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บทคัดย่อ  เชื้อ Legionella pneumophila เป็นสาเหตุหลักของโรคลีเจียนแนร์ ซึ่งพบปนเปื้อนได้ในแหล่งน้ำ�ต่างๆ สามารถ

แพร่กระจายสู่คนผ่านทางการสูดดมละอองฝอยที่ปนเป้ือน การเฝ้าระวังเช้ือในแหล่งน้ำ�จึงเป็นสิ่งจำ�เป็น สำ�หรับการตรวจหา

เชื้อที่เป็นวิธีมาตรฐาน คือ การเพาะเลี้ยงเชื้อ ซึ่งต้องใช้ผู้เชี่ยวชาญในการอ่านผลและใช้เวลานาน การศึกษานี้จึงมีวัตถุประสงค์ 

เพือ่พฒันาและตรวจสอบความถกูต้องของวธิ ีPCR สำ�หรบัตรวจหาเชือ้ L. pneumophila ทีร่วดเรว็ มคีวามจำ�เพาะสงู ไมต่อ้งใช้

ผูเ้ชีย่วชาญเฉพาะ และสามารถตรวจตวัอยา่งจำ�นวนมากได้  โดยใชย้นี macrophage infectivity potentiator (mip) เปน็ยีน 

เป้าหมาย เปรียบเทียบความสอดคล้องของผลที่ได้กับวิธีเพาะเลี้ยงเชื้อ ผลผลิตของวิธี PCR ที่พัฒนาได้มีขนาด 265 bp มีค่า 

limit of detection เท่ากับ 102 CFU/ml โดยไม่พบปฏิกิริยาข้ามกลุ่มกับ 100 ไอโซเลท ของเชื้อ Legionella และ 

เชื้อแบคทีเรียที่พบได้บ่อยในแหล่งน้ำ� 10 ชนิด จากการเปรียบเทียบประสิทธิภาพกับวิธีเพาะเลี้ยงเช้ือโดยใช้ตัวอย่างน้ำ� 

พบความสอดคล้องกันในระดับค่อนข้างดี (kappa = 0.81) และค่า negative predictive value ร้อยละ 100.00  

นอกจากนี้เมื่อใช้โคโลนีเชื้อแบคทีเรียที่สงสัยเป็นเชื้อ L. pneumophila ผลการเปรียบเทียบแสดงความสอดคล้องตรงกัน 

อย่างสมบูรณ์ (kappa = 1.00) แต่วิธี PCR ให้ผลการตรวจที่รวดเร็วกว่าวิธีเพาะเลี้ยงเชื้อถึง 8 เท่า ดังนั้นวิธี PCR 

ที่พัฒนาขึ้นจึงเหมาะที่จะใช้เป็นวิธีทางเลือกในการควบคุมและเฝ้าระวังการปนเปื้อนเชื้อในแหล่งน้ำ�ต่างๆ รวมถึงสามารถ

นำ�ไปใช้เป็นวิธีการตรวจยืนยันโคโลนีเชื้อแบคทีเรียท่ีสงสัยเป็นเชื้อ L. pneumophila นอกจากวิธีเพาะเลี้ยงเชื้อเดิมที่มีอยู่ 

เพื่อให้ได้ผลการตรวจวิเคราะห์ที่รวดเร็วขึ้น

คำ�สำ�คัญ: Polymerase chain reaction, Legionella pneumophila, โรคลีเจียนแนร์, ยีน mip, แหล่งน้ำ�
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บทนำ�

Legionella pneumophila เป็็นเชื้้�อแบคทีีเรีีย 

แกรมลบ รููปแท่่ง ที่่�มีีแฟลกเจลลา ขนาด 2-20 ไมครอน 

จัดัเป็็น waterborne pathogen ชนิิดหนึ่่�ง(1, 2)  ที่่�เป็็นสาเหตุุ 

หลัักของโรคลีีเจีียนแนร์์ (Legionnaire’s disease)(3) 

ซึ่่�งก่่อให้้เกิิดอาการปอดอัักเสบรุุนแรงเฉีียบพลััน และ

มีีผลกระทบรุุนแรงต่่ออุุตสาหกรรมการท่่องเที่่�ยวของ 

หลายประเทศทั่่�วโลก รวมทั้้�งประเทศไทย(4) เชื้้�อชนิิดนี้้� 

สามารถปนเปื้้�อนได้้ทั้้�งในแหลงน้้ำตามธรรมชาติิ เช่่น 

ห้้วย หนอง คลอง บึึง แม่่น้้ำ บ่่อน้้ำร้้อน เป็็นต้้น และ 

แหลงน้้ำที่่�มนุุษยสรางขึ้้�น เช่่น สระว่่ายน้้ำ น้้ำพุุประดัับ 

น้้ำก๊๊อก หอผึ่่�งเย็็น ถัังเก็็บน้้ำ ถัังน้้ำร้้อน เป็็นต้้น(5) เชื้้�อ 

L. pneumophila สามารถแพร่่กระจายเข้้าสู่่�คนได้้โดย

ผ่่านทางการสููดดมเอาละอองน้้ำที่่�ปนเปื้้�อนเชื้้�อเข้้าไป(6) 

ดัังนั้้�นโรคลีีเจีียนแนร์์จึึงสามารถเกิิดขึ้้�นได้้ตลอดทั้้�งปีี 

และไม่่มีีการติิดต่่อจากคนสู่่�คน(7) แต่่อาจเกิิดขึ้้�นได้้ใน 

ผู้้�ป่ว่ยจำนวนน้้อยมาก(8) โดยเฉพาะผู้้�สูงอายุุ เด็ก็ ผู้้�ที่่�มีโีรค

ประจำตััว หรืือผู้้�ที่่�มีระบบภููมิิคุ้้�มกันับกพร่่อง มีคีวามเสี่่�ยง

ต่่อการติิดเชื้้�อได้้ง่่ายกว่่าคนทั่่�วไป(6) สำหรัับประเทศไทย

มีีรายงานพบผู้้�ติิดเชื้้�อครั้้�งแรกตั้้�งแต่่ปีี พ.ศ. 2527(9) 

ซึ่่�งรายงานส่่วนใหญ่่เป็็นรายงานจากทางต่่างประเทศ 

ที่่�พบนัักท่่องเที่่�ยวติิดเชื้้�อภายหลัังกลัับจากการท่่องเที่่�ยว

ในประเทศไทย(10) โดยรายงานผ่่านทางกระทรวงการ 

ต่่างประเทศมายัังกระทรวงสาธารณสุุขของประเทศไทย 

นำไปสู่่�การสอบสวนโรคและมาตรการการควบคุุมโรค 

เพื่่�อกำจััดเชื้้�อจากแหล่่งน้้ำที่่�ได้้รัับการระบุุเป็็นที่่�มาของ

การติิดเชื้้�อ(4) ประมาณร้้อยละ 10 ของผู้้�ติิดเชื้้�อเสีียชีีวิิต

ด้้วยโรคแทรกซ้้อน และประมาณร้้อยละ 40-80 ของ 

ผู้้�ติดิเชื้้�อป่่วยจนเสีียชีวิีิต ซึ่่�งความรุนุแรงของอาการขึ้้�นกัับ 

ความไวในการได้้รัับเชื้้�อของแต่่ละบุุคคล(11) ดัังนั้้�นเพื่่�อ

เป็็นการป้อ้งกันัการเกิดิโรคและลดความเสียีหายทางธุรุกิจิ

การท่่องเที่่�ยว รวมถึึงภาพลัักษณ์์ของประเทศ หน่่วยงาน

ทั้้�งภาครััฐและเอกชนจึึงควรเฝ้้าระวัังโรคนี้้�ด้้วยการตรวจ

หาการปนเปื้้�อนของเชื้้�อในแหล่่งน้้ำต่่างๆ โดยเฉพาะ 

อย่่างยิ่่�งในพื้้�นที่่�ท่่องเที่่�ยวที่่�สำคััญของประเทศ

ปัั จจุุ บัั นวิิ ธีี ก า รตรวจหาการปนเปื้้� อน เชื้้� อ

L. pneumophila ในแหล่่งน้้ำที่่�เป็็นวิิธีีมาตรฐาน 

(gold standard) คืือ วิิธีีการเพาะเลี้้�ยงเชื้้�อ ซึ่่�งต้้องใช้้ 

ผู้้�เชี่่�ยวชาญเฉพาะในการอ่า่นผล ใช้อ้าหารเลี้้�ยงเชื้้�อจำเพาะ 

ที่่�มีรีาคาแพง และใช้เ้วลานาน 10 วันั ในการดำเนินิการ(12) 

ดัังนั้้�นผู้้�วิิจััยจึึงมีีวััตถุุประสงค์์เพื่่�อพััฒนาและตรวจสอบ

ความถููกต้้องของวิิธีีที่่�มีความรวดเร็็ว มีีความจำเพาะสููง 

ไม่่ต้้องใช้้ผู้้�เชี่่�ยวชาญเฉพาะในการอ่่านผล และรองรัับ

ปริิมาณตััวอย่่างจำนวนมาก โดยใช้้เทคนิิคทางอณููชีีว-

โมเลกุุลด้้วยวิิธีี polymerase chain reaction (PCR) 

ซึ่่�งถููกนำมาใช้้ในการตรวจหาเชื้้�อแบคทีีเรีียและไวรััส 

ในตััวอย่่างทางสิ่่�งแวดล้้อมหลายชนิิด เช่่น Escherichia 

coli(13), Shigella sonnei(14), enteroviruses และ  

adenoviruses(15) เป็น็ต้้น เพื่่�อตรวจหายีีน macrophage 

infectivity potentiator (mip) ซึ่่�งเป็็น major 

virulence factor ที่่�มีีความสำคััญต่่อการอยู่่�รอดและ

เพิ่่�มจำนวนภายในเซลล์์ของเชื้้�อ L. pneumophila ใน

ตััวอย่่างน้้ำทางสิ่่�งแวดล้้อม(16-18) เปรีียบเทีียบความ

สอดคล้้องกัับวิิธีีการเพาะเลี้้�ยงเชื้้�อ เพื่่�อเป็็นข้้อมููลความ 

น่า่เชื่่�อถืือสำหรัับนำไปใช้้เฝ้้าระวัังและป้้องกัันการปนเปื้้�อน 

ของเชื้้�อในแหล่่งน้้ำต่่างๆ ต่่อไป

วัสดุและวิธีการ

เชื้้�อแบคทีีเรีียมาตรฐาน

เชื้้�อ L. pneumophila ATCC 33152 ถููกนำมา

ใช้้เป็็นตััวควบคุุมผลบวก และเชื้้�อแบคทีีเรีีย จำนวน 10 

ชนิิด ตามรายงานของ Collins S และคณะ ปีี 2015(17) 

ประกอบด้้วย Staphylococcus epidermidis ATCC 

12228, Enterobacter aerogenes ATCC 13048, 

Burkholderia cepacia DMST 15507, Bacillus 

subtilis ATCC 15896, Klebsiella oxytoca DMST 

16071, Listeria monocytogenes DMST 17303, 

Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus 

aureus ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa 

ATCC 27853, และ Enterococcus faecalis ATCC 

29212 ถููกใช้้สำหรัับทดสอบความจำเพาะของวิิธีี โดย

เชื้้�อแบคทีีเรีียจะถููกเพาะเลี้้�ยงบนอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อชนิิด 

nutrient agar (NA) บ่่มที่่�อุุณหภููมิิ 37 องศาเซลเซีียส 

เป็็นเวลา 18–24 ชั่่�วโมง 

นอกจากนี้้�เชื้้�อ Legionella ที่่�แยกได้้ จากตััวอย่่าง

น้้ำทางสิ่่�งแวดล้้อม โดยวิิธีีการเพาะเลี้้�ยงเชื้้�อ(19) และ

จำแนกชนิิดสายพัันธุ์์�เชื้้�อด้้วยวิิธีี latex agglutination 

test (Oxoid, Hampshire, UK) จำนวน 100 ไอโซเลท 
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ประกอบด้้วย L. pneumophila serogroup 1 จำนวน 

25 ไอโซเลท, L. pneumophila serogroups 2–14 

จำนวน 50 ไอโซเลท และ Legionella species 

จำนวน 25 ไอโซเลท เก็็บรวบรวมโดยศููนย์์วิิทยาศาสตร์์ 

การแพทย์์ที่่� 11/1 ภูเูก็ต็ ในปีี 2562 โดยการเก็็บรักัษาเชื้้�อ

ไว้้ในกลีีเซอรอล ความเข้้มข้้นร้้อยละ 15 ที่่�อุุณหภููมิิ -70 

องศาเซลเซีียส ถููกใช้้สำหรัับทดสอบยืืนยัันความจำเพาะ

ของวิิธีี PCR ที่่�พััฒนาขึ้้�น โดยเชื้้�อ Legionella จะถููก

เพาะเลี้้�ยงบนอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อชนิิด buffered charcoal 

yeast extract agar (BCYE) บ่่มที่่�อุุณหภููมิิ 35 องศา

เซลเซีียส เป็็นเวลา 48-72 ชั่่�วโมง ก่่อนนำมาใช้้

ตััวอย่่างไอโซเลทของเชื้้�อที่่�สงสััย Legionella และ

ตััวอย่่างน้้ำทางสิ่่�งแวดล้้อม 

ตััวอย่่างไอโซเลทของเชื้้�อที่่�สงสััยเป็็นเชื้้�อ Legio-

nella ซึ่่�งมีีลัักษณะกลม นููน ขอบเรีียบ สีีขาว ตรงกลางมีี

ลัักษณะคล้้าย cut-glass ที่่�เพาะเลี้้�ยงได้้จากตััวอย่่างน้้ำ

ทางสิ่่�งแวดล้อ้ม ระหว่า่งเดือืนตุลุาคม-พฤศจิกิายน 2562 

โดยศููนย์์วิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ที่่� 11/1 ภููเก็็ต จำนวน 

385 ไอโซเลท

ตััวอย่่างน้้ำทางสิ่่�งแวดล้้อมที่่�สงสััยมีีการปนเปื้้�อน

เชื้้�อ Legionella ทั้้�งแหลงน้้ำตามธรรมชาติิและแหลงน้้ำ 

ที่่�มนุุษยสรางขึ้้�น เช่่น ห้้วย หนอง คลอง บึึง แม่่น้้ำ 

บ่่อน้้ำร้้อน น้้ำพุุร้้อน สระว่่ายน้้ำ น้้ำพุุประดัับ น้้ำก๊๊อก 

น้้ำทิ้้�งถาดแอร์์ หอผึ่่�งเย็็น ถัังเก็็บน้้ำ ถัังน้้ำร้้อน เป็็นต้้น 

ซึ่่�งส่่งตรวจ ณ ศููนย์์วิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ที่่� 11/1 ภููเก็็ต 

ในเดืือนมกราคม 2563 จำนวน 161 ตััวอย่่าง 

การสกััด DNA 

ตััวอย่่างไอโซเลทของเชื้้�อที่่�สงสััย ขนาด 2-3 

มิิลลิิเมตร ถููกละลายลงในน้้ำกลั่่�นปราศจากเชื้้�อ ปริิมาตร 

100 ไมโครลิิตร การสกััด DNA ทำโดยการต้้ม(20) ที่่�

อุณุหภูมูิ ิ100 องศาเซลเซียีส เป็น็เวลา 15 นาที ีแล้ว้ทำให้้

เย็็นทัันทีีในน้้ำแข็็ง หลัังจากนั้้�นนำตััวอย่่างไปปั่่�นเหวี่่�ยงที่่�

ความเร็็วรอบ 13,000 rpm เป็็นเวลา 5 นาทีี อุุณหภููมิิ 

4 องศาเซลเซีียส (Eppendorf, Germany) เก็็บตััวอย่่าง 

DNA ที่่�ได้้ ที่่�อุุณหภููมิิ -20 องศาเซลเซีียส

สำหรัับตััวอย่่างน้้ำทางสิ่่�งแวดล้้อมที่่�สงสััยมีีการ 

ปนเปื้้�อนเชื้้�อ Legionella ให้เ้ตรียีมตัวัอย่า่งก่อ่นการตรวจ

วิิเคราะห์์ตามคำแนะนำขั้้�นตอนการตรวจวิิเคราะห์์เชื้้�อ 

ลีีจิิโอเนลลาของ Centers for Disease Control and 

Prevention (CDC) ปีี 2005(19) โดยใช้้แผ่่นกรองชนิิด 

polycarbonate ขนาดรููพรุุน 0.2 ไมโครเมตร (Fisher 

Scientific, USA) จากนั้้�นนำตััวอย่่างที่่�เตรีียมได้้ 

มาสกัดั DNA โดยใช้ชุุ้ดสกัดั NucleoSpin® Tissue kit 

(Macherey-Nagel, Germany) ทำตามขั้้�นตอนต่่างๆ 

ตามที่่�ระบุุในชุุดสกััด และ DNA ที่่�สกััดได้้เก็็บที่่�อุุณหภููมิิ 

-20 องศาเซลเซีียส 

การตรวจหาสารพัันธุุกรรมเช้ื้�อ L. pneumophila 

ด้้วยวิิธีี PCR

วิิธีี PCR ถููกนำมาใช้้ตรวจหาสารพัันธุุกรรม

ของเชื้้�อ L. pneumophila ในส่่วนยีีน macrophage  

infectivity potentiator (mip) ความยาว 265 bp 

โดยชุุดไพรเมอร์์ถููกออกแบบจากข้้อมููล GenBank 

accession number S42595(21) ชุุดไพรเมอร์์ ดััง

แสดงในตารางที่่� 1 PCR product ที่่�ได้้ถููกตรวจสอบ

ความจำเพาะโดยใช้้โปรแกรม basic local alignment 

search tool (BLAST) และประเมิินรููปแบบความ

จำเพาะการตััด PCR product โดยใช้้เอนไซม์์ EcoRI 

(Thermo Scientific, Waltham, MA) ซึ่่�งเลืือกจาก

ผลการวิิเคราะห์์ด้้วยโปรแกรม NEBcutter (ไม่่ได้้

แสดงข้้อมููล) ตรวจสอบผลผลิิต PCR ที่่�ตััดได้้ด้้วยวิิธีี 

gel electrophoresis

สำหรัับส่่วนประกอบและสภาวะของปฏิิกิิริิยา

ทั้้�งหมดถููกปรัับให้้มีีสภาวะที่่�เหมาะสม ปริิมาตร 25 

ไมโครลิิตร ประกอบด้้วย 1X reaction buffer, 2.5 mM 

MgCl
2
 (New England Biolabs, USA), 0.2 mM 

dNTP mix (Thermo Scientific, USA), 0.2 µM 

forward primer และ reverse primer (Pacific  

Science, Thailand), 0.625 U Taq DNA polymerase 

(New England Biolabs, USA) เติมิ nuclease-free 

water ให้้ครบปริิมาตร 24 ไมโครลิิตร หลัังจากนั้้�นเติิม

ตััวอย่่าง DNA 1 ไมโครลิิตร นำหลอดทดลองบรรจุุ

ส่่วนประกอบปฏิิกิิริิยาทั้้�งหมดเข้้าเครื่่�องเพิ่่�มปริิมาณ 

สารพัันธุุกรรม T100Tm  (Bio-Red, โดยใช้้สภาวะของ 

ปฏิิกิิริิยาดัังนี้้� initial denaturation ที่่� 95°C 2 นาทีี 

และ 30 รอบ ของ denaturation ที่่� 95°C 30 วิินาทีี, 

USA) annealing ที่่� 57°C 30 วิินาทีี และ extension 

ที่่� 68°C 30 วินิาที ีจากนั้้�นเข้า้สู่่� final extension ที่่� 68°C 
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5 นาทีี โดยใช้้ DNA ของเชื้้�อ L. pneumophila ATCC 

33152 เป็็นตััวควบคุุมผลบวก มีี PCR product ขนาด 

265 bp และ nuclease-free water เป็น็ตัวัควบคุุมผลลบ 

โดยผลผลิิตที่่�ได้้ถููกตรวจสอบด้้วย 2% agarose gel 

electrophoresis และย้้อมด้้วย ethidium bromide 

ไพรเมอร์์ ลำดัับเบส (5'   3')
ตำแหน่่ง
(bp)

PCR product
(bp)

Forward primer GCA TTG GTG CCG ATT TGG G 110-374 265

Reverse primer GGC AAT ACA ACA ACG CCT GG

ตารางที่่� 1  ชุุดไพรเมอร์์ที่่�ออกแบบได้้ สำหรัับตรวจหายีีน mip ของเชื้้�อ L. pneumophila

การหาปริิมาณสารพัันธุุกรรมที่่�น้้อยที่่�สุุดที่่�ตรวจพบ 

(limit of detection) และความจำเพาะ (speci-

ficity) 

ปริิมาณสารพัันธุุกรรมที่่�น้อยที่่�สุดที่่�สามารถตรวจ

พบของวิิธีี PCR ได้้รัับการตรวจสอบโดยใช้้ตััวอย่่างน้้ำ

ที่่�ปราศจากเชื้้�อ เติิมเชื้้�อ L. pneumophila ปริิมาณ 

1.5×108 เซลล์์/มิิลลิิลิิตร และทำการเจืือจางแบบ serial 

10-fold dilution ตั้้�งแต่่ 106  ถึึง 100 นำตััวอย่่างน้้ำ 

ที่่�เตรีียมได้้แต่่ละความเข้้มข้้นไปทำการทดสอบ 

สำหรัับความจำเพาะของการตรวจหาสาร

พัันธุุกรรมเชื้้�อ L. pneumophila ถููกตรวจสอบโดยใช้้

เชื้้�อแบคทีเีรีียสายพัันธุ์์�มาตรฐานอื่่�น จำนวน 10 ชนิิด ตาม

รายงานของ Collins S และคณะ ปีี 2015(17) และตรวจ

สอบยืืนยัันความจำเพาะเพิ่่�มเติิมโดยใช้้เชื้้�อ Legionella 

ที่่�แยกได้้จากวิิธีีการเพาะเลี้้�ยงเชื้้�อ จำนวน 100 ไอโซเลท 

การประเมิินประสิิทธิิภาพของวิิธีี PCR และความ

สอดคล้้องเปรีียบเทีียบกัับวิิธีีเพาะเลี้้�ยงเชื้้�อ 

วิิธีี PCR ได้้รัับการประเมิินประสิิทธิิภาพเปรีียบ

เทีียบกัับวิิธีีการเพาะเลี้้�ยงเชื้้�อ(19) (วิิธีีมาตรฐาน) โดยใช้้

โคโลนีีเชื้้�อแบคทีีเรีียที่่�สงสััยเป็็นเชื้้�อ Legionella จาก

ตััวอย่่างน้้ำทางสิ่่�งแวดล้้อม จำนวน 385 ไอโซเลท 

นอกจากนี้้�วิิธีี PCR ที่่�พััฒนาขึ้้�นยัังได้้รัับการ

ประเมิินโดยใช้้ตััวอย่่างน้้ำทางสิ่่�งแวดล้้อม ที่่�สงสััยมีีการ

ปนเปื้้�อนเชื้้�อ Legionella จำนวน 161 ตััวอย่่าง 

การคำนวณทางสถิิติิ

ผลของวิิธีี  PCR ที่่� ได้้จะได้้รัับการประเมิิน 

ความสอดคล้้องระหว่่างวิิธีี โดย kappa analysis และ

ประเมิินค่่า sensitivity, specificity, accuracy,   

positive predictive value และ negative 

predictive value โดยใช้้สููตรมาตรฐานตามผลของ 

วิิธีีการเพาะเลี้้�ยงเชื้้�อ

      

ผล

การประเมิินความจำเพาะของ PCR product 

ที่่�ได้้โดยการตััดด้้วยเอนไซม์์ตััดจำเพาะ PCR product 

ที่่�ได้้ถููกประเมิินผลความจำเพาะต่่อเอนไซม์์ตััดจำเพาะ 

ที่่�ได้้จากการวิิเคราะห์์ด้ว้ยโปรแกรม NEBcutter โดยนำ 

PCR product ที่่�ได้้จากการเพิ่่�มปริิมาณสารพัันธุุกรรม

ของยีีน mip ขนาด 265 bp ตััดด้้วยเอนไซม์์ EcoRI ผล

การประเมิินพบว่่า สามารถตััด PCR product ที่่�ได้้ออก

เป็็น 2 ส่่วน ประกอบด้้วย 177 และ 88 bp ซึ่่�งขนาดของ 

PCR product ที่่�ตััดได้้มีีขนาดตรงตามผลการวิิเคราะห์์ 

ดัังแสดงในภาพที่่� 1

การตรวจหาสารพัันธุุกรรมเช้ื้�อ L. pneumophila 

ด้้วยวิิธีี PCR

การตรวจหาสารพันัธุกุรรมเชื้้�อ L. pneumophila 

ด้้วยวิิธีี PCR ได้้รัับการจััดตั้้�งโดยใช้้ยีีน mip เป็็นยีีน 

เป้้าหมายในการตรวจหา ผลผลิิตของวิิธีีที่่�ได้้มีีขนาด 

265 bp ดัังแสดงในภาพที่่� 2
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ภาพที่่� 2	PCR product ของวิิธีีที่่�จััดตั้้�งได้้ สำหรัับการตรวจหาสารพัันธุุกรรมเชื้้�อ L. pneumophila โดย Lanes 

	 M = DNA marker, 1-5 = PCR product ของเชื้้�อ L. pneumophila เป็็นตััวควบคุุมผลบวกมีีขนาด 

	 265 bp, N = nuclease-free water เป็็นตััวควบคุุมผลลบ

ภาพที่่� 1	 PCR product ซึ่่�งตััดด้้วยใช้้เอนไซม์์ EcoRI โดย Lanes M: DNA marker, 1 = เชื้้�อ L. pneumophila  

	 ขนาด 265 bp, 2-4 = ผลผลิิตที่่�ตััดได้้ด้้วยใช้้เอนไซม์์ EcoRI มีีขนาด 177 และ 88 bp

ปริิมาณสารพัันธุุกรรมที่่�น้้อยที่่�สุุดที่่�สามารถตรวจพบ

ด้้วยวิิธีี PCR ที่่�จััดตั้้�งขึ้้�น

วิิธีี  PCR ได้้รัับการตรวจสอบปริิมาณสาร

พัันธุุกรรมที่่�น้อยที่่�สุดที่่�สามารถตรวจพบได้้ โดยใช้้

ตัวัอย่า่งน้ำ้ที่่�เติมิเชื้้�อ L. pneumophila ปริมิาณ 1.5×108 

เซลล์์/มิิลลิิลิิตร นำมาเจืือจาง 10 เท่่า ตั้้�งแต่่ 106 ถึึง 100 

ผลปรากฏความเข้้มข้้นต่่ำสุุดที่่�สามารถตรวจพบได้้ คืือ 

102 เซลล์์/มิิลลิิลิิตร ดัังแสดงในภาพที่่� 3

ความจำเพาะของวิิธีี PCR ที่่�จััดตั้้�งขึ้้�น

ความจำเพาะของวิิธีี PCR ที่่�จัดตั้้�งขึ้้�นถููกตรวจ

สอบโดยใช้้เชื้้�อแบคทีีเรีียชนิิดอื่่�นที่่�พบได้้บ่่อยในน้้ำจาก

สิ่่�งแวดล้้อม(17) จำนวน 10 ชนิิด  ผลพบยีีน mip จากสาร

พัันธุุกรรมของเชื้้�อ L. pneumophila เพีียงชนิิดเดีียว 

โดยไม่่พบยีีน mip ในสารพัันธุุกรรมของแบคทีีเรีียอื่่�น 

ที่่�นำมาทดสอบ ดัังแสดงในภาพที่่� 4
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ภาพที่่� 3	ปริิมาณสารพัันธุุกรรมที่่�น้อยที่่�สุดที่่�สามารถตรวจพบได้้ (limit of detection) ของวิิธีี PCR ที่่�จััดตั้้�งขึ้้�น 

	 โดย Lanes M = DNA marker, 1-7 = เชื้้�อ L. pneumophila ที่่�ปริมิาณ 106, 105, 104, 103, 102, 101 และ  

	 100 เซลล์์/มิิลลิิลิิตร ตามลำดัับ, N = nuclease-free water เป็็นตััวควบคุุมผลลบ

ภาพที่่� 4	ความจำเพาะของวิิธีี PCR ที่่�จััดตั้้�งขึ้้�น ประเมิินโดยใช้้เชื้้�อแบคทีีเรีียอื่่�น จำนวน 10 ชนิิด โดย Lanes M:  

	 DNA marker, 1 และ 7 = DNA เชื้้�อ Legionella pneumophila, 2-6 และ 8-12 = DNA เชื้้�อ Staphy- 

	 lococcus epidermidis, Enterobacter aerogenes, Burkholderia cepacia, Bacillus subtilis,  

	 Klebsiella oxytoca, Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Staphylococcus aureus,  

	 Pseudomonas aeruginosa และ Enterococcus faecalis ตามลำดัับ, N = nuclease-free water 

	 เป็็นตััวควบคุุมผลลบ
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นอกจากนี้้�ความจำเพาะของวิิธีี PCR ที่่�จัดตั้้�งได้้ 

ยัังได้้รัับการตรวจสอบยืืนยััน โดยใช้้เชื้้�อ Legionella ที่่�

แยกได้้เพิ่่�มเติิมอีีก จำนวน 100 ไอโซเลท ประกอบด้้วย 

L. pneumophila serogroup 1 (n = 25), L. pneu-

mophila serogroups 2–14 (n = 50) และ Legionella 

species (n = 25) ผลปรากฎพบยีีน mip เฉพาะเชื้้�อ  

L. pneumophila จำนวน 75 ไอโซเลท เท่่านั้้�น ดัังแสดง

ในตารางที่่� 2

ตารางที่่� 2	ความจำเพาะของวิิธีี PCR ที่่�จััดตั้้�งขึ้้�น ตรวจสอบยืืนยัันโดยใช้้เชื้้�อ Legionella ที่่�แยกได้้ด้้วยวิิธีีเพาะเลี้้�ยง 

	 เชื้้�อ จำนวน 100 ไอโซเลท 

วิธี PCR

ผลบวก ผลลบ

วิธีเพาะเลี้ยงเชื้อa, b

(มาตรฐาน)

ผลบวก 75 0

ผลลบ 0 25

ผลการประเมิินประสิิทธิิภาพวิิธีี PCR ที่่�จััดตั้้�งขึ้้�น 

เปรีียบเทีียบความสอดคล้้องกัับวิิธีีการเพาะเลี้้�ยงเชื้้�อ

วิิธีี PCR ที่่�จััดตั้้�งขึ้้�นถููกประเมิินเปรีียบเทีียบ

ความสอดคล้้องของผลกัับวิิธีีการเพาะเลี้้�ยงเชื้้�อ(19) 

(วิิธีีมาตรฐาน) โดยใช้้โคโลนีีเชื้้�อแบคทีีเรีียที่่�สงสััยเป็็น

เชื้้�อ Legionella จำนวน 385 ไอโซเลท ผลพบเชื้้�อ

L. pneumophila จำนวน 39 ไอโซเลท จากทั้้�งวิิธีี PCR 

และวิิธีเีพาะเลี้้�ยงเชื้้�อ ดังัแสดงในตารางที่่� 3 โดยสอดคล้อ้ง

ตรงกัันทั้้�งสองวิิธีี ด้้วยค่่า kappa เท่่ากัับ 1.00 และ 

มีีค่่า sensitivity, specificity, accuracy, positive 

predictive value และ negative predictive value 

ร้้อยละ 100.00

a	วิิธีีเพาะเลี้้�ยงเชื้้�อ; ผลบวก: latex agglutination test เป็็น L. pneumophila, ผลลบ: latex agglutination test เป็็น Legionella species
b	เชื้้�อ Legionella ที่่�แยกได้้ ประกอบด้้วย L. pneumophila serogroup 1 (n = 25), L. pneumophila serogroups 2–14 (n = 50) และ 

	 Legionella species (n = 25)

นอกจากนี้้�วิธีี PCR ยัังได้้รัับการประเมิินโดยใช้้

ตััวอย่่างน้้ำจากสิ่่�งแวดล้้อม ที่่�สงสััยมีีการปนเปื้้�อนเชื้้�อ 

Legionella จำนวน 161 ตััวอย่่าง ผลการตรวจหาด้้วย

วิิธีี PCR พบเชื้้�อ L. pneumophila จำนวน 17 ตััวอย่่าง 

ขณะที่่�วิธีีเพาะเลี้้�ยงเชื้้�อผลพบเชื้้�อ จำนวน 12 ตััวอย่่าง 

ดัังแสดงในตารางที่่� 4 สอดคล้้องตรงกัันด้้วยค่่า kappa 

เท่่ากัับ 0.81 มีีค่่า sensitivity ร้้อยละ 100.00, 

specificity ร้้อยละ 96.64, accuracy ร้้อยละ 96.89, 

positive predictive value ร้้อยละ 70.59 และ 

negative predictive value ร้้อยละ 100.00

ตารางที่่� 3	 ผลการเปรีียบเทีียบการตรวจหาเชื้้�อ L. pneumophila ด้้วยวิิธีี PCR และวิิธีีเพาะเลี้้�ยงเชื้้�อ โดยใช้้โคโลนีี 

	 เชื้้�อแบคทีีเรีียที่่�สงสััยเป็็นเชื้้�อ Legionella จากตััวอย่่างน้้ำทางสิ่่�งแวดล้้อม (n = 385)

วิิธีี PCR
Sensitivity 

(%)
Specificity 

(%)
Accuracy 

(%)
PPVc 
(%)

NPVd 
(%)

Kappa

ผลบวก ผลลบ

วิิธีีเพาะเลี้้�ยงเชื้้�อa, b ผลบวก 39 0 100 100 100 100 100 1.00

(มาตรฐาน) ผลลบ 0 346
a	 วิิธีีเพาะเลี้้�ยงเชื้้�อ; ผลบวก: latex agglutination test เป็็น L. pneumophila, ผลลบ: latex agglutination test เป็็น Legionella species หรืือผลลบ
b	 เชื้้�อ Legionella ที่่�แยกได้้ ประกอบด้้วย L. pneumophila serogroup 1 (n = 13), L. pneumophila serogroups 2–14 (n = 26) และ Legionella  
	 species (n = 11)
c	 PPV = positive predictive value
d	 NPV = negative predictive value
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วิจารณ์

จากผลการศึึกษาพบว่่าวิิธีี PCR ที่่�จััดตั้้�งขึ้้�น เพื่่�อ

ตรวจหาเชื้้�อ L. pneumophila โดยใช้้ยีีน mip เป็็น

ยีีนเป้้าหมายที่่�มีีรายงานความจำเพาะกัับเชื้้�อ L. pneu-

mophila ทั้้�งในตััวอย่่างทางสิ่่�งแวดล้้อมและตััวอย่่าง

ทางคลิินิิก(12,17,18,22-25) มาใช้้ออกแบบชุุดไพรเมอร์์ 

ในการศึึกษา ซึ่่�งผลผลิิตที่่�ออกแบบได้้มีีขนาด 265 bp ผล

การศึกึษาแสดงความจำเพาะโดยไม่พ่บปฏิกิิริิยิาข้า้มกลุ่่�ม 

(cross reaction) กัับเชื้้�อ Legionella สายพัันธุ์์�อื่่�น 

และแบคทีีเรียีชนิิดอื่่�นที่่�พบได้้บ่อ่ยในแหล่่งน้ำ้ สอดคล้้อง

กัับผลการทดสอบด้้วยวิิธีีการเพาะเลี้้�ยงเชื้้�อ และผลการ

วิิเคราะห์์โดยการเพิ่่�มปริิมาณกรดนิิวคลิิอิิกที่่�มีีรายงาน

ก่่อนหน้้า(17, 18, 23, 24-26) แต่่เมื่่�อเปรีียบเทีียบกัับวิิธีีการ

เพิ่่�มปริิมาณกรดนิิวคลิิอิิกในสภาพจริิง ซึ่่�งเป็็นเทคนิิคที่่�

นิิยมใช้้ในการตรวจตััวอย่่างน้้ำ(17,18) พบว่่าวิิธีีที่่�จัดตั้้�งขึ้้�น 

ยังัมีีความไวน้้อยกว่่าและมีีขั้้�นตอนที่่�ยุ่่�งยาก แต่่วิธิี ีPCR ที่่�

ได้น้ี้้�เป็น็วิธีิีที่่�ค่อนข้้างง่่าย ไม่่ต้อ้งการเครื่่�องมือืที่่�มีรีาคาสูงู 

หรืือผู้้� เชี่่�ยวชาญเฉพาะ ค่่า limit of detection 

เท่่ากัับ 102 CFU/ml ไม่่ต่่างจากวิิธีีเพาะเชื้้�อ และสููงกว่่า 

วิธิีกีารเพิ่่�มปริมิาณกรดนิวิคลิอิิกิในสภาพจริงิ (5 genome 

unit/reaction)(17) ข้้อดีี คืือ เหมาะกัับการนำมาใช้้งาน 

ในห้้องปฏิิบััติิการขนาดเล็็ก งบประมาณน้้อย และ 

ไม่่จำเป็็นต้้องมีีผู้้�เชี่่�ยวชาญเฉพาะในการดำเนิินงาน(22) 

อย่่างไรก็็ตามการศึึกษานี้้�มีีข้้อจำกััด เนื่่�องจากจำนวน

ชนิิดของเชื้้�อแบคทีีเรีียชนิิดอื่่�นที่่�พบได้้บ่่อยในแหล่่งน้้ำที่่�

นำมาทดสอบมีีจำนวนน้้อย และจากการตรวจสอบความ

ตารางที่่� 4	 ผลการเปรีียบเทีียบความสอดคล้้องการตรวจหาเชื้้�อ L. pneumophila ด้้วยวิิธีี PCR และวิิธีีเพาะเลี้้�ยง 

	 เชื้้�อ โดยใช้้ตััวอย่่างน้้ำจากสิ่่�งแวดล้้อมที่่�สงสััยมีีการปนเปื้้�อนเชื้้�อ Legionella (n = 161)

วิิธีี PCR
Sensitivity 

(%)
Specificity 

(%)
Accuracy 

(%)
PPVc 

(%)
NPVd 
(%)

Kappa

ผลบวก ผลลบ

วิิธีีเพาะเลี้้�ยงเชื้้�อa, b ผลบวก 12 0 100 96.64 96.89 70.59 100 0.81

(มาตรฐาน) ผลลบ 5 144

a	 วิิธีีเพาะเลี้้�ยงเชื้้�อ; ผลบวก: latex agglutination test เป็็น L. pneumophila, ผลลบ: latex agglutination test เป็็น Legionella species หรืือผลลบ
b	 เชื้้�อ Legionella ที่่�แยกได้้ ประกอบด้้วย L. pneumophila serogroup 1 (n = 4), L. pneumophila serogroups 2–14 (n = 8) และ Legionella species 
	 (n = 3)
c	 PPV = positive predictive value
d	 NP = negative predictive value

จำเพาะของผลผลิิตที่่�ได้้จากชุุดไพรเมอร์์ที่่�ออกแบบขึ้้�น 

เพื่่�อใช้้ในงานวิิจััยนี้้� พบว่่าให้้ผลผลิิตที่่�มีีรููปแบบความ

จำเพาะต่่อเอนไซม์์ตััดจำเพาะ EcoRI ถููกต้้องตรง

ตามผลการวิิเคราะห์์ด้้วยโปรแกรม NEBcutter 

ที่่�วิเิคราะห์์ไว้้ นอกจากนี้้�จากการเปรีียบเทีียบประสิิทธิิภาพ 

ของวิิ ธีี  PCR ที่่� ได้้กัับวิิ ธีี การ เพาะ เลี้้� ย ง เชื้้� อ (19)

(วิธิีมีาตรฐาน) โดยใช้ต้ัวัอย่า่งน้ำ้ที่่�สงสัยัการปนเปื้้�อนเชื้้�อ

พบว่่าให้้ความสอดคล้้องตรงกัันระหว่่าง 2 วิิธีี ในระดัับ

ค่อ่นข้า้งสมบููรณ์ ์(kappa = 0.81) โดยวิิธี ีPCR ที่่�จัดัตั้้�งขึ้้�น 

พบเชื้้�อ จำนวน 17 ตััวอย่่าง ขณะที่่�วิิธีีเพาะเลี้้�ยงเชื้้�อ 

พบเชื้้�อ จำนวน 12 ตััวอย่่าง ซึ่่�งอาจมีีสาเหตุุจากวิิธีี PCR 

สามารถตรวจจัับเชื้้�อ Legionella ทั้้�งที่่�มีีชีีวิิต (viable) 

ไม่ม่ีชีีีวิติ (non-viable) รวมถึงึเชื้้�อที่่�มีชีีีวิติแต่อ่ยู่่�ในระยะ

ที่่�ไม่ส่ามารถเพาะเลี้้�ยงได้้ (viable but nonculturable; 

VBNC)(27) นอกจากนี้้�วิธิี ีPCR ยังัมีคีวามไวในการตรวจ

จับัการปนเปื้้�อนของเชื้้�อ L. pneumophila ที่่�ปริิมาณเชื้้�อ

เพียีง 102 เซลล์/์มิลิลิลิิติร ด้ว้ยค่า่ negative predictive 

value เป็็นร้้อยละ 100 ซึ่่�งแสดงว่่าไม่่มีีผลของวิิธีี PCR 

เป็็นลบเมื่่�อวิิธีีการเพาะเลี้้�ยงเชื้้�อเป็็นบวก ดัังนั้้�นวิิธีี PCR 

ที่่�ได้้จึึงเหมาะที่่�จะนำมาใช้้ในระบบการเฝ้้าระวัังแหล่่งน้้ำ

ที่่�สงสััยมีีการปนเปื้้�อนของเชื้้�อ L. pneumophila เพื่่�อ 

การดำเนิินการป้้องกัันก่่อนเกิิดการแพร่่กระจายของเชื้้�อ 

หรืือใช้้เป็็นวิิธีีการยืืนยัันโคโลนีีเชื้้�อแบคทีีเรีีย เนื่่�องจาก

การแยกโคโลนีเีชื้้�อยังัเป็น็วิธิีกีารที่่�จำเป็น็สำหรับัการตรวจ 

หาเชื้้�อแบคทีีเรีียที่่�มีีชีีวิิต โดยจากการใช้้โคโลนีีเชื้้�อ

แบคทีีเรีียที่่�สงสััยเป็็นเชื้้�อ Legionella ซึ่่�งมีีลัักษณะ 
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กลม นููน ขอบเรีียบ และ cut-glass like มาตรวจ

วิิเคราะห์์เปรีียบเทีียบกัันระหว่่างวิิธีี PCR ที่่�ได้้กัับวิิธีี

การเพาะเลี้้�ยงเชื้้�อ(19) ผลของการตรวจวิิเคราะห์์แสดงค่่า 

kappa เท่่ากับั 1.00 ซึ่่�งบ่ง่ชี้้�ความสอดคล้้องตรงกัันอย่า่ง

สมบููรณ์์ของทั้้�งสองวิิธีี แต่่วิิธีี PCR ให้้ผลที่่�รวดเร็็วกว่่า

วิิธีีการเพาะเลี้้�ยงเชื้้�อถึึง 8 เท่่า (3 ชั่่�วโมง vs 24 ชั่่�วโมง) 

จึึงสามารถที่่�จะนำมาใช้้เป็็นวิิธีีทางเลืือกเพื่่�อตรวจเชื้้�อ 

L. pneumophila อย่า่งไรก็็ตามควรมีกีารพััฒนาต่อ่เนื่่�อง 

ให้้ครอบคลุุมการตรวจหาเชื้้�อ Legionella spp. อื่่�นๆ 

ที่่�ก่่อโรคด้้วย

สรุป

วิิธีี PCR ที่่�จััดตั้้�งขึ้้�นเพื่่�อตรวจหาเชื้้�อ L. pneu-

mophila โดยใช้้ยีีน mip เป็็นยีีนเป้้าหมายในครั้้�งนี้้�  

มีคีวามไว ความจำเพาะสููง ไม่ต่้อ้งใช้เ้ครื่่�องมืือที่่�มีรีาคาสููง 

และผู้้�เชี่่�ยวชาญเฉพาะ รวมทั้้�งเป็็นวิิธีีที่่�สามารถรองรัับ

ปริิมาณตััวอย่่างจำนวนมากได้้ จึึงเหมาะที่่�จะนำมาใช้้เป็็น 

วิธิีทีางเลืือกในห้้องปฏิิบัตัิกิารขนาดเล็็ก งบประมาณน้้อย 

และไม่่จำเป็็นต้้องมีีผู้้�เชี่่�ยวชาญเฉพาะในการดำเนิินงาน 

เพื่่�อการควบคุุมและเฝ้้าระวัังการปนเปื้้�อนของเชื้้�อ 

L. pneumophila ในแหล่่งน้้ำต่่างๆ ทั้้�งแหล่่งน้้ำตาม

ธรรมชาติแิละแหล่ง่น้ำ้ที่่�มนุษุย์ส์ร้า้งขึ้้�น รวมทั้้�งสามารถนำ

ไปใช้้เป็็นวิิธีีการตรวจยืืนยัันโคโลนีีเชื้้�อแบคทีีเรีียที่่�สงสััย

เป็น็เชื้้�อ L. pneumophila แทนวิิธีกีารเพาะเลี้้�ยงเชื้้�อที่่�มีอยู่่� 

เพื่่�อให้้การตรวจวิิเคราะห์์เป็็นไปอย่่างรวดเร็็ว อย่่างไร

ก็็ตามวิิธีี PCR ที่่�จััดตั้้�งขึ้้�นในครั้้�งนี้้�ยัังมีีข้้อจำกััดที่่�ต้้องได้้

รับัการปรับัปรุงุในเรื่่�องของจำนวนชนิดิเชื้้�อแบคทีเีรียีอื่่�นที่่�

นำมาทดสอบ cross reaction เช่่น Salmonella typhi 

และ Salmonella enteritidis ถึงึแม้ ้L. pneumophila

จะเป็็นสาเหตุุหลัักที่่�ทำให้้เกิิดโรคลีีเจีียนแนร์์ แต่่การ

พััฒนาวิิธีีการตรวจให้้ครอบคลุุม genus และให้้ผลบวก 

เฉพาะเชื้้�อที่่�มีชีีวิิต ยัังคงจำเป็็นสำหรัับการเฝ้้าระวััง 

และป้้องกัันการเกิิดโรคอย่่างมีีประสิิทธิิภาพยิ่่�งขึ้้�น
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Validation of Polymerase Chain Reaction 
Method for the Detection of

Legionella pneumophila

ABSTRACT  Legionella pneumophila, the main cause of Legionnaires’ disease, is found in various 

water sources. The bacterium is spread to humans through the inhalation of contaminated aerosols. 

Surveillance of pathogens in water sources is therefore essential. The standard method for the detection 

of L. pneumophila is culture. This requires an expert to read the results, and it takes a long time. This 

study aimed to develop and validate a PCR method for rapid detection of L. pneumophila with high 

specificity but without the requirement for specialists. Many samples were tested using the macrophage 

infectivity potentiator (mip) gene as the target, and the results were compared with the culture method 

to measure consistency. The PCR product of the developed PCR method was 265 bp, with a limit of 

detection equal to 102 CFU/mL, without cross-reactivity with 100 isolates of Legionella and 10 common 

waterborne bacteria. Comparing the effectiveness with culture using water samples, the results showed 

a well-correlated agreement (kappa = 0.81) and a negative predictive value of 100%. In addition, when 

bacterial colonies suspected of being L. pneumophila were used, the comparison results indicated a perfect 

agreement (kappa = 1.00). However, the PCR method provided the results eight times faster than the 

culture method. Thus, the developed PCR method is suitable as an alternative method for the surveillance 

and the control of L. pneumophila contamination in water resources. It can also be used as a method for 

the confirmation of suspected L. pneumophila bacterial colonies in addition to the existing culture method 

for faster analysis results.

Keywords:	Polymerase chain reaction,  Legionella pneumophila, Legionaires’ disease, mip gene, 

	 Water sources
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