีของเชื้อในกลุมนี้มีความหลากหลาย จึงไมเหมาะที่จะนํามาใชในการแยก
เชื้อ อยางไรก็ตามหากจะใชวิธี duplex-PCR นี้ อาจจําเปนตองใชการตรวจหายีน mip รวมกับยีน 16S 
rDNA เพ่ือลดการเกิดผลบวกปลอมจากเช้ือแบคทีเรียอ่ืน ๆ เชียงใหมเวชสาร 2559;55(ฉบับเสริม 1):11-22.

คําสําคัญ: Legionella โรคลีเจียนแนร หอหลอเย็น



12 เชียงใหมเวชสาร  2559;55(ฉบับเสริม 1):

บทนํา
เชื้อ Legionella เปนเช้ือแบคทีเรียแกรมลบ

รูปแทง สามารถอาศัยอยูในสิ่งแวดลอมทั่วไป หรือ

ในแหลงนํ้าตาง ๆ ทั้งแหลงน้ําตามธรรมชาติและ
แหลงน้ําที่มนุษยสรางขึ้น เชื้อสามารถเจริญเติบโต

เพิ่มจํานวนไดดีในแหลงนํ้านิ่ง ที่มีอุณหภูมิตั้งแต 

20-50 oซ[1] ซึ่งพบมากตามหอผ่ึงเย็นหรือหอหลอ

เย็น (cooling tower) ของระบบระบายความรอน

แบบปรับอากาศรวม[2] ที่มีตามอาคารขนาดใหญ

ตาง ๆ เชน โรงแรม หรือโรงพยาบาล ตลอดจน
เคร่ืองทําความรอน ถังเก็บนํ้า ระบบกระจายนํ้า การ
ระบาดของเชื้อไมไดเกิดจากการติดตอจากคนสูคน
แตเกิดจากการแพรกระจายของเช้ือจากแหลงน้ําสู
คน โดยเชื้อแพรกระจายจากแหลงนํ้าไปกับละออง
ฝอยของนํ้าและแพรกระจายผานทางอากาศ เมื่อ
ผูปวยสูดหายใจรับเอาละอองนํ้าท่ีปนเปอนเช้ือเขาไป
จึงเกิดการติดเช้ือที่ระบบทางเดินหายใจตามมา[3] 
โดยสวนใหญมักพบการติดเชื้อ Legionella pneu-
mophila (L. pneumophila) ในกลุมผูสูงอายุ และ
มักพบในกลุมผูปวยท่ีมีโรคประจําตัวหรือโรคเร้ือรัง 
เชน โรคปอด มะเร็ง ไต เบาหวาน เอดส กลุมผูที่ได
รับยากดภูมิคุมกันตลอดจนผูที่สูบบุหรี่จัด และกลุม
นักทองเที่ยวที่มาพักตามโรงแรมตางถิ่น มีโอกาส
ติดเชื้อนี้ไดเชนเดียวกัน[1, 4-5]  โดยผูที่ติดเชื้อชนิดนี้
อาจพบอาการแสดงของโรคได 2 แบบ ไดแก แบบ
ไมรุนแรงหรือที่เรียกวาไขปอนตีแอกหรือปอนเตียก 
(pontiac fever) จะมีอาการคลายไขหวัดแตผูปวย
สามารถหายไดเองภายใน 2-5 วัน และการติดเชื้อ
แบบท่ีมีอาการรุนแรงหรือที่เรียกวาโรคลีเจียนแนร 
(legionnaires’ disease) โดยมีอาการปอดอักเสบ
เปนลักษณะที่สําคัญ ซึ่งเกิดจากการที่เชื้อเขาไป
เจริญในเซลลเม็ดเลือดขาวภายในปอดแลวทําให
เซลลแตก ผูปวยมีอาการเจ็บหนาอก มีการสะสม

ของเหลวภายในปอด และมีไข ไอ ปวดในชองทอง 
อาจมีอุจจาระรวง ถามีภาวะปอดอักเสบทั้งสองขาง 
อาจทําใหการหายใจลมเหลวและเปนสาเหตุให
ผูปวยเสียชีวิตได[1, 6-7] สําหรับการศึกษาระบาดวิทยา
ของโรคลีเจียนแนรในประเทศไทยนั้นพบผูปวยราย
แรกในป พ.ศ. 2527[8]    

เชื้อ Legionella นอกจากเปนสาเหตุของไข
ปอนเตียกและโรคลีเจียนแนรแลว การปนเปอน
ของเชื้อ Legionella ตามหอหลอเย็นตาง ๆ ยัง
สงผลกระทบตอระบบเศรษฐกิจและการทองเที่ยว
ของประเทศไทย โดยมีรายงานในป พ.ศ. 2542 วา
พบผูปวยจํานวน 3 ราย ที่จังหวัดเชียงใหม ตอมาใน
ป พ.ศ. 2550 มีกลุมนักทองเที่ยวชาวสวีเดนติดเชื้อ 
Legionella ขณะมาเที่ยวที่จังหวัดภูเก็ต[9] และ
ในป พ.ศ. 2553 พบผูปวยเปนนักทองเที่ยวชาว
สกอตแลนดที่จังหวัดประจวบคีรีขันธ  รายงานสรุป
โดย European Working Group for Legionella 
Infection (EWGLI) Network ระบุวามีผูปวยชาว
ตางชาติจํานวน 109 ราย ติดเชื้อ Legionella ซึ่ง
สวนใหญเกิดจากการมาทองเท่ียวในไทยระหวาง
ป พ.ศ. 2536-2553[10] รายงานดังกลาวสงผลโดย 
ตรงตอการตัดสินใจมาทองเท่ียวประเทศไทยของ
ชาวตางชาติ

จากการสุมตรวจหาเชื้อ Legionella ที่อาจปน
เปอนตามหอหลอเย็นในประเทศไทย พบวามีเชื้อ
จากตัวอยางนํ้าในหอหลอเย็นตามอาคารสํานักงาน
ประมาณรอยละ 57[11] หากการพบเช้ือดังกลาว
เกิดขึ้นในระบบปรับอากาศของโรงพยาบาลอาจสง
ผลกระทบตอทั้งสุขภาพอนามัยของผูปวยและญาติ 
ตลอดจนเจาหนาที่ของโรงพยาบาล ซึ่งอาจเปน
สาเหตุใหมีอัตราการปวยและอัตราการตายเพ่ิมขึ้น
ได และสงผลตอเนื่องถึงภาระคาใชจายที่จะตามมา
ในภายหลัง และกระทบตอภาวะเศรษฐกิจต้ังแต
ระดับครัวเรือนถึงระดับประเทศ ตลอดจนผลกระ



อมรรัตน อินทรสูต, และคณะ การตรวจหา Legionella โดยการเพาะเล้ียงเช้ือและวิธี duplex-PCR 13

ทบตอความนาเช่ือถือของโรงพยาบาล ดังนั้นจึง
ควรมีการควบคุมและปองกันการระบาดของโรคลี
เจียนแนร เพื่อปองกันและเพิ่มความปลอดภัยตอผู
ที่มารับบริการท้ังผูปวยนอกและผูปวยในตลอดจน
เจาหนาที่ของโรงพยาบาล จึงควรมีการตรวจหาเช้ือ 
L. pneumophila จากหอหลอเย็นของระบบปรับ
อากาศในโรงพยาบาลตามจุดตาง ๆ  อยางสม ่ําเสมอ

L. pneumophila ซีโรไทป  1 มักพบเปนสาเหตุ
ของ Legionnaires’disease โดยวิธีการตรวจ
วินิจฉัยทางหองปฏิบัติการที่ถือเปนวิธีมาตรฐาน 
(gold standard) ไดแก การเพาะเลี้ยงเชื้อ[1] แต
ปจจุบันหองปฏิบัติการตาง ๆ ตามโรงพยาบาลสวน
ใหญในประเทศไทยยังไมมีความพรอมในการตรวจ
หาเช้ือชนิดน้ี  เน่ืองจากเช้ือ L. pneumophila เปน
เชื้อที่เจริญยากตองอาศัยการเพาะเลี้ยงบนอาหาร
ชนิดพิเศษ Buffered charcoal-yeast extract 
(BCYE) agar ที่มีกรดอะมิโน L-cysteine ผสม
อยูและตองอาศัยระยะเวลาในการเจริญเติบโต
มากกวาเช้ือแบคทีเรียกอโรคสวนใหญ โดยตอง
เพาะเลี้ยงนานประมาณ 3-5 วันในสภาวะที่มี CO
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รอยละ 5-10 และที่อุณหภูมิ 35 oซ เชื้อ Legio-
nella ที่อยูในสภาวะท่ียังมีชีวิตไมสามารถเจริญบน
อาหารเลี้ยงเช้ือ (non culturable but viable 
Legionella) ซึ่งในสภาวะน้ีสามารถนําเชื้อกลับมา
เพาะเลี้ยงใหมบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่เติมสารอาหาร
ชนิดพิเศษหรือนํากลับมาเพ่ิมจํานวนในเช้ืออะมีบา
แลวทําใหเช้ือมีความสามารถในการกอโรคไดใหม
อีกคร้ัง[12-14] เนื่องจากวิธีการตรวจหาสารพันธุกรรม
ของเชื้อแบคทีเรียเริ่มมีบทบาทมากข้ึน โดยเฉพาะ
การใชเทคนิค PCR ซึ่งเปนวิธีที่ทําไดงาย รวดเร็ว
และเปนวิธีที่มีความไวและความจําเพาะสูง ดังนั้น 
การศึกษานี้จึงมีวัตถุประสงคเพื่อพัฒนาวิธีการ
ตรวจหาการปนเปอนของเชื้อ Legionella โดยใช
วิธี duplex–PCR เปรียบเทียบกับวิธีเพาะเลี้ยงเชื้อ

ซึ่งเปนวิธีมาตรฐาน โดยทดสอบกับตัวอยางนํ้าจาก
หอหลอเย็นของโรงพยาบาลมหาราชนครเชียงใหม 
การพัฒนาวิธีตรวจในครั้งนี้เพื่อใหไดวิธีการตรวจ
ที่สะดวก ใหผลแมนยํา รวดเร็ว และสามารถนําไป
ใชควบคุมการปนเปอนของเช้ือ Legionella ในน้ํา
จากหอหลอเย็นของระบบระบายความรอนแบบ
ปรับอากาศรวมได

วิธีการศึกษา
ตัวอยางนํ้า
เก็บตัวอยางนํ้าจากหอหลอเย็นจาก 7 อาคาร

ภายในโรงพยาบาลมหาราชนครเชียงใหมจํานวน 40 
ตัวอยาง โดยกอนเก็บตัวอยางนํ้าตองทําการวัดคา
ความเปนกรด-ดาง และอุณหภูมิของแหลงนํ้า จาก
นั้นทําใหตะกอนในน ้ ําฟุงกระจายกอนเก็บตัวอยาง
ตัวอยางนํ้า แลวเก็บนํ้าใสภาชนะปลอดเช้ือในปริมาตร
แหงละ 500 มล. จากน้ันเก็บตัวอยางนํ้าใสในกระติก
น้ําแข็ง และนําสงหองปฏิบัติการทันที กอนนํา
ตัวอยางน้ําไปบมใน water bath ที่อุณหภูมิ 50oซ 
เปนระยะเวลา 30 นาที แลวกรองผานกระดาษ
กรองชนิด cellulose acetate membrane ขนาด 
pore size 0.2 ไมครอน จากนั้นนําแผน cellulose 
acetate membrane มาตัดเปนชิ้นเล็ก ๆ แลว 
resuspend ดวยน้ํากลั่นปราศจากเชื้อ ปริมาตร 4 
มล. ทําการเขยาเปนเวลา 15 นาที กอนนําตัวอยาง
น้ําปริมาตร 200 มคล. ทําการเพาะเลี้ยงเชื้อและนํา
ตัวอยางน้ําปริมาตร 1,000 มคล. ไปทําการตรวจ
หาสารพันธุกรรมของเชื้อ Legionella ตอไป

การเพาะเล้ียงเช้ือ Legionella จากตัวอยาง
น้ําจากหอหลอเย็น 

นําตัวอยางน้ําปริมาตร 200 มคล. มาเพาะเลี้ยง
บนอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด GVPC agar (อาหารเลี้ยง



14 เชียงใหมเวชสาร  2559;55(ฉบับเสริม 1):

เช้ือชนิด Buffered charcoal yeast extract; 
BCYE ที่มีสวนผสมของ glycine, vancomycin, 
polymyxin B, และ cycloheximide) และบม
เพาะที่อุณหภูมิ 37 oซ เปนระยะเวลา 3-7 วัน ถา
พบโคโลนีของเช้ือแบคทีเรียท่ีมีลักษณะกลม มันวาว 
สีขาว-เทา เกิดข้ึน และยอมสีแกรมพบลักษณะ gram 
negative rod ใหนําเช้ือจากโคโลนีดังกลาวไปเพาะ
เลี้ยงตอในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด BCYE ที่มีสวน
ประกอบของ L-cysteine และ BCYE ที่ไมมีสวน
ประกอบของ L-cysteine เพื่อเปรียบเทียบกับ
การเจริญของเชื้อ หากเชื้อสามารถเจริญไดเฉพาะ
ในอาหารเล้ียงเช้ือ BCYE ที่มีสวนประกอบของ 
L-cysteine เทาน้ัน ใหนําเชื้อดังกลาวไปทําการ
ทดสอบ Legionella latex test  (Oxoid) ตอไป

เชื้อแบคทีเรียสายพันธุที่ใชในการทดสอบ
เชื้อแบคทีเรียที่ใชในการทดสอบไดแก เชื้อ L. 

pneumophila ซีโรไทป 1 (ATCC 33152), L. 
pneumophila ซีโรไทป 3 (ATCC 33155) และ
เช้ือแบคทีเรียสายพันธุอ่ืน ๆ  อีก 15 สายพันธุสําหรับ
การทดสอบความจําเพาะของวิธี PCR ไดแก 
Staphylococcus aureus ATCC 25923, 
Streptococcus pyogenes, Pseudomonas 
aeruginosa, Acinetobacter baumannii, 
Enterobacter cloacae, Citrobacter freun-
dii, Proteus vulgaris, Escherichia coli ATCC 
25922, Klebsiella pneumoniae, Vibrio chol-
erae, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio vul-
nifi cus, Shigella fl exneri, Salmonella Typhi, 
และ Salmonella Enteritidis โดยเช้ือแบคทีเรีย 
Legionella สายพันธุมาตรฐานนํามาเพาะเล้ียง
บนอาหาร BCYE agar ที่มีสวนประกอบของ 
L-cysteine โดยนําไปบมเพาะที่ 37 oซ นาน 3-7 
วัน สวนเชื้อแบคทีเรียอื่น ๆ ทําการเพาะเล้ียงบน

อาหารเล้ียงเช้ือชนิดตาง ๆ ไดแก blood agar, 
MacConkey agar, thiosulfate citrate bile 
salts sucrose Agar (TCBS), shigella-salmo-
nella agar (SS agar) ที่ 37 oซ เปนเวลา 24 ชั่วโมง

การทดสอบซีโรไทปของเช้ือแบคทีเรีย Legio-
nella 

ทําการเขี่ยโคโลนีของเชื้อ Legionella บนจาน
อาหารเพาะเลี้ยงมาทดสอบกับชุดตรวจสําเร็จรูป 
Legionella latex test ที่ใชตรวจพิสูจนเช้ือ 
L. pneumophila ซีโรไทปตาง ๆ โดยทําตามขั้น
ตอนตาง ๆ ดังท่ีชุดตรวจระบุ แลวสังเกตปฏิกิริยา
การเกาะกลุม และแปลผลตามวิธีการดังท่ีชุดตรวจ
สอบแนะนํา 

การแยกสกัดดีเอ็นเอโดยใชชุดแยกสกัดดีเอ็นเอ 
นําโคโลนีของเชื้อ Legionella pneumophila 

สายพันธมาตรฐาน ATCC 33152 และ ATCC 
33155 ที่เพาะเลี้ยงบน BCYE agar plate ที่มี
สวนประกอบของ L-cysteine มาละลายใน LB 
(Luria-Bertani) broth ปริมาตร 1 มล. กอนนําไป
ปนแยกที่แรงเหวี่ยงสัมพัทธ 11,000 g เปนเวลา 5 
นาที จากนั้นนํา cell pellet มาสกัดดีเอ็นเอโดยใช
ชุดสกัด NucleoSpin® Tissue kits (Macherey 
Nagel) โดยทําตามขั้นตอนตาง ๆ ตามที่ระบุในชุด
สกัด หลังจากสกัดไดดีเอ็นเอแลวนําดีเอ็นเอเก็บที่ 
-20 oซ

การตรวจหาเช้ือ Legionella โดยใชวิธี 
duplex-PCR

นําดีเอ็นเอที่ไดจากการสกัดโดยชุดสกัดสําเร็จ
รูปมาตรวจหาปริมาณและความบริสุทธิ์ดวยเครื่อง 
spectrophotometer กอนนําดีเอ็นเอที่มีความ
บริสุทธิ์ เพียงพอมาทําการตรวจหายีนของเชื้อ 
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Legionella จากการทํา duplex-PCR โดยใช 
primers ที่ออกแบบใหจําเพาะกับสกุล (Genus) 
Legionella ไดแก LEG225 (5’-AAGATTAGCCT-
GCGTCCGAT-3’ ) และ LEG858 (5’-GTCAACT-
TATCGCGTTTGCT-3’) ซึ่งออกแบบจากยีน 16S 
rDNA[15] โดยมี PCR product ขนาด 654 bp 
นอกจากนี้ยังใช primers ที่จําเพาะกับสปชีส 
L. pneumophila ไดแก mip3 (5’- AAAGGCAT-
GCAAGACGCTAT -3’) และ mip4 (5’- ACGTT-
GCTGG CTTACCAGTT -3’) ที่ออกแบบมาจากยีน 
macrophage infectivity potentiator (mip)[16]  
โดยมี PCR product ขนาด 340 bp โดยงานวิจัย
ครั้งน้ีไดนําหลักการของ Touchdown PCR มา
ใชรวมกับการทํา PCR ปกติ และใชเครื่อง Gene-
Amp® PCR system 2,700 โดยมี PCR cycle ดัง
แสดงในตารางที่ 1 ตรวจสอบ PCR product ดวย 
agarose gel electrophoresis 

การทดสอบความไวของวิธี PCR
นําโคโลนีของเชื้อ L. pneumophila สายพันธุ

มาตรฐาน ATCC 33152 มาปรับความขุนเทียบเทา 
McFarland Standard No. 0.5 ใน LB media โดย
มีเชื้อประมาณ 1.5x108 colony forming unit/
mL จากนั้นทําการเจือจางเช้ือแบบ serial 10-fold 
dilution จนถึง 101 colony forming unit/mL 
แลวนําเชื้อแตละความเขมขนไปแยกสกัดดีเอ็นเอ
ตามขั้นตอนดังกลาวขางตน กอนนํามาทํา PCR

การทดสอบความจําเพาะของวิธี PCR
การหาความจําเพาะของปฏิกิริยา PCR โดย

ทดสอบกับดีเอ็นเอของเชื้อแบคทีเรียชนิดตาง ๆ 15 
ชนิดดังที่ไดกลาวแลวขางตน ซึ่งสกัดดีเอ็นเอโดยใช
ชุดสกัดดีเอ็นเอสําเร็จรูป และใชน้ํากลั่นที่ปราศจาก
เชื้อเปน negative control 

ผลการศึกษา
การเพาะเล้ียงเช้ือ Legionella จากตัวอยาง

น้ําจากหอหลอเย็น
จากตัวอยางนํ้าจํานวน 40 ตัวอยางที่เก็บจาก

หอหลอเย็นตามอาคารสํานักงานตาง ๆ ในโรงพยา-
บาลมหาราชนครเชียงใหม พบตัวอยางนํ้าที่นํามา
เพาะเลี้ยงเชื้อบนจานอาหาร GVPC ใหลักษณะ 
colony กลม สีเทาขาว (รูปที่ 1) และยอมแกรม
พบลักษณะแบคทีเรียรูปแทงแกรมลบ แตเมื่อนํามา
ทดสอบความตองการ L-cysteine ในการเจริญเติบโต 
พบเชื้อเพียง 4 ตัวอยางที่ตองการ L-cysteine ใน
การเจริญเติบโตซึ่งเปนเชื้อ L. pneumophila และ
ทําการตรวจยืนยันดวย Legionella latex test 
พบวาเปนเชื้อ L. pneumophila ซีโรไทป 1 
ทั้งหมด

                                   

ตารางท่ี 1.  โปรแกรมในการทํา PCR

ขั้นตอน อุณหภูมิ 
(oซ)

เวลา จํานวนรอบ 
(cycle)

Pre-denaturation 94 3 min

Touchdown PCR

Denaturation
Annealing
Extension

94
60
72

30 sec
30 sec
45 sec

10

PCR

Denaturation
Annealing
Extension
Final extension

94
55
72
72

30 sec
30 sec
45 sec
5 min

30
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การทดสอบความไวของวิธี PCR
การทดสอบหาความไวของวิธี PCR โดยนํา

เชื้อ L. pneumophila สายพันธุมาตรฐาน ATCC 
33152 มาปรับความขุนใหเทียบเทากับ McFarland 
Standard No. 0.5 ซึ่งมีเช้ือประมาณ 1.5x108 

colony forming unit/มล. จากนั้นทําการเจือจาง
เชื้อแบบ serial 10-fold dilution จนถึง 101 แลว
นําไปแยกสกัดดีเอ็นเอและทําการทดสอบ PCR พบ
แถบดีเอ็นเอที่ dilution ที่ 105 colony forming 
unit/มล. แสดงวาวิธีน้ีมีความไวเทากับ 105 colony 
forming unit/มล. (รูปท่ี 2)

การทดสอบความจําเพาะของวิธี PCR
ทําการทดสอบกับเชื้อแบคทีเรียสายพันธุอื่น ๆ 

จํานวน 15 สายพันธุ เพื่อทดสอบหาความจําเพาะ
ของวิธี PCR ซึ่งไดผลการทดสอบดังแสดงในรูปที่ 3 
โดยพบวา primer ไมเกิดปฏิกิริยากับดีเอ็นเอของ
เชื้อแบคทีเรียสวนใหญที่ใชในการทดสอบ แตพบวา
มีแถบ PCR product ขนาดใกลเคียงกับขนาดของ 
mip gene (340 bp) เมื่อทดสอบกับเชื้อ Salmo-
nella Typhi และ Salmonella Enteritidis โดย
แถบดีเอ็นเอที่พบมีลักษณะที่จางกวา PCR prod-
uct ดังกลาวถูกนําไปทํา direct sequencing เพื่อ
หาลําดับนิวคลีโอไทดและทําการเปรียบเทียบกับ
ฐานขอมูลใน Genbank โดยใช basic local aling-
nment search tool (BLAST) program ซึ่งก็ให
ผลเปน L. pneumophila

การตรวจหาการปนเปอนของเช้ือ L. pneu-
mophila และ Legionella spp. จากตัวอยางนํ้า

ผลจากการเพาะเลี้ยงเชื้อซึ่งเปนวิธีมาตรฐาน
จากตัวอยางนํ้าทั้งหมด 40 ตัวอยาง จากหอหลอ
เย็นของอาคาร 7 แหงภายในโรงพยาบาลมหาราช
นครเชียงใหม พบการปนเปอนของเชื้อ L. pneu-
mophila ซีโรไทป 1 จํานวน 4 ตัวอยางแตผลจาก
การตรวจหาสารพันธุกรรมของเช้ือ Legionella 

รูปท่ี 1. ลักษณะโคโลนีของเชื้อ L. pneumophila ซีโร-
ไทป 1 จากตัวอยางนํ้าจากหอหลอเย็นบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
GVPC

รูปที่ 2. ผลการทดสอบความไวของวิธี 
PCR โดยใชเชื้อ L. pneumophila 
สายพันธุมาตรฐาน ATCC 33152. M: 
standard DNA marker, N: negative 
control, 1-8:  ปริมาณเชื้อภายหลังจาก

การทําปฏิกิริยา PCR ที่ 108-101 colo-

ny forming unit/มล.
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โดยวิธีการ duplex-PCR ใหผลบวกตอเชื้อ Legio-
nella จํานวน 27 ตัวอยาง โดยพบเช้ือ  L. pneu-
mophila จํานวน  8 ตัวอยางและเชื้อ Legionella 
spp. จํานวน 19 ตัวอยาง (ผลบางสวนแสดงในรูป
ที่ 4) โดยผลการตรวจพบเชื้อ Legionella  ดวย
วิธี duplex-PCR เปรียบเทียบกับวิธีเพาะเลี้ยงเชื้อ 
แสดงในตารางที่ 2

อภิปรายผลการศึกษา
การศึกษาในครั้งนี้มีวัตถุประสงคเพื่อตรวจหา

เชื้อ Legionella ที่อาจปนเปอนภายในน ้ําจากหอ
หลอเย็นของโรงพยาบาลมหาราชนครเชียงใหม 
และการพัฒนาวิธีการตรวจหาเชื้อ Legionella 
จากตัวอยางนํ้าใหไดผลรวดเร็ว แมนยําและเชื่อถือ
ได สามารถนําไปใชตามโรงพยาบาลตาง ๆ จากการ
ตรวจหาการปนเปอนของเชื้อ Legionella ภายใน
หอหลอเย็นพบวาตัวอยางนํ้าจํานวน 40 ตัวอยางท่ี
เก็บจากอาคาร 7 แหงภายในโรงพยาบาลมหาราช
นครเชียงใหมนั้น พบการปนเปอนของเชื้อ Legio-
nella จากตัวอยางน้ําจํานวน 4 ตัวอยาง (รอยละ 
10) เมื่อตรวจดวยวิธีการเพาะเลี้ยงเชื้อ ซึ่งท้ังหมด

รูปที่ 3. ผลการทดสอบความจําเพาะของ
วิธี PCRโดยใชเชื้อสายพันธุตาง ๆ จํานวน 
15 สายพันธุ เม่ือใชLEG 225 & LEG 858 
primer และ mip3 &  mip4 primer . 
M: Standard DNA marker, N: negative 
control, P:  positive control, 1-15: ผล
การทําปฏิกิริยา PCR กับดีเอ็นเอซ่ึงแยก
สกัดไดจากเช้ือ Staphylococcus au-
reus, Streptococcus pyogenes, Pseu-
domonas aeruginosa, Acinetobacter 
baumannii,  Enterobacter cloacae, 
Citrobacter freundii, Proteus vul-
garis, Escherichia coli, Klebsiella 
pneumoniae, Vibrio cholerae, Vibrio 
parahaemolyticus, Vibrio vulnifi cus, 
Shigella fl exneri, Salmonella Typhi, 
Salmonella Enteritidis ตามลําดับ

รูปที่ 4. ผลการตรวจหาเช้ือ Legionella 
โดยวิธี duplex-PCR จากตัวอยางนํ้า 
1-7 ที่เก็บจากหอหลอเย็น. M: Stand-
ard DNA marker, N: negative con-
trol, P: positive control, 1-7: ผลการ
ทําปฏิกิริยา PCR กับดีเอ็นเอที่สกัดจาก
ตัวอยางน้ํา 1-7
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พบเปนเชื้อ L. pneumophila ซีโรไทป 1 แตพบ
ผลบวกจากการตรวจดวยวิธี duplex-PCR 27 
ตัวอยาง (รอยละ 67.5) เปนเช้ือ L. pneumophila 
จํานวน 8 ตัวอยาง และ เชื้อ Legionella spp. 
จํานวน 19 ตัวอยาง 

แมวามีกําหนดการซอมบํารุงและทําความสะอาด
หอหลอเย็นเปนประจําอยูแลว แตเมื่อตรวจพบการ
ปนเปอนของเช้ือ L. pneumophila ภายในหอ
หลอเย็น ทางผูท่ีเก่ียวของควรดําเนินการปองกัน
ความเส่ียงจากการแพรกระจายเชื้อ เมื่อพิจารณา
จํานวนเชื้อ L. pneumophila ที่ไดจากการเพาะ
เลี้ยงเชื้อซึ่งเปนวิธีมาตรฐาน พบวามีปริมาณเชื้อ 
Legionella <500 colony forming unit/ลิตร 
โดยอยูในเกณฑที่เฝาระวัง ซึ่งเกณฑที่ WHO และ
องคกรอ่ืนระบุวามีความเสี่ยงสูง (มีจํานวนเช้ือ 
Legionella >1,000 colony forming unit/
ลิตร)[1,17] ซ่ึงตองปดปรับปรุงโดยทันที แตทั้งนี้ทาง
ผูที่เกี่ยวของไดปฏิบัติตามคําแนะนําขององคกร
ตาง ๆ[1,17] โดยทําการตรวจซํ้ากอนปดหอหลอเย็น
ชั่วคราวและลางทําความสะอาดภายในหอหลอ
เย็น แลวจึงเก็บตัวอยางนํ้ามาทําการตรวจซํ้าอีก
ครั้งในภายหลัง ซึ่งทางหนวยงานที่รับผิดชอบของ
โรงพยาบาลมหาราชนครเชียงใหมไดปฏิบัติตาม
ดวยความระมัดระวัง โดยไดทําความสะอาดหอ
หลอเย็นท่ีใหผลบวกทั้งหมดแลวโดยการขัดลาง
ดวยผงซักฟอก หลังการทําความสะอาดไดเติมนํ้า

ประปาใหม และภายหลังจากน้ันอีก 1 สัปดาหได
เกบ็ตัวอยางนํ้ามาตรวจอีกครั้ง พบวาตัวอยางนํ้า
ทั้งหมดตรวจไมพบเชื้อ Legionella จากการเพาะ
เลี้ยงเชื้อ แตมีการตรวจพบดีเอ็นเอของเชื้อ Legio-
nella ได ซึ่งอาจเกิดจากสารพันธุกรรมที่คงคางอยู
ภายในหอหลอเย็นเทานั้น ภายหลังจากทําความ
สะอาดโดยการขัดลางหอหลอเย็นอีกครั้ง กอนที่จะ
เก็บตัวอยางนํ้ามาตรวจเชื้อ L. pneumophila ใน
ครั้งนี้ตัวอยางน้ําทั้งหมดใหผลลบจากทั้งการตรวจ
ดวยวิธีการเพาะเลี้ยงเชื้อและวิธี duplex-PCR 

ในการศึกษานี้กลุมผูวิจัยไดใช genus-specifi c 
primers และ species-specifi c primers ที่
ออกแบบจาก 16S rDNA และ mip gene ของเชื้อ 
Legionella spp. และ L. pneumophila ซึ่งให 
PCR product ขนาด 654 bp และ 340 bp ตาม
ลําดับ จากการเปรียบเทียบผลการทดสอบที่ได
จากวิธี duplex-PCR กับการเพาะเลี้ยงเชื้อซึ่งเปน
วิธีมาตรฐาน มีตัวอยางน้ําจํานวน 8 ตัวอยางให
ผลการตรวจดวยวิธี PCR เปนผลบวกกับเชื้อ  L. 
pneumophila แตวิธีเพาะเลี้ยงเชื้อใหผลลบกับ
เชื้อ L. pneumophila ซึ่งกรณีนี้อาจเกิดข้ึนได
เนื่องจากวิธี duplex-PCR มีความไวสูงกวาวิธีการ
เพาะเลี้ยงเชื้อ นอกจากนี้อาจจะเปน uncultured 
L. pneumophila หรือ non culturable but 
viable Legionella โดยในตัวอยางนํ้ามีเช้ือ L. 
pneumophila ปนเปอนอยูแตเปนเช้ือท่ีอยูในระยะ

ตารางท่ี 2. ผลการตรวจหาเชื้อ L. pneumophila และ Legionella spp. จากตัวอยางนํ้าที่ไดจากหอหลอเย็นดวยวิธี 
PCR เปรียบเทียบกับวิธีเพาะเลี้ยงเชื้อ

PCR(+) for L. pneumophila PCR(+) for Legionella spp. PCR (-)

Culture (+) for L. pneumophila
culture (-) for Legionella

0
8

3
16

1
12

Total (40) 8 19 13
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ท่ีเพาะเลี้ยงไมไดบนอาหารท่ีใชในการเพาะเลี้ยง 
Legionella โดยทั่วไป แตสามารถตรวจพบไดโดย
ใชเทคนิค PCR[18] และยังนํากลับมาเพิ่มจํานวนใน
อะมีบาหรือบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี glutamate 
และ pyruvate เปนสวนประกอบและกอโรคใหม
ได[12-14] หรืออาจเปนเช้ือที่ตายแลว ซึ่งวิธี duplex-
PCR สามารถตรวจพบไดเนื่องจากเปนการตรวจ
หาสารพันธุกรรมของเชื้อ อยางไรก็ตามตัวอยาง
น้ํา 2 ใน 8 ตัวอยางที่ใหผลบวกจากวิธี duplex-
PCR  ไดนําไปทํา direct sequencing ซึ่งเมื่อนํา
ผลการหาลําดับนิวคลีโอไทดไปเทียบกับฐานขอมูล 
GeneBank โดยใช BLAST program ซึ่งก็ใหผล
เปน L. pneumophila  นอกจากน้ีมีตัวอยางน้ํา 3 
ตัวอยางที่ผลการตรวจดวยวิธี duplex-PCR ใหผล
บวกกับเช้ือ Legionella spp. แตวิธีเพาะเลี้ยงเชื้อ
ใหผลบวกกับเช้ือ L. pneumophila ซึ่งสาเหตุอาจ
เกิดจากตัวอยางนํ้ามีเช้ือ Legionella spp. หรือ 
unculture Legionella  spp. ในปริมาณที่มาก 
กวา L. pneumophila จึงทําใหวิธี duplex-PCR 
สามารถเพิ่มขยายปริมาณยีน 16S rDNA เพียง
อยางเดียว และเมื่อนําตัวอยางนํ้า 1 ใน 3 ตัวอยาง
นี้ไปทํา direct sequencing รวมกับเทียบเคียง 
ลําดับนิวคลีโอไทดโดยใช BLAST program พบวา
เปน Legionella spp. (รอยละ 98) หรือ uncul-
ture Legionella  spp. (รอยละ 98) นอกจากน้ี
พบวามีตัวอยางนํ้า 13 ตัวอยางที่ใหผลการตรวจ
ดวยวิธี PCR ใหผลลบกับท้ังเชื้อ L. pneumoph-
ila และ Legionella spp. แตวิธีเพาะเลี้ยงเชื้อให
ผลบวกกับเช้ือ   L. pneumophila หรือ Legio-
nella spp.  ซึ่งสาเหตุอาจเกิดจากการมีสารซึ่งเปน 
PCR inhibitor ปนเปอนในตัวอยางนํ้าดังกลาว
โดยสังเกตวานํ้ามีตะไครนํ้าปนอยู ซึ่งจากรายงาน
วิจัยพบวา pigment ของสาหรายสามารถยับยั้ง
ปฏิกิริยาของ PCR ได[19]  นอกจากน้ีอาจเกิดจาก 

PCR inhibitor ในดิน ที่อาจปนเปอนมาในตัวอยาง
น้ํา ซึ่ง humic acid เปน inhibitor ที่สําคัญใน
ปฏิกิริยา PCR เชนเดียวกัน[20-22] อยางไรก็ตามเมื่อ
นําโคโลนีจาก culture plate ที่ใหผลการเพาะ
เลี้ยงเชื้อเปน  L. pneumophila ไปสกัดดีเอ็นเอ
แลวทํา PCR พบวาเปนเชื้อ L. pneumophila

การทดสอบหาความจําเพาะของ primers ที่ใช
พบวามีแถบดีเอ็นเอเกิดขึ้นใกลเคียงกับขนาดของ  
mip gene (340 bp) เมื่อทดสอบกับเชื้อ Salmo-
nella Typhi และ Salmonella Enteritidis แต
พบแถบ ดีเอ็นเอในลักษณะที่จางกวา เมื่อนําไป
ทํา direct sequencing และเทียบลําดับนิวคลีโอ
ไทดกับฐานขอมูลโดยใช BLAST program แลว
พบวาเหมือนกับบางสวนของเอนไซม cysteine 
synthase และเมื่อศึกษาลําดับนิวคลีโอไทดที่สวน
ปลายของ PCR product พบวาคลายกับลําดับ
นิวคลีโอไทดภายในสายของ mip primers ถึง17 
ตําแหนงจาก 20 ตําแหนง ดังนั้นหากตองการนํา 
mip primers ไปใชเพียงอยางเดียวเพื่อตรวจหา 
L. pneumophila อาจทําใหเกิดผลบวกปลอม (false 
positive) ได อยางไรก็ตามจากรายงานวิจัยของ 
Fiume และคณะ[23] ซึ่งไดทดสอบความจําเพาะ
ของ mip primers กับเชื้อหลายสายพันธุพบวามี
ความจําเพาะกับ L. pneumophila เพียงเชื้อเดียว

โดยทั่วไปตามธรรมชาติมักพบเชื้อ Legionella 
อาศัยอยูภายในเช้ือปรสิตบางชนิดตามแหลงน้ํา
ตาง ๆ เชื้อปรสิตท่ีเปน natural reservoir host ที่
สําคัญ ไดแก Acanthamoeba, Naegleria และ 
Hartmannella สวนหนึ่งของการศึกษาในคร้ัง
นี้จึงเพาะเลี้ยงหาเชื้อปรสิตท่ีเปน natural host  
ของเชื้อ Legionella จากตัวอยางน้ํา และพบเชื้อ 
Naegleria จากตัวอยางน้ํา 3 ตัวอยาง ซึ่งตัวอยาง
น้ําทั้งหมดน้ีใหผล PCR เปนผลบวกสอดคลองกัน 
โดยเปนเชื้อ L. pneumophila 1 ตัวอยาง สวน
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อีก 2 ตัวอยางเปน Legionella spp. แตมีเฉพาะ
ตัวอยางนํ้า 1 ตัวอยางเทานั้นที่ใหผลบวกเปนเชื้อ 
L. pneumophila จากการเพาะเลี้ยงเชื้อ การที่
ตรวจพบเชื้อปรสิตท่ีเปน  natural reservoir host 
ของเชื้อ Legionella spp. ทําใหมีความเปนไปได
สูงที่อาจเกิดการปนเปอนของเชื้อ Legionella ได 
รวมทั้งโอกาสที่จะตรวจพบเชื้อ Legionella spp. 
ในแหลงนํ้าดังกลาวก็มีสูงรวมดวยเชนกัน
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The comparison in detection of Legionella pneumophila from 
water in cooling tower between cultivation method and 
duplex-PCR
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Objective  The objective of this study was the detection of Legionella pneumophila in 
cooling towers distributed around Maharaj Nakorn Chiang Mai Hospital by comparing the 
cultivation method with the in house duplex-PCR. 

Methods  Legionella spp. were detected in water sampling from cooling towers in Maha-
raj Nakorn Chiang Mai Hospital during 2010 by duplex-PCR. The primers using in this study 
were genus-specifi c primers and species-specifi c primers designed from 16sRNA gene and 
macrophage infectivity potentiator (mip) gene of Legionella spp. and L. pneumophila. The 
cultivation method was used as gold standard method in this study. 

Results  Legionella were detected in 27 samples from a total of 40 samples by duplex-
PCR. From 27 PCR-positive samples, 8 samples were contaminated with L. pneumophila 
and 19 samples were contaminated with Legionella spp.  L. pneumophila were detected 
in 4 samples by cultivation method while duplex-PCR method showed 3 positive results 
and 1 negative result from the same samples.  In determination of specifi city of PCR prim-
ers designed from mip gene, PCR products amplifi ed from Legionella, Salmonella Typhi 
and Salmonella Enteritidis are similar in size. The direct DNA sequencing of the PCR prod-
ucts showed the similar nucleotide sequences between two Salmonella and mip primers 
(17/20 nucleotides).

Conclusion  Duplex-PCR is the convenient and rapid method with high specifi city and 
high sensitivity in the detection of  L. pneumophila and Legionella spp. Cultivation meth-
od needs at least 3-5 days for Legionella culture and most Legionella shows the variety 
in biochemical reaction. Therefore, cultivation method is an inappropriate method in Le-
gionella isolation. Nevertheless, detection of both 16s rDNA gene and mip gene in duplex-
PCR need to perform together for reducing of false positive result from other bacteria. 
Chiang Mai Medical Journal 2016;55(suppl 1):11-22.
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