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บทที่ 1 
บทน า 

1.1 ทีม่าและความส าคัญ  
 เชื้อ Legionella spp. เป็นแบคทีเรียแกรมลบ รูปแท่ง (gram-negative rod) ไม่สร้างสปอร์ (non-
spore forming) ขนาด 2 - 20 ไมโครเมตร มีแฟลกเจลลา (flagella) ส าหรับช่วยให้เชื้อสามารถเคลื่อนไหวได้
รวดเร็ว(1) เป็นเชื้อแบคทีเรียที่เจริญยาก (fastidious bacteria) ไม่เจริญในอาหารเพาะเลี้ยงทั่วไป ต้องการ
กรดอะมิโน L-cysteine และธาตุเหล็กส าหรับการเจริญเติบโต เชื้อ Legionella spp. สามารถพบได้ทั่วไปใน
ธรรมชาติ เช่น ดินโคลน ทะเลสาบ ล าธาร และแหล่งน้ าที่มนุษย์สร้างขึ้นหรือที่ที่มีความชื้น เช่น น้ าหล่อเย็น 
(cooling water) ของระบบระบายความร้อนรวมที่มีตามอาคารขนาดใหญ่ต่างๆ เช่น โรงแรม โรงพยาบาล 
ตลอดจนเครื่องท าความร้อน ถังเก็บน้ า ระบบกระจายน้ า หัวฝักบัวอาบน้ า สระว่ายน้ า และน้ าพุประดับอาคาร
หรือสถานที่ต่างๆ เป็นต้น สามารถมีชีวิตอยู่ได้นานหลายเดือนในสิ่งแวดล้อมที่มีความชื้นสูง มีอุณหภูมิตั้งแต่ 
20 – 50 องศาเซลเซียสและแบ่งตัวในที่ที่มีสาหร่ายและอินทรียวัตถุ เชื้อจะอยู่ร่วมกับสิ่งมีชีวิตอ่ืนโดยเฉพาะ
โปรโตซัว (protozoa) โดยรวมกลุ่มกันเป็นไบโอฟิล์ม (biofilm) สะสมตามผิวสัมผัสต่างๆที่ไม่มีการดูแล
บ ารุงรักษาอย่างถูกต้อง นอกจากนี้ยังสามารถด ารงชีวิตและแบ่งตัวภายในเซลล์ของโปรโตซัวได้ จึงท าให้เชื้อ
ทนทานต่อสภาพแวดล้อมต่างๆ ที่ไม่เหมาะสม (2) เชื้อ Legionella spp. ท าให้เกิดโรคลีเจียนเนลโลสิส 
(Legionellosis) โดยสปีชีส์ที่ เป็นสาเหตุของโรคที่พบได้บ่อยที่สุด คือ Legionella pneumophila ซึ่งมี
อาการทางคลินิกได้ 2 ลักษณะ คือ หากมีภาวะปอดอักเสบ อาการรุนแรงและอัตราเสียชีวิตสูง เรียกว่า โรคลี
เจียนแนร์ (Legionnaires disease) หากไม่มีภาวะปอดอักเสบ อาการไม่รุนแรง เรียกว่า โรคไข้ปอนเตียก 
(Pontiac fever)(3) การระบาดของโรคไม่ได้เกิดจากการติดต่อจากคนสู่คน แต่เกิดจากการแพร่กระจายของ
เชื้อจากแหล่งน้ าสู่คน โดยเชื้อแพร่กระจายจากแหล่งน้ าไปกับละอองฝอยของน้ าและแพร่กระจายผ่านทาง
อากาศ เมื่อสูดหายใจรับเอาละอองน้ าที่ปนเปื้อนเชื้อเข้าสู่ร่างกายอาจก่อให้เกิดอาการของโรคได้ โดยกลุ่มคนที่
มีความเสี่ยงต่อการติดเชื้อหรือเกิดโรคนี้ ได้แก่ ผู้สูงอายุ  ผู้ที่ได้รับการปลูกถ่ายอวัยวะ ผู้ที่มีร่างกายอ่อนแอ
หรือก าลังอยู่ระหว่างการรักษาโรคบางชนิด เช่น มะเร็ง เบาหวาน ไต HIV เป็นต้น ผู้ที่ดื่มสุราหรือสูบบุหรี่จัด 
และผู้ที่ได้รับการรักษาด้วยยาบางชนิด รวมทั้งนักท่องเที่ยวที่ส่วนใหญ่เป็นชาวต่างชาติ (4) โรคลีเจียนแนร์ถือ
เป็นปัญหาของนักท่องเที่ยวต่างชาติ จากข้อมูลสถานการณ์โรคลีเจียนแนร์ในประเทศไทย ตั้งแต่ปี 2556-2565 
กองระบาดวิทยา กรมควบคุมโรค พบผู้ป่วยสะสม 131 ราย เสียชีวิต 1 รายในปี 2563 พบผู้ป่วยรายล่าสุดเมื่อ
ปี 2564 อายุเฉลี่ย 62 ปี (อายุต่ าสุด 23 ปี และอายุสูงสุด 85 ปี) ผู้ป่วยส่วนใหญ่เป็นเพศชายวัยกลางคนถึง
สูงอายุ และเป็นนักท่องเที่ยวชาวต่างชาติที่เดินทางเข้ามาท่องเที่ยวในประเทศไทย (5) และจากข้อมูลของ The 
European Legionnaires’ Disease Surveillance Network (ELDSNet) ซึ่งเป็นหน่วยงานเฝ้าระวังโรคลี
เจียนแนร์ในเขตเศรษฐกิจยุโรป  พบจ านวนผู้ป่วยโรคลีเจียนแนร์ที่ เกี่ยวข้องกับการเดินทาง (Travel-
associated Legionnaires’ Disease : TALD) โดยในปี 2564 พบผู้ป่วยจ านวน 895 ราย ซึ่งเพ่ิมขึ้นถึง 38 
% เมื่อเทียบกับปี 2563(6) การแพร่ระบาดของโรคลีเจียนแนร์ ส่งผลกระทบโดยตรงต่อธุรกิจการท่องเที่ยวของ
หลายประเทศทั่วโลก รวมทั้งประเทศไทย ซึ่งมีมูลค่าสูงในแต่ละปี ในทวีปยุโรปมีการจัดตั้งหน่วยงาน 
ELDSNet เพ่ือเฝ้าระวังโรคนี้จากการท่องเที่ยวโดยเฉพาะ ขณะที่ประเทศไทยโรคลีเจียนแนร์ยังไม่ได้เป็นโรคใน
ระบบเฝ้าระวัง ท าให้การเฝ้าระวังอาจไม่ทันต่อสถานการณ์ได้ 
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 กรมอนามัยในฐานะหน่วยงานภาครัฐ ซึ่งมีภารกิจในการส่งเสริมให้ประชาชนมีสุขภาพดี โดยมีการศึกษา 
วิเคราะห์ วิจัย พัฒนาและถ่ายทอดองค์ความรู้และเทคโนโลยีด้านการส่งเสริมสุขภาพ การจัดการปัจจัยเสี่ยง
ต่อสุขภาพ และการจัดการอนามัยสิ่งแวดล้อมที่เอ้ือต่อการมีสุขภาพดี รวมทั้งการประเมินผลกระทบต่อ
สุขภาพ เพ่ือมุ่งเน้นให้ประชาชนมีความรู้และทักษะในการดูแลตนเอง ครอบครัวและชุมชน รวมตลอดจนถึง
การสนับสนุนให้หน่วยงานส่วนภูมิภาค องค์กรปกครองส่วนท้องถิ่น และภาคีเครือข่ายทั้งภาครัฐ และ
ภาคเอกชน มีส่วนร่วมในการสร้างเสริมสุขภาพและจัดการอนามัยสิ่งแวดล้อมเพ่ือส่งเสริมให้คนไทยมีสุขภาพดี
โดยถ้วนหน้า ได้มีการออกประกาศกรมอนามัย พ.ศ.2544 เรื่อง ข้อปฏิบัติการควบคุมเชื้อลีจิโอเนลลาในหอผึ่ง
เย็นของอาคารในประเทศไทย เพ่ือก ากับ ควบคุมดูแล เฝ้าระวัง และสร้างความตระหนักในการป้องกันปัญหา
การแพร่ระบาดของโรคลีเจียนแนร์ และเป็นแนวทางส าหรับเจ้าหน้าที่ของรัฐ ผู้ประกอบการ และประชาชน
ทั่วไป ได้มีความรู้ ความเข้าใจในเรื่องโรคลีเจียนแนร์ รวมทั้งสามารถใช้เป็นแนวทางในการบ ารุงรักษาระบบน้ า
หรือแหล่งน้ าที่ใช้ภายในอาคารสถานประกอบการต่างๆ ได้ ซึ่งถือเป็นการลดอุบัติการณ์และความเสี่ยงต่อการ
ระบาดของโรคดังกล่าวในประเทศไทยได้ และยังเป็นการสร้างความเชื่อมั่นด้านความปลอดภัยให้แก่ประชาชน 
นักท่องเที่ยวทั้งภายในประเทศและต่างประเทศอีกด้วย  
 กองห้องปฏิบัติการสาธารณสุขกรมอนามัย มีภารกิจหลักในการตรวจวิเคราะห์และทดสอบคุณภาพน้ า
บริโภค/อุปโภค น้ าเสีย/น้ าทิ้งและน้ าประเภทอ่ืนๆ โดยการตรวจวิเคราะห์และทดสอบ ประกอบด้วยการตรวจ
วิเคราะห์ด้านเคมี-กายภาพ โลหะหนักและการทดสอบทางด้านจุลชีววิทยา ซึ่งรายการทดสอบทางจุลชีววิทยา 
ประกอบด้วย การทดสอบ coliforms, fecal coliforms, E. coli และเชื้อก่อโรคอ่ืนๆ รวมทั้ง Legionella 
spp. โดยปัจจุบันวิธีการตรวจหาการปนเปื้อนของเชื้อ Legionella spp. ใช้เป็นวิธีมาตรฐาน (Reference 
standard) คือ วิธีการเพาะเลี้ยงเชื้อ (Culture method) ซึ่งต้องใช้ความช านาญในการอ่านผลการทดสอบ ใช้
อาหารเลี้ยงเชื้อจ าเพาะและใช้เวลานานกว่า 15 วันในการด าเนินการ จากข้อจ ากัดของการทดสอบด้วยวิธีการ
เพาะเลี้ยงเชื้อดังกล่าวอาจท าให้การเฝ้าระวังการแพร่ระบาดของโรคลีเจียนแนร์ไม่ทันต่อสถานการณ์ได้ ดังนั้น
ผู้วิจัยจึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือพัฒนาวิธีในการตรวจหาเชื้อ Legionella spp. และตรวจสอบความถูกต้องของวิธี
ดังกล่าว เพ่ือให้ได้วิธีที่มีความรวดเร็วขึ้น มีความไว (Sensitivity) และมีความจ าเพาะสูง (Specificity) ส าหรับ
ใช้ทดสอบทางห้องปฏิบัติการ โดยวิธีที่ศึกษาในครั้งนี้  คือ วิธี Real-time polymerase chain reaction 
(Real-time PCR) ซึ่งถูกน ามาใช้ในการตรวจหาเชื้อแบคทีเรียและไวรัสในตัวอย่างทางสิ่งแวดล้อมหลายชนิด 
เช่น E.coli, Listeria monocytogenes, SARS-CoV-2, enteroviruses และ adenoviruses เป็นต้น โดย
เปรียบเทียบความสอดคล้องของวิธีที่พัฒนาขึ้นกับวิธีการเพาะเลี้ยงเชื้อ ซึ่งเป็นวิธีมาตรฐานเพ่ือเป็นข้อมูลความ
น่าเชื่อถือส าหรับน าวิธีไปใช้ในการเฝ้าระวังและป้องกันการปนเปื้อนของเชื้อ Legionella spp. ต่อไป 

1.2 วัตถุประสงค ์
 เพ่ือพัฒนาวิธีทดสอบส าหรับการตรวจหาเชื้อ Legionella spp. โดยวิธี Real time - polymerase 
chain reaction (Real-time PCR) และด าเนนิการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีที่พัฒนาขึ้น 

1.3 เป้าหมายและตัวชี้วัดความส าเร็จ 
ห้ องปฏิบั ติ การได้ วิธีทดสอบส าหรับการตรวจหาเชื้ อ  Legionella spp. โดยวิธี  Real time - 

polymerase chain reaction (Real-time PCR) ที่มีค่าความไว (Sensitivity) และค่าความถูกต้องสัมพัทธ์ 
(Relative trueness) มากกว่าร้อยละ 95 มีความจ าเพาะต่อเชื้อ Legionella spp. (Specificity) และ
สามารถให้ผลการทดสอบได้อย่างรวดเร็วภายใน 1 วัน ท าให้หน่วยงานที่เกี่ยวข้องทั้งภาครัฐและภาคเอกชน
สามารถน าผลการทดสอบไปใช้ในการเฝ้าระวังการระบาดของโรคลีเจียนแนร์ได้อย่างทันท่วงที 
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1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
การศึกษาในครั้งนี้เป็นการพัฒนาศักยภาพการทดสอบทางห้องปฏิบัติการของกองห้องปฏิบัติการ

สาธารณสุขกรมอนามัย ในการตรวจหาเชื้อ Legionella spp. โดยใช้วิธี Real time - polymerase chain 
reaction (Real-time PCR) ซึ่งเป็นวิธีที่มีความถูกต้อง (Relative trueness)  มีความไว (Sensitivity) และมี
ความจ าเพาะสูง (Specificity) และให้ผลการทดสอบที่รวดเร็วเมื่อเทียบกับวิธีมาตรฐานของห้องปฏิบัติการ คือ 
วิธีเพาะเลี้ยงเชื้อ (Culture method) ซึ่งในกรณีฉุกเฉินหรือในสถานการณ์การแพร่ระบาดของโรคลีเจียนแนร์ 
ผลการทดสอบที่ถูกต้องและรวดเร็วจะท าให้ผู้รับบริการ หน่วยงานที่เกี่ยวข้องทั้งภาครัฐและภาคเอกชน 
สามารถน าผลการทดสอบไปใช้ประโยชน์ในการเฝ้าระวังการระบาดของโรคได้อย่างทันท่วงที เพื่อคุ้มครองและ
ดูแลสุขภาพของประชาชนทุกกลุ่มวัย 

1.5 ค าศัพท์และนิยาม  
- ลีจิโอเนลลา (Legionella) เป็นชื่อจีนัสของแบคทีเรียซึ่งพบได้ในแหล่งน้ าธรรมชาติ และระบบน้ าที่

มนุษย์สร้างขึ้น  และอาจก่อโรคได้  โดยเฉพาะที่พบบ่อย คือ ลีจิ โอเนลลา นิวโมฟีลา (Legionella 
pneumophila) 

- โรคลีเจียนแนร์ (Legionnaires' disease) เป็นโรคติดเชื้ออย่างฉับพลันจากแบคทีเรียกลุ่ม            
ลีจิโอเนลลา สปีซีส์ ซึ่งส่วนใหญ่เกิดจากลีจิโอเนลลา นิวโมฟิลา มักเกิดในผู้ชายสูงอายุโดยเฉพาะผู้ที่สูบบุหรี่ 
หรือผู้ที่มีภูมิคุ้มกันบกพร่อง เนื่องจากเป็นโรคบางชนิดหรือการใช้สารเคมี ทั้งนี้ในระยะแรกจะมีอาการคล้าย
ไข้หวัดใหญ่ ได้แก่ มีไข้เล็กน้อย ปวดศีรษะ ปวดกล้ามเนื้อและข้อต่อหมดแรง อ่อนเพลีย และเบื่ออาหาร 
ต่อมาจะมีอาการคล้ายปอดอักเสบ ได้แก่ มีไข้สูง ไอแห้งๆ หรืออาจมีเสมหะ หายใจไม่สะดวก หนาวสั่นและ
เจ็บหน้าอก 

- การระบาดของโรค หมายถึง เหตุการณ์ที่มีผู้ป่วยมากผิดปกติ เช่น พบผู้ป่วยตั้งแต่ 2 รายขึ้นไปใน
ระยะเวลาอันสั้นหลังร่วมกิจกรรมกัน พบผู้ป่วยมากกว่าค่ามัธยฐาน 5 ปีย้อนหลังในพื้นที่และช่วงเวลาเดียวกัน 
หรือพบผู้ป่วยโรคที่ไม่เคยพบในพื้นที่นั้นมาก่อนเพียง 1 ราย 

- Culture method (วิธีเพาะเลี้ยงเชื้อ) เป็นกระบวนการเพ่ิมจ านวนจุลินทรีย์บนอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี
ความจ าเพาะต่อการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ชนิดนั้นๆ ในสภาพห้องปฏิบัติการที่มีการควบคุม การเพาะเลี้ยง
จุลินทรีย์สามารถใช้เพ่ือระบุชนิดหรือจ านวนของจุลินทรีย์ที่ต้องการศึกษาได้ 

- Real time - polymerase chain reaction (Real-time PCR) เป็ น เทคนิ คที่ ใช้ ในการเพ่ิ ม
จ านวนดีเอ็นเอที่ต้องการศึกษาอย่างจ าเพาะและสามารถติดตามวัดปริมาณการเพ่ิมจ านวนของดีเอ็นเอ
เป้าหมายได้ในทุกๆรอบของการเพ่ิมจ านวน ในขณะที่ปฏิกิริยาก าลังด าเนินอยู่ ตั้งแต่เริ่มต้นจนกระทั่งสิ้นสุด
ปฏิกิริยา (real-time detection) โดยใช้ดีเอ็นเอต้นแบบ (Primer) 1 คู่ ร่วมกับตัวตรวจจับ (probe) ที่ถูก
ออกแบบเป็นสายสั้นๆ ให้มีความจ าเพาะเจาะจงกับเชื้อเป้าหมายที่ต้องการตรวจ  ส าหรับ probe จะมีการติด
สี Fluorescence เทคนิคนี้อาศัยการตรวจวัดสัญญาณสารเรืองแสงที่ถูกปล่อยออกมา ปริมาณแสงที่วัดได้จะ
เป็นสัดส่วนโดยตรงกับปริมาณดีเอ็นเอท่ีเพ่ิมข้ึนจากปฏิกิริยาในแต่ละรอบ 
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1.6 กรอบแนวคิดงานวิจัย 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 

ปัญหาและสถานการณ์ของโรคลเีจียนแนร์ในปัจจุบัน 
รวมทั้งแนวทางการเฝ้าระวังการปนเปื้อนของเชื้อ Legionella spp. ในสิ่งแวดล้อม 

 

ผ่านเกณฑ์ยอมรับ    
การตรวจหาเชื้อ Legionella spp. ด้วยวิธ ี
Real-time PCR  ได้อย่างถูกต้อง ให้ผล
ทดสอบที่ไม่แตกต่างจากวิธีมาตรฐาน 

สามารถน าวิธีตรวจหาเชื้อ Legionella spp. 
ด้วยวิธี Real-time PCR ไปใช้งานภายใน

ห้องปฏิบัติการได ้
 

 

วิเคราะหป์ัญหา/ขีดจ ากดัของการตรวจหาเชื้อ Legionella spp. โดยวิธีเพาะเลี้ยงเช้ือ  
(Culture method) ตาม ISO 11731 : 2017 Water quality –Enumeration of Legionella 

ศึกษางานวิชาการและงานวิจัยต่างๆ ที่เกี่ยวข้องกับการตรวจหาเชื้อ Legionella spp.  
โดยวิธี Real-time PCR ออกแบบขั้นตอนการทดสอบและหาสภาวะที่เหมาะสม 

ศึกษาวิธีการตรวจสอบความใช้ไดข้องวิธีทดสอบทางจุลชีววิทยา (Validate Method) 
ตาม ISO 16140-2 : 2016  

 

ด าเนินการตรวจสอบความถูกต้องของวิธี (Validate Method) ตาม ISO 16140-2 : โดยการศึกษา
เปรียบเทยีบระหว่างวิธี Real-time PCR กับวิธีเพาะเลี้ยงเช้ือ (Culture method) 
1. การศึกษาความไว (Sensitivity study) 

- Sensitivity ของวิธีทางเลือก (SEalt ) และวิธีอ้างอิง (SEref )  
- Relative trueness (RT)   
- False positive ratio ของวิธีทางเลือก (FPR) 
-  Positive predictive value (PPV) และ Negative predictive value (NPV) 

2. การศึกษาค่า relative level of detection (RLOD) 
3. การศึกษาความจ าเพาะ (specificity)) 

ด าเนินการประเมินความสอดคล้องระหว่างวิธี โดยใช้สถิติ kappa analysis 
 

สรุปผลการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีที่พัฒนาขึ้น (Validate Method) 
และการประเมินความสอดคล้องระหว่างวิธี โดยสถติิ kappa analysis 

 

ไม่ผ่านเกณฑ์ยอมรับ 
วิเคราะหส์าเหตุ แก้ไข  

และท าการตรวจสอบซ้ า 
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บทที่ 2 
แนวคิด ทฤษฎี เอกสารและวรรณกรรมที่เกี่ยวข้อง 

 
ผู้วิจัยได้ศึกษาแนวคิด ทฤษฎี เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง ครอบคลุมหัวข้อ เอกสารงานวิชาการ

เพ่ือเป็นพื้นฐานส าหรับการศึกษา ดังต่อไปนี้ 
2.1 เชื้อลีจิโอเนลลา (Legionella spp.) กับการก่อโรคลีเจียนแนร์ (Legionnaires disease) 
2.2 การตรวจหาเชื้อ Legionella spp. โดยวิธีการเพาะเลี้ยงเชื้อ ตามมาตรฐาน ISO 11731 : 2017  
     Water quality – Enumeration of Legionella 
2.3 การตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื้อจุลินทรีย์ ด้วยวิธี Real time - Polymerase Chain  
     Reaction (Real-time PCR) 
2.4 มาตรฐานการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีทดสอบทางจุลชีววิทยา 
2.5 การประเมินความสอดคล้องของข้อมูลด้วยสถิติ kappa analysis 
2.6 งานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 
 

2.1 เชื้อลีจโิอเนลลา (Legionella spp.) กับการก่อโรคลีเจียนแนร์ (Legionnaires disease) 
2.1.1 ลักษณะและวงจรชีวิตของเชื้อลีจิโอเนลลา (Legionella spp.)  

Legionella spp. เป็นเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ รูปแท่ง (gram-negative rod) ไม่สร้างสปอร์ 
(non-spore forming) ขนาดกว้าง 0.3–0.9 ไมโครเมตร และยาว 2 ถึงมากกว่าหรือเท่ากับ 20 
ไมโครเมตร อาจมีรูปร่างได้มากกว่าหนึ่งแบบ บางครั้งเปลี่ยนรูปเป็นชนิดตัวยาว มีหางตรง เมื่ออยู่ใน
สภาพแวดล้อมที่อุดมสมบูรณ์จะเจริญเติบโตได้รวดเร็ว โครงสร้างของเยื่อหุ้มเซลล์มีสองชั้น มีขนเล็กโบก
สะบัดและมีแฟลกเจลลาหนึ่งอัน ช่วยให้เชื้อสามารถเคลื่อนไหวได้รวดเร็ว (1) 

 
ภาพที่ 1 เชื้อลีจิโอเนลลาจากการเพาะเชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อ BCYE with cysteine (A) 

และเชื้อลีจิโอเนลลาจากการย้อมสีแกรม (B) 
Legionella spp. เป็นเชื้อแบคทีเรียที่เจริญยาก (fastidious bacteria) ไม่เจริญในอาหารเลี้ยง

เชื้อทั่วไป ต้องการกรดอะมิโน L-cysteine และธาตุเหล็กส าหรับเจริญเติบโต ไม่สลายคาร์โบไฮเดรต 
(nonsaccharolytic) มี เอนไซม์ โปรติ เอส (protease) คาทาเลส (catalase) และเปอร์ออกซิ เดส 
(peroxidase) Legionella spp. ประกอบด้วย 60 สปีชีส์ และ 80 ซีโรกรุ๊ป (serogroup)  โดยสปีชีส์ที่
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เป็นสาเหตุของโรคลีเจียนแนร์ที่พบได้บ่อยที่สุด คือ L. pneumophila ซึ่งเป็นเชื้อที่มีความทนต่อคลอรีน
กว่าเชื้อกลุ่ม enteric bacteria โดยมีการศึกษาพบว่าที่ pH 7.6 ที่ 21 องศาเซลเซียส เมื่อใช้คลอรีน 0.1 
mg (free chlorine residual/liter) ต้องใช้เวลา 40 นาที จึงจะสามารถฆ่าเชื้อ L. pneumophila ได้
ร้อยละ 99 ขณะที่  Escherichia coli ใช้ เวลาน้อยกว่า 1 นาที  เชื้อ L. pneumophila เจริญได้ที่
อุณหภูมิ 20–50 องศาเซลเซียส และอยู่ในแหล่งน้ าทั่วไป ท าให้แพร่เชื้อได้ในชุมชนหรือแม้กระทั่งใน
สถานพยาบาล ส าหรับ เชื้ อ  Legionella สปี ชี ส์ อ่ืนที่ พบว่ าก่อ โรคได้  ได้ แก่  L. micdadei, L. 
bozemanii, L. dumoffii และ L. longbeachae(2) 

Legionella spp. สามารถพบได้ท่ัวไปในธรรมชาติ เช่น ดินโคลน ทะเลสาบ ล าธาร และแหล่งน้ า
ที่มนุษย์สร้างขึ้นหรือที่ที่มีความชื้น เช่น น้ าหล่อเย็น (cooling water) หัวฝักบัวอาบน้ า (shower) สระ
ว่ายน้ า เป็นต้น สามารถมีชีวิตอยู่ได้นานหลายเดือนในสิ่งแวดล้อมที่มีความชื้นสูง และแบ่งตัวในที่ที่มี
สาหร่ายและอินทรียวัตถุ เชื้อจะอยู่ร่วมกับสิ่งมีชีวิตอ่ืนโดยเฉพาะโปรโตซัว (protozoa) โดยรวมกลุ่มกัน
เป็นไบโอฟิล์ม (biofilm) นอกจากนี้เชื้อ Legionella สามารถด ารงชีวิตและแบ่งตัวภายในเซลล์ของโปร
โตซัวได้ จึงท าให้เชื้อทนทานต่อสภาพแวดล้อมต่างๆ ที่ไม่เหมาะสม(2) 

การติดเชื้อเกิดจากการหายใจเอาละอองอากาศหรือละอองน้ าที่มีเชื้อปนเปื้อนเข้าไป หรือส าลัก
เอาน้ าที่มีเชื้อปนเปื้อนเข้าไป เชื้อ L. pneumophila สามารถจับกับ complement receptor 1 (CR1) 
และ complement receptor 3 (CR3) ที่อยู่บนผิวของ phagocytic cells ท าให้ เข้า phagocytic 
cells ได้ อีกกลไกหนึ่งที่เชื้อสามารถเข้าไปใน phagocytic cells ได้เรียกว่า coiling phagocytosis เกิด
จาก phagocytic cells สร้าง pseudopod coil มาล้อมรอบเชื้อไว้ เชื้อสามารถยับยั้งการรวมตัวกัน
ของ phagosome และ lysosome ท าให้ไม่ถูกท าลายจากเอนไซม์ใน lysosome จากนั้นเชื้อออกมาอยู่
ใน cytoplasm แบ่งตัวเพ่ิมจ านวน และออกจากเซลล์โดยการท าให้เซลล์แตก สามารถไปติดเชื้อในเซลล์
อ่ืนๆ ต่อไป หลังจากร่างกายมีการติดเชื้อ L. pneumophila เชื้อแบ่งตัวเพ่ิมจ านวนได้ใน alveolar 
macrophage(7)  

 
วงจรชีวิตของเชื้อ Legionella spp. (8) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

ภาพที่ 2 วงจรชีวิตของเชื้อ Legionella spp. 
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เชื้อ Legionella spp. เป็นเชื้อก่อโรคที่จ าเป็นต้องอาศัยเซลล์ของสิ่งมีชีวิตอ่ืนๆ ในการเพ่ิม
จ านวน โดยมีวงจรชีวิตแสดงดังภาพที่ 2 ดังนี้ 

1) เชื้อจะเข้าไปอาศัยอยู่ในเซลล์ของสิ่งมีชีวิต ชั้นสูงกว่าแบคทีเรีย เช่น โปรโตซัวหรืออมีบา 
2) เชื้อจะสร้างพ้ืนที่ส าหรับการแบ่งเซลล์ภายในเซลล์ของโปรโตซัวหรืออมีบา เรียกว่า 

Legionella containing vacuole (LCV) ซึ่งล้อมรอบด้วยถุงที่อุดมไปด้วยโปรตีนและ
ไขมัน จากนั้นเชื้อจะเริ่มแบ่งเซลล์เพ่ิมจ านวน 

3) เมื่อเชื้อแบ่งเซลล์ได้จ านวนหนึ่งภายใน LCV จะเริ่มขาดสารอาหารส าหรับการแบ่งเซลล์ 
เชื้อที่อยู่ภายใน LCV จะเปลี่ยนรูปร่างและเริ่มมี flagella อยู่ในสถานะก่อให้เกิดโรคได้ 

4) เชื้อจะออกจากเซลล์ของโปรโตซัวหรืออมีบา และออกมาอยู่ในสิ่งแวดล้อม 
5) เชื้อที่อยู่ในสิ่งแวดล้อมจะเรียกว่า Free living Legionella 
6) เชื้อจากที่ 5 อาจเข้าสู่ขั้นที่ 6 คือ เจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อโดยเริ่มจากการแบ่งเซลล์เพ่ิม

จ านวน (Replicate) เมื่อแบ่งเซลล์จนอาหารเริ่มหมด เชื้อจะเข้าสู่การเปลี่ยนสถานะไป
เป็นเชื้อที่สามารถก่อให้เกิดโรคได้ 

7) เชื้อจากขั้นที่ 5 อาจจะไปเข้าสู่วงจรขั้นที่ 1 หรือขั้นที่ 7 คือเข้าไปเจริญในไบโอฟิล์มใน
เส้นท่อ 

2.1.2 การเกิดโรคลีเจียนแนร์ (Legionnaires disease) 
แหล่งรังโรค : โรคลีเจียนแนร์เป็นโรคติดเชื้อจากแบคทีเรียอย่างเฉียบพลันในทางเดินหายใจ

ส่วนล่าง สาเหตุเกิดจากเชื้อลีจิโอเนลลา (Legionella spp.) ซึ่งเชื้อดังกล่าวมักแยกได้จากระบบน้ าร้อน
โดยเฉพาะอย่างยิ่งอุปกรณ์ท่ีท าให้เกิดละอองน้ า เช่น Cooling Tower (ของเครื่องปรับอากาศแบบรวมที่
ใช้ในอาคารใหญ่ ๆ เช่น ในโรงแรมหรือโรงพยาบาล) น้ าพุเทียม เครื่องเพ่ิมความชื้นและถาดน้ าทิ้งของ
เครื่องเป่าลมเย็น เป็นต้น นอกจากนี้ยังสามารถแยกเชื้อได้จากน้ าประปาท่อร้อนและท่อเย็น อ่างน้ าร้อน 
บ่อ บึง และสระน้ า รวมถึงจากดินริมตลิ่งของแหล่งน้ าเหล่านี้ด้วย โดยเชื้อมีชีวิตได้เป็นเดือนในน้ าประปา
และน้ ากลั่น ในสภาวะที่เหมาะสมเชื้อจะเพ่ิมจ านวนอย่างรวดเร็วและฟุ้งกระจายสู่สิ่งแวดล้อม ท าให้เกิด
การติดเชื้อในผู้ที่มีภูมิคุ้มกันต่ าได้ (9) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 3 แหล่งรังโรคและการแพร่กระจายของเชื้อ Legionella spp. ในสิ่งแวดล้อม 
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การติดเชื้อลีจิโอเนลลาและลักษณะอาการของโรค : การติดต่อผ่านทางอากาศ (Airborne 
transmission) โดยการสูดหายใจเอาละอองน้ า (อนุภาคที่มีขนาดเล็กกว่า 5 ไมครอน) หรือผ่านทางการ
ส าลักน้ าที่มีเชื้อแบคทีเรียชนิดนี้เข้าปอด ซึ่งเป็นวิธีการติดต่อที่พบได้มากที่สุด ส่วนการแพร่เชื้อจากคน
ไปสู่คนยังไม่มีปรากฏ โดยผู้ที่ได้รับเชื้อดังกล่าวจะมีลักษณะอาการทางระบาดวิทยาเป็น 2 แบบ คือ ใน
กรณีที่รับเชื้อในปริมาณน้อยจะมีลักษณะอาการคล้ายไข้หวัดใหญ่ เรียก ไข้ปอนติแอก หรือปอนเตียก 
(Pontiac fever) และบางรายที่ได้รับเชื้อในปริมาณมาก อาการจะรุนแรงถึงขั้นโรคปอดอักเสบรุนแรง 
หรือเป็นโรคลีเจียนแนร์ (Legionnaires' Disease) ได ้ซึ่งมีลักษณะอาการและระยะฟักตัว ดังนี้ 
- Pontiac Fever (ไข้ปอนเตียก) เป็นโรคที่สามารถหายได้เอง โดยไม่ต้องรักษา ส่วนใหญ่จะตรวจพบ 
เมื่อมีการระบาด แต่ 95% พบว่าหายเองได้ ลักษณะอาการคล้ายไข้หวัดใหญ่ คือ มีอาการไข้ปวดศีรษะ 
ปวดเมื่อยตามตัว ปวดกล้ามเนื้อและข้อต่อ ไม่มีเรี่ยวแรง และเหนื่อยง่าย สูญเสียความสามารถในการรับ
รสชาติ โดยมีระยะฟักตัว 24 - 48 ชั่วโมง 
- Legionnaires' Disease (โรคปอดอักเสบชนิดรุนแรง) มีลักษณะอาการ คือ มีไข้สูงประมาณ 39 -41 
องศาเซลเซียส ไอแห้ง มีเสมหะ หายใจไม่สะดวก เจ็บปวดบริเวณทรวงอก ปอดมีการอักเสบเป็นปื้นหรือ
จุดขาว ถ้าเป็นมากอาจพบลุกลามได้ในปอดทั้งสองข้าง การป่วยค่อนข้างรุนแรงและอาจจะท าให้การ
หายใจล้มเหลว อัตราการเสียชีวิต 15-20% โดยโรคลีเจียนแนร์จะมีช่วงเวลาฟักตัวของเชื้อประมาณ 2 - 
10 วัน โดยผู้ที่ได้รับเชื้อลีจิโอเนลลาเข้าสู่ร่างกาย จะยังไม่แสดงอาการในระยะแรก ๆ จนกว่าจะล่วงเลย 
2 - 10 วันไปแล้ว ซึ่งผู้ป่วยมีโอกาสเสียชีวิตประมาณ 15-20% (9) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 4 ช่องทางการรับเชื้อลีจิโอเนลลาเข้าสู่ร่างกาย 
 

บุคคลที่เป็นกลุ่มเสี่ยงต่อโรคลีเจียนแนร์ ได้แก่ กลุ่มผู้สูงอายุตั้งแต่ 50 ปี ขึ้นไป กลุ่มผู้สูบบุหรี่
กลุ่มบุคคลที่มีภาวะภูมิคุ้มกันต่ า หรือเป็นโรคต่าง ๆ เช่น มะเร็ง โรคปอด โรคเบาหวาน โรคติดเชื้อต่างๆ 
โรคเอช ไอ วี (HIV) ผู้ที่อยู่ระหว่างการปลูกถ่ายเนื้อเยื่อ (ไต หัวใจ) กลุ่มที่มีการดื่มสุราหรือเครื่องดื่มที่มี
แอลกอฮอล์ (9) 

ปัจจัยที่มีผลต่อการแพร่ระบาดของโรคลีเจียนแนร์  ได้แก่ ลักษณะและจ านวนของเชื้อใน
ปริมาณที่มากพอ ความทนได้ของแต่ละบุคคล (susceptibility host) ระบบการจัดการคุณภาพ
สิ่งแวดล้อมของโรงแรมไม่เพียงพอ สภาพแวดล้อมที่เหมาะสมกับการเพ่ิมจ านวนของแบคทีเรีย เช่น 
อุณหภูมิ (20 – 50 องศาเซลเซียส) ค่า pH ของน้ า (5.0 – 8.0) ปริมาณแหล่งอาหารของเชื้อ เช่น 
ตะกอนดิน โปรโตซัว สาหร่าย เป็นต้น (9) 
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การวินิจฉัยโรค อาศัยการแยกเชื้อก่อโรคจากเนื้อเยื่อหรือน้ ามูก น้ าลาย โดยใช้อาหารเลี้ยงเชื้อที่
จ าเพาะต่อเชื้อชนิดนี้  (BCYE with cysteine), การตรวจหาเชื้อ Legionella pneumophila จาก
ปัสสาวะ หรือโดยการตรวจพบ immunofluorescent antibody titer ขึ้นสูงมากหรือมากกว่า 4 เท่า 
โดยเทียบกับผลน้ าเหลืองที่เจาะครั้งแรกกับอีกครั้งห่างกัน 3-6 สัปดาห์ วิธีที่ใช้ในการตรวจหาแอนติเจน
ในปัสสาวะและการตรวจหาแอนติบอดีส่วนใหญ่จะให้ผลต่อ L. pneumophila ดังนั้นโรคที่เกิดจาก 
species อ่ืนจะตรวจไม่พบ จึงควรเน้นความส าคัญไปที่การเพาะเชื้อจากสารคัดหลั่งในระบบทางเดิน
หายใจหรือส่วนอ่ืนๆ ที่เกี่ยวข้อง แต่ความไวและความจ าเพาะของผลที่ได้ จะมีค่าความแปรปรวนสูง
ขึ้นกับประสบการณ์ของเจ้าหน้าที่ในห้องปฏิบัติการ ส่วนการวินิจฉัยไข้ปอนเตียกมักจะใช้วิธีย้อมสี 
Direct immune fluorescent antibody stain จากเนื้อเยื่อที่อาการมีความสอดคล้องกับกลุ่มโรคทาง
ระบาดวิทยา การทดสอบแอนติเจนจากปัสสาวะและเซรุ่มสามารถใช้ยืนยันผลการวินิจฉัยได้ แต่ความ
แม่นย าของการวินิจฉัยจะต่ ากว่า(10) 

การรักษา ไข้ปอนเตียกไม่จ าเป็นต้องรักษาด้วยยาปฏิชีวนะ สามารถหายเองได้ ส าหรับค าแนะน า
ในการรักษาโรคลีเจียนแนร์ คือ ใช้ยาที่ใช้รักษาโรคติดเชื้อในระบบทางเดินหายใจในกลุ่มฟลูโอโรควิโน
โลน (Fluoroquinolones) เช่น ยาลีโวฟลอกซาซิน (Levofloxacine) หรือยาแมคโครไลด์ (Macrolide) 
ชนิดใหม่ ยาอะซิโทรมัยซิน (Azithromycin) การศึกษาจากการสังเกตชี้ให้เห็นว่ายาลีโว ฟลอกซาซิน 
(Levofloxacine) อาจจะมีผลข้างเคียงมากกว่ายาแมคโครไลด์ (Macrolide) โดยเฉพาะอย่างยิ่งกับผู้ป่วย
ที่มีอาการรุนแรง ยาไรแฟมปิซิน (Rifampicin) ถูกน ามาใช้ร่วมด้วยในผู้ป่วยที่การรักษาล้มเหลว แต่
ข้อมูลที่ใกล้เคียงข้อสนับสนุนนี้ยังมีไม่เพียงพอ แต่ยาในกลุ่มเพนิซิลลิน (Penicillin), ยาเซฟาโลสปอริน 
(Cephalosporins) และยาอะมิโนกลัยโคไซด์ (Aminoglycosides) จะใช้รักษาไม่ได้ผล(10) 

มาตรการป้องกันโรค แหล่งน้ าที่มนุษย์สร้างเป็นแหล่งแพร่โรคปฐมภูมิของโรคลีเจียนแนร์ ดังนั้น
จ าเป็นที่จะต้องหลีกเลี่ยงสภาวะที่ส่งเสริมการเจริญเติบโตของเชื้อ Legionella โดยเมื่อไม่ได้ใช้งานหอ
หล่อเย็น ต้องเปิดน้ าทิ้งให้แห้ง และท าความสะอาดล้างคราบไคลและตะกอนเติม Biocides ในปริมาณที่
พอเหมาะเพ่ือป้องกันการก่อตัวของไบโอฟิล์ม ตั้งอุณหภูมิระบบน้ าร้อนให้สูงกว่าหรือเท่ากับ 50 องศา
เซลเซียส เพ่ือลดความเสี่ยงต่อการแพร่เชื้อ(1) 

มาตรการควบคุมการระบาด ค้นหาปัจจัยเสี่ยงร่วมและทบทวนบันทึกการบ ารุงรักษาระบบน้ าที่
อาจเป็นแหล่งโรค ในการหาสาเหตุของการระบาดนั้นอาจมีความจ าเป็นต้องเพาะเชื้อจากแหล่งโรค การ
แก้ไข/ฟ้ืนฟูแหล่งน้ าท าได้โดยการเติมคลอรีน และ/หรือให้ความร้อนระดับสูง ซึ่งพบว่าได้ผลดี      การ
บ ารุงรักษาและการฆ่าเชื้ออย่างเหมาะสมในอ่างน้ าวนของสปา, หอหล่อเย็น, และแหล่งน้ าด่ืม น้ าใช้ เป็น
มาตรการทีม่ีประสิทธิภาพที่สุดในการป้องกันการระบาดของโรคลีเจียนแนร์ได้ (1) 

2.1.3 สถานการณ์การแพร่ระบาดของโรคลีเจียนแนร์ (Legionellosis) 
จากสถานการณ์การแพร่ระบาดของโรคลีเจียนแนร์ทั่วโลก  มีบันทึกการพบผู้ป่วยรายแรกในปี 

พ.ศ. 2490 เกิดการระบาดครั้งแรกในปี พ.ศ. 2500 ที่รัฐมินนิโซตา และมีการระบาดครั้งใหญ่ของโรค     
ลีเจียนแนร์ ในปี พ.ศ. 2519 เกิดขึ้นที่โรงแรม The Bellevue Stratford Hotel รัฐฟิลาเดเฟีย ประเทศ
สหรัฐอเมริกา ซึ่งมีสมาชิกของสมาคมทหารผ่านศึกของสหรัฐอเมริกา เข้าพักเพ่ือเข้าร่วมงานร าลึกวัน
ทหารผ่านศึกครบรอบ 200 ปี (American Legion Convention) หลังจากงานประชุมในครั้งนั้นไม่นาน 
มีทหารที่เข้าร่วมงานประชุมหลายคนป่วย โดยมีอาการคล้ายปอดบวม (pneumonia-like symptoms) 
เช่น ปวดศีรษะ อ่อนเพลีย ปวดเมื่อยกล้ามเนื้อ ไอ ท้องเสีย เจ็บหน้าอก และมีไข้ เป็นต้น โดยมีผู้ป่วย  
221 รายได้รับการรักษาอย่างทันท่วงที แต่มีผู้ป่วยอีกจ านวน 34 ทีเ่สียชีวิต ณ เวลานั้นมีการพยายามหา
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สาเหตุของโรคและแหล่งที่มาของโรค จนกระทั่งในเดือนธันวาคม พ.ศ. 2519 นักจุลชีววิทยาชื่อ Joseph 
McDade และคณะเป็นผู้พบว่าสาเหตุของโรคเกิดจากเชื้อแบคทีเรีย ซึ่งในต่อมาให้ชื่อว่าเชื้อ Legionella 
pneumophila และให้ชื่อโรคว่า โรคลีเจียนแนร์ (Legionnaires’ disease) และเม่ือท าการสอบสวนโรค 
พบว่าสาเหตุของการติดเชื้อเกิดจากการปนเปื้อนของเชื้อในระบบหล่อเย็น (cooling tower system)     
จึงมีเชื้อแพร่กระจายผ่านทางช่องอากาศของเครื่องปรับอากาศและระบบท่อน้ าของโรงแรม หลังจากนั้น
พบว่าโรคนี้เกิดขึ้นทั่วทวีปอเมริกาเหนือ ออสเตรเลีย แอฟริกา อเมริกาใต้ และยุโรป ในหลายประเทศ 
เช่น เนเธอแลนด์ สเปน นอร์เวย์ อังกฤษ ฝรั่งเศส แคนาดา ออสเตรเลีย เป็นต้น การแพร่ระบาดของโรค
มักเกิดขึ้นประปรายตลอดทั้งปี แต่ส่วนใหญ่จะพบในช่วงฤดูร้อนและฤดูใบไม้ร่วง และล่าสุดในปี พ.ศ. 
2565 พบการระบาดในสถานพยาบาล ประเทศอาร์เจนตินา ท าให้เกิดปอดอักเสบ จ านวน 11 ราย      
ในจ านวนนี้เสียชีวิต 4 ราย โรคลีเจียนแนร์เป็นโรคที่ต่างประเทศให้ความสนใจ เนื่องจากมีอัตราป่วยตาย
สูง โดยเฉพาะประเทศในแถบยุโรปมีระบบเฝ้าระวังและมีคณะท างานส าหรับโรคนี้โดยเฉพาะเรียกว่า 
European Working Group for Legionella Infections (EWGLI) Network 

ส าหรับในประเทศไทยมีรายงานการพบผู้ป่วยโรคลีเจียนแนร์ครั้งแรกในปี พ.ศ. 2527 เป็นผู้ป่วย
ชาวไทย โดยนายแพทย์ไพรัช ศรีไสว และคณะได้มีการศึกษาในช่วง 15 เดือน (ตุลาคม 2527 - ธันวาคม 
2528) ที่โรงพยาบาลชลประทาน จังหวัดนนทบุรี พบผู้ป่วยโรคลีเจียนแนร์ คิดเป็นร้อยละ 4.16 ของ
ผู้ป่วยปอดอักเสบทั้งหมดที่รับไว้รักษาในโรงพยาบาล (11) และต่อจากนั้นก็พบนักท่องเที่ยวชาวต่างชาติ
ป่วยเป็นโรคลีเจียนแนร์เกือบทุกปี แต่จ านวนไม่มาก เช่น ในปี พ.ศ. 2549 ได้รับแจ้งจากสถานกงสุลส
หราชอาณาจักร ประจ ากรุงเทพมหานคร และ European Union Center for Disease Control (EU 
CDC) ว่ามีนักท่องเที่ยวชาวต่างชาติที่เดินทางกลับจากจังหวัดภูเก็ต แล้วป่วยเป็นโรคปอดอักเสบจากการ
ติดเชื้อโรคลีจิโอเนลลา จ านวน 6 ราย เป็นชาวสวีเดน 2 ราย ชาวฟินแลนด์ 2 ราย ชาวนอร์เวย์ 1 ราย 
และชาวเบลเยี่ยม 1 ราย ทั้งนี้ไม่มีรายงานผู้เสียชีวิต เมื่อสอบสวนโรคพบว่า แหล่งการแพร่ระบาดของ
เชื้อเกิดขึ้นที่โรงแรมแห่งหนึ่งเนื่องจากผู้ป่วยทุกรายพักในโรงแรมเดียวกันนี้  (12) ปี พ.ศ.2551 พบผู้ป่วย
ยืนยันโรคลีเจียนแนร์ เป็นชาวเดนมาร์ก 2 ราย ภายหลังเดินทางกลับจากต าบลคึกคัก อ าเภอตะกั่วป่า 
จังหวัดพังงา และเมื่อท าการสอบสวนสิ่งแวดล้อมในสถานที่ เกิดโรค ผลพบเชื้อจาการเพาะเชื้อ 
Legionella spp. ในตัวอย่างน้ าและตัวอย่าง swab อุปกรณ์ในห้องพัก(13) ปี พ.ศ. 2558 ท าสอบสวน
การระบาดของโรคลีเจียนแนร์ในนักท่องเที่ยวชาวยุโรป หมู่ที่ 5 ต าบลคึกคัก อ าเภอตะกั่วป่า จังหวัด
พังงา หลังได้รับแจ้งจากเครือข่ายลีเจียนแนร์ของสหภาพยุโรป (European Legionnaires’ Disease 
Surveillance Network : ELDSNet) ผ่านส านักระบาดวิทยา กรมควบคุมโรค ว่ามีนักท่องเที่ยว 2 ราย 
ป่วยเป็นโรคลีเจียนแนร์ ผลการสอบสวนพบผู้ป่วยทั้งหมด 6 ราย เป็นผู้ป่วยยืนยัน 2 ราย ผู้ป่วยสงสัย 4 
ราย ทั้งหมดเป็นชาวยุโรป รวมทั้งพบเชื้อจาการเพาะเชื้อ Legionella spp. ในตัวอย่างน้ าและ ตัวอย่าง 
swab สุขภัณฑ์ต่างๆ(14) และในปี 2566 ภายหลังได้รับรายงานนักท่องเที่ยวชาวสวีเดนป่วยเป็นโรคลี
เจียนแนร์หลังเดินทางมาท่องเที่ยวภายในประเทศไทย ได้มีการตรวจสอบสภาพสิ่งแวดล้อมที่มีโอกาส
ก่อให้เกิดความเสี่ยงในการติดเชื้อ ได้แก่ ระบบน้ าหล่อเย็น หอผึ่งเย็น โดยพบว่าคุณภาพน้ าภายใน
โรงแรมหลายแห่งยังไม่ได้มาตรฐาน เช่น ปริมาณคลอรีนอิสระคงเหลือไม่เพียงพอ โรงแรมไม่ได้มีการท า
ความสะอาดถังเก็บน้ าต่างๆ เป็นเวลา 3 ปี ตั้งแต่มีการระบาดของโรคติดเชื้อไวรัสโคโรนา 2019 (โควิด 
19) รวมถึงมีการตรวจพบเชื้อ Legionella ในน้ าจากแหล่งน้ าของโรงแรม ปริมาณ 5 ,000 CFU/L 
(มาตรฐานยุโรปควรน้อยกว่า 1,000 CFU/L) จึงมีความเป็นไปได้ที่นักท่องเที่ยวป่วยเป็นโรคลีเจียนแนร์
จากสิ่งแวดล้อมในโรงแรมนี้  (15) นอกจากนี้ยังมีข้อมูลการรายงานโรคจากหน่วยงานต่างประเทศ เช่น 
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European Working Group for Legionella Infection (EWGLI) Network ซึ่งเป็นเครือข่ายเฝ้าระวัง
และควบคุมการระบาดของโรคลีเจียนแนร์ในระหว่างกลุ่มสมาชิกรวม 29 ประเทศ ซึ่งเมื่อประเทศในกลุ่ม
สมาชิกพบผู้ป่วยตั้งแต่ 2 รายขึ้นไป ที่เดินทางมาท่องเที่ยวต่างประเทศและพักอยู่โรงแรมเดียวกัน (โดย
พิจารณาจากระยะฟักตัวของโรค) จะมีการด าเนินการแจ้งข้อมูลไปยังหน่วยงานสาธารณสุขของประเทศที่
เกิดเหตุและหน่วยงานสาธารณสุขของแต่ละประเทศในเครือสมาชิก เพ่ือแนะน าไม่ให้ประชาชนในกลุ่ม
ประเทศนั้นๆ เดินทางเข้าไปท่องเที่ยวในประเทศที่เกิดเหตุ ซึ่งอาจสร้างความเสียหายทางเศรษฐกิจให้แก่
ประเทศไทยได้ สถานการณ์ของโรคลีเจียนแนร์โดยรวมในประเทศไทย ตั้ งแต่ปี พ.ศ. 2556–2565 พบ
ผู้ป่วยสะสมรวม 131 ราย เสียชีวิต 1 ราย ส่วนใหญ่เป็นนักท่องเที่ยว ซึ่งสถานการณ์การแพร่ระบาดของ
โรคนี้อาจส่งผลกระทบต่อการเดินทางของนักท่องเที่ยวจากภูมิภาคต่างๆ ทั่วโลก ดังนั้นจึงได้มีมาตรการ
ควบคุมและป้องกันการติดเชื้อ โดยการแจ้งให้โรงแรม ผู้ประกอบการ และบริษัทธุรกิจดูแลท าความ
สะอาดระบบเครื่องปรับอากาศและน้ าหล่อเย็น รวมถึงการเฝ้าระวังในกลุ่มเสี่ยง โดยเฉพาะผู้สูงอายุ และ
ผู้ที่มีภูมิคุ้มกันต่ า นอกจากนี้หน่วยงานที่เกี่ยวข้องควรกวดขันเรื่องมาตรการการป้องกันควบคุมโรคอย่าง
เข้มแข็งกับธุรกิจโรงแรม สปา ให้มีการท าความสะอาดและฆ่าเชื้อในระบบน้ า/ท่อส่งน้ าภายในโรงแรม 
อย่างทั่วถึงและสม่ าเสมอ(16) 

 
2.2 การตรวจหาเชื้อ Legionella spp. โดยวิธีการเพาะเลี้ยงเชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อเฉพาะเจาะจงและ

การทดสอบทางชีวเคมีเพื่อยืนยันคุณสมบัติของเชื้อ (17) 
วิธีทดสอบในการตรวจหาเชื้อ Legionella spp.  อ้างอิงตามมาตรฐาน ISO 11731 : 2017 Water 

quality – Enumeration of Legionella โดยก่อนการทดสอบต้องมีการเตรียมตัวอย่างให้มีความเข้มข้น
ขึ้นเพ่ือเพ่ิมโอกาสในการตรวจพบเชื้อเป้าหมาย (Concentration of sample) โดยวิธี Membrane 
filtration technique ใช้แผ่นกรองชนิด polycarbonate ที่มีขนาดรูกรอง (Pore size) 0.2 ไมโครเมตร 
กรณีท่ีตัวอย่างมีตะกอนจ านวนมากไม่สามารถใช้วิธี Membrane filtration technique ได้ สามารถใช้วิธี 
Centrifugation technique แทน โดยปั่นเหวี่ยงตัวอย่างที่ความเร็วรอบ 6 ,000 x g เป็นเวลา 10 นาที 
จากนั้ นดูดตั วอย่ าง ( Inoculate) ที่ ผ่ านการ Concentrate แล้ ว  (ด้ วยวิธี  Membrane filtration 
technique หรือ Centrifugation technique อย่างใดอย่างหนึ่ง) ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ลงบนอาหาร
เลี้ยงเชื้อ GVPC agar (อาหารเลี้ยงเชื้อ Buffered charcoal yeast extract; BCYE ที่มีส่วนผสมของ 
glycine, vancomycin, polymyxin B และ cycloheximide) แล้ว spread plate ให้ตัวอย่างเกลี่ยทั่ว
ผิวหน้าอาหาร น าอาหารเลี้ยงเชื้อบ่มที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 -10 วัน หากพบโคโลนีที่
คาดว่าจะเป็น Legionella spp. (Typical colony) ให้เขี่ยเชื้อ (sub-culture) ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 2 
ชนิด คือ BCYE ที่มีส่วนประกอบของ L-cysteine (BCYE agar with L-cysteine) และ BCYE ที่ ไม่มี
ส่วนประกอบของ L-cysteine (BCYE agar without L-cysteine) บ่มที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 2-5 วัน อ่านผลการทดสอบ หากเป็นเชื้อ Legionella spp. ต้องสามารถเจริญได้บนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
BCYE agar with L-cysteine และ  ไม่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ BCYE agar without L-cysteine 

  
2.3 การตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื้อจุลินทรีย์ ด้วยวิธี Real time - Polymerase Chain Reaction 

(Real-time PCR) (18) 
การตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื้อจุลินทรีย์ มีขั้นตอนเริ่มจากการเตรียมตัวอย่างให้มีความเข้มข้นขึ้น

เพ่ือเพ่ิมโอกาสในการตรวจพบเชื้อเป้าหมาย (Concentration of sample) โดยอาจใช้วิธี Membrane 
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filtration technique, Centrifugation technique หรือวิธีอ่ืนๆ ที่เหมาะสม จากนั้นน าตัวอย่างที่ได้ มา
สกัดเพ่ือให้ได้สารพันธุกรรม (DNA/RNA) ของเชื้อจุลินทรีย์เป้าหมายที่มีความบริสุทธิ์ โดยใช้ชุดน้ ายาสกัด
สารพันธุกรรมส าหรับจุลินทรีย์แต่ละชนิดที่เหมาะสม โดยท าตามขั้นตอนต่างๆ ตามที่ระบุในชุดสกัด และ
สารพันธุกรรมที่สกัดได้น าไปทดสอบต่อในขั้นตอน Real-time PCR หรือกรณีที่ยังไม่น าไปทดสอบให้เก็บ
ที่อุณหภูมิ - 20 องศาเซลเซียส 

Real-time PCR เป็นเทคนิคการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมเป้าหมาย ที่พัฒนาต่อจากเทคนิค PCR
โดยตัดขั้นตอนการท า agarose gel electrophoresis เพ่ือตรวจวัด PCR product ออก แล้วใช้การ
ติดตามวัดสัญญาณเรืองแสงที่เกิดขึ้น ขณะที่ DNA เป้าหมายเพ่ิมจ านวนในทุกๆรอบ ตั้งแต่รอบแรกจน
รอบสุดท้ายของการท าปฏิกิริยา (real-time detection) ปริมาณแสงที่วัดไดจะเป็นสัดส่วนโดยตรงกับ
ปริมาณ PCR product ที่เพ่ิมขึ้นในแต่ละรอบปฏิกิริยาแบบทวีคูณ (exponential amplification) ใน
ลักษณะกราฟรูปตัว S (S-shape / sigmoid curve) นอกจากนี้วิธี Real-time PCR ถูกใช้ในการตรวจวัด
ปริมาณสารพันธุกรรม โดยการตรวจตัวอย่างเปรียบเทียบค่าความเข้มข้น DNA อ้างอิงที่ทราบปริมาณ ที่
อัตราเจือจางต่างๆ (Standard curve) จึงเรียกว่า quantitative PCR (qPCR) 

กรณีการตรวจเชื้อจุลินทรีย์ที่มีสารพันธุกรรมชนิด RNA เช่น ไวรัส SARS-CoV-2 จะมีขั้นตอนการ
เปลี่ยน RNA เป็น DNA (reverse transcription; RT) จึงเรียกเทคนิคการตรวจวิเคราะห์ว่า “Real-time 
Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (Real-time RT-PCR)”  ก่ อน การท า  real-
time PCR วิธีการตรวจจึงเป็น Real-time RT-PCR หรือ RT-qPCR ชุดน้ ายาส าหรับการตรวจหาสาร
พันธุกรรมดังกล่าว ปัจจุบันมีการปรับปรุงให้ขั้นตอน RT และ PCR สามารถท าไดในหลอดปฏิกิริยา
เดียวกัน (one-step RT-PCR) รวมทั้งสามารถตรวจ DNA/gene ไดหลายเป้าหมายพรอมกัน โดยการ
เลือก reporter ที่ให้การเรืองแสงในช่วงความถี่คลื่นต่างกัน primer และ probe ถูกออกแบบให้จับกับ
บริเวณ conserved region ซึ่งหมายถึง บริเวณจ าเพาะบนยีนที่มีล าดับเบสพบไดเฉพาะในสิ่งมีชีวิตนั้นๆ 
แต่ไมพบในสิ่งมีชีวิตอ่ืน โดยเฉพาะกลุ่มใกล้เคียงกัน โดยยีนเดียวกันอาจถูกเลือกช่วงล าดับเบสต่างบริเวณ
กัน มาใช้เป็น primer/probe ขึ้นกับการวิเคราะห์และออกแบบของนักวิจัยหรือบริษัทผลิตชุดตรวจ 
ดังนั้นจึงไมไดหมายความว่าน้ ายาต่างยี่ห้อกันที่ ใช้ยีนเป้าหมายเดียวกันจะมีความไว (sensitivity) 
ความจ าเพาะ (specificity) เท่ากัน โดยส่วนประกอบหลักของปฏิกิริยา PCR (Master Mix) ได้แก่ 
template (ต้นฉบับของ DNA ที่เราต้องการจะเพ่ิมจ านวน), primers (สาย DNA ที่เป็น single strand 
ที่จับคู่ได้กับปลายของ template ทั้งสองด้าน โดยจะมีด้าน 3' เป็น hydroxyl group ที่จะสามารถต่อกับ 
nucleotides อ่ืนได้), polymerase (เอนไซม์ที่จะใช้เพ่ือการต่อสายของ DNA) และ nucleotides ทั้ง 4 
ตัว (A-adenine, C-cytosine, G- guanine, T-thymine) ที่เอาไว้ต่อกันเป็น DNA สายใหม ่

 ขั้นตอนพ้ืนฐานของปฏิกิริยา PCR ประกอบด้วย 3 ขั้นตอนหลักของการปรับเปลี่ยนอุณหภูมิที่วน
ไปวนมา 30 ถึง 50 รอบ ในเครื่อง thermocycler ดังนี้ 
 1. Denaturation: ที่อุณหภูมิ 95 °C เป็นการท าลายพันธะระหว่าง nucleotides ท าให้สาย DNA 
ที่ม้วนเกลียวอยู่เป็นคู่ แยกออกจากกันเป็นเส้นตรง 2 เส้น และที่อุณหภูมินี้ปฏิกิริยาต่างๆจากเอนไซม์
ในรอบก่อนหน้านั้นจะหยุดลงทั้งหมด 
 2. Annealing: ที่ อุณ หภูมิประมาณ  50 °C – 60 °C เพ่ื อให้  primer สามารถเกาะติดกับ 
template เพ่ือเตรียมตัวตั้งต้นต่อสายคู่ของ template 
 3. Extension and Elongation: ที่อุณหภูมิ 72 °C ซึ่งเป็นอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการท างานของ
เอนไซม์ polymerase ท าให้มีการน า nucleotides ต่างๆ มาต่อทางด้าน 3' ของ primer โดยต่อให้ 
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complementary กับล าดับเบสบน template ที่ primer มาเกาะไว้แล้วนั่นเอง ท าให้เกิดการสร้าง 
DNA ต่อเนื่องได้มากเพราะเป็นการสร้างแบบเพ่ิมจ านวนทวีคูณ คือถ้าเริ่มจาก DNA template สาย
คู่สายเดียว เมื่อถึงวงจรที่สอง จะมีจ านวน PCR product เพ่ิมขึ้นเป็น 2 คู่ แต่ละคู่เมื่อผ่านขั้นตอน
ของ PCR ในรอบที่สามจะได้ PCR product ออกมาเป็น 23 คู่ การเพ่ิมจะเป็นแบบ exponential ได้ 
product ใน n cycle เป็น 2n คู่  
 
 

 
ภาพที่ 5 ขั้นตอนพื้นฐานของปฏิกิริยา PCR 

  และเนื่องจากคุณสมบัติของส่วนประกอบข้างต้น รวมทั้งสภาวะของปฏิกิริยา PCR ในแต่
ละการทดสอบ ท าให้ในความเป็นจริงปฏิกิริยาของ PCR ที่เกิดขึ้นเมื่อน าปริมาณ product ที่เพ่ิม
ขึ้นมา plot เทียบกับเวลา จะได้กราฟรูปตัว S (S-shape / sigmoid curve) ในช่วงแรก product 
จะเพ่ิมจ านวนทีละไม่มากนัก เรียกว่า lag phase (1) แต่เมื่อมีจ านวนมากขึ้นถึงระดับหนึ่ง จ านวน 
product จึงจะเพ่ิมแบบทวีคูณ เรียกว่า exponential phase (2) จนกระทั่งไม่มี polymerase หรือ 
nucleotides เหลืออยู่ ท าให้ปริมาณคงท่ีเป็นระยะที่เรียกว่า plateau phase (3) ดังภาพที ่6 

 

       
 ภาพที่ 6 ปฏิกิริยาของ PCR ที่เกิดขึ้น เมื่อน าปริมาณ product ที่เพ่ิมข้ึนมา plot เทียบกับเวลา 
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2.4 มาตรฐานการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีทดสอบทางจุลชีววิทยา 
การตรวจสอบความถูกต้องหรือความใช้ได้ของวิธี เพ่ือทดสอบว่าวิธีนั้ นเหมาะกับวัตถุประสงค์การ

น าไปใช้ในขอบเขตการยอมรับว่าผลการทดสอบมีความถูกต้องน่าเชื่อถือได้ การตรวจสอบความถูกต้องของวิธี
ตามมาตรฐาน ISO 16140 : 2003 - Microbiology of the food chain – Method validation เป็นมาตรฐานที่
กล่าวถึงการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีทดสอบทางจุลชีววิทยา เพ่ือช่วยให้ห้องปฏิบัติการทดสอบอาหาร 
ผู้ผลิตชุดทดสอบ (test kit) และหน่วยงานที่เกี่ยวข้องกับการทดสอบอาหารสามารถน าไปใช้เป็นแนวทางการ
ตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบทางจุลชีววิทยาที่ใช้ในห้องปฏิบัติการทดสอบได้ มาตรฐานดังกล่าวครอบคลุม 2 
ระยะ ได้แก่ ตรวจสอบความถูกต้องของการน าวิธีทดสอบไปใช้งาน และตรวจสอบขอบข่ายของรายการอาหารที่
สามารถทดสอบได้ด้วยวิธีดังกล่าว โดยในมาตรฐานจะแบ่งขั้นตอนการตรวจสอบความถูกต้องตามประเภทของ
วิธีการทดสอบ คือ วิธีทดสอบเชิงคุณภาพ และวิธีทดสอบเชิงปริมาณ มาตรฐาน ISO 16140 นี้จะมีการแบ่งเอกสาร
ออกเป็น 6 ฉบับ เพ่ือให้ผู้ปฏิบัติงานสามารถเลือกน าไปใช้ได้ตามความเหมาะสมของห้องปฏิบัติการ ดังต่อไปนี้ 

1) ISO 16140 –1 : 2016 - Microbiology of the food chain – Method validation – Part 1: 
Vocabulary. เป็นมาตรฐานที่ก าหนดค าศัพท์และนิยามศัพท์ทั่วไปที่เกี่ยวข้องกับวิธีการตรวจสอบ/ทวนสอบ
ความถูกต้องทางจุลชีววิทยา (19) 

2) ISO 16140 -2 : 2016 - Microbiology of the food chain – Method validation – Part 2: 
Protocol for the validation of alternative (proprietary) methods against a reference method. 
เป็นมาตรฐานที่ระบุหลักการทั่วไปและขั้นตอนทางเทคนิคส าหรับการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีทดสอบ
ทางเลือก (วิธีที่พัฒนาขึ้น) เปรียบเทียบกับวิธีอ้างอิง (20) 

3) ISO 16140 -3 : 2021 - Microbiology of the food chain – Method validation – Part 3: 
Protocol for the verification of reference and validated alternative methods implemented in 
a single laboratory. เป็นมาตรฐานที่ระบุหลักการทั่วไปและขั้นตอนทางเทคนิคส าหรับการทวนสอบความ
ถูกต้องของวิธีทดสอบที่ห้องปฏิบัติการเลือกใช้ โดยแสดงให้เห็นว่าสามารถด าเนินการตามวิธีอ้างอิงได้อย่าง
ถูกต้อง (ส าหรับวิธีอ้างอิงที่มี/และไม่มี validated data) (21) 

4) ISO 16140 -4 : 2020 - Microbiology of the food chain – Method validation – Part 4: 
Protocol for method validation in a single laboratory. เป็นมาตรฐานที่ระบุหลักการทั่วไปและขั้นตอน
ทางเทคนิคส าหรับการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีทดสอบทางเลือก (วิธีที่พัฒนาขึ้น) ของห้องปฏิบัติการ
ทดสอบเดียว โดยไม่เปรียบเทียบกับวิธีอ้างอิง (ผลการศึกษาใช้ได้เฉพาะห้องปฏิบัติการที่ศึกษาเท่านั้น) (22) 

5) ISO 16140 -5 : 2020 - Microbiology of the food chain – Method validation – Part 5: 
Protocol for factorial interlaboratory validation for non-proprietary methods. เป็นมาตรฐานที่
ระบุหลักการทั่วไปและขั้นตอนทางเทคนิคส าหรับการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีทดสอบทางเลือก (วิธีที่
พัฒนาขึ้น) โดยทดสอบระหว่างห้องปฏิบัติการหลายๆ แห่ง (เป็นวิธีทดสอบที่ไม่ใช่วัตถุประสงค์ทางการค้า 
ต้องการความรวดเร็วในการศึกษาหรือศึกษาเฉพาะอย่าง) (23) 

6) ISO 16140 -6 : 2019 - Microbiology of the food chain – Method validation– Part 6: 
Protocol for the validation of alternative (proprietary) methods for microbiological confirmation 
and typing procedures. เป็นมาตรฐานที่ระบุหลักการทั่วไปและขั้นตอนทางเทคนิคส าหรับการตรวจสอบ
ความถูกต้องของวิธีทดสอบทางเลือกที่เป็นวิธีการยืนยัน (เป็นวิธีทดสอบท่ีมีวัตถุประสงค์ทางการค้า) (24) 

การเลือกขั้นตอนที่ใช้ในการตรวจสอบความถูกต้องของวิธี เริ่มต้นจากตรวจสอบว่าวิธีการทดสอบที่
ห้องปฏิบัติการเลือกใช้ เป็นวิธีที่เคยได้รับการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีแล้วหรือไม่ ถ้าเป็นวิธีที่เคยมีการ
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ตรวจสอบความถูกต้องของวิธีแล้ว และพิจารณาว่าการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีนั้นได้ด าเนินการตาม 
ISO 16140-4 หรือไม่ (เป็นการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีทดสอบทางเลือก (วิธีที่ พัฒนาขึ้น) ของ
ห้องปฏิบัติการทดสอบเดียว โดยไม่เปรียบเทียบกับวิธีอ้างอิง) ถ้าวิธีทดสอบนั้นด าเนินการตาม ISO 16140-4 ผล
การศึกษาใช้ได้เฉพาะห้องปฏิบัติการที่ศึกษาเท่านั้น ห้องปฏิบัติการอ่ืนจะน าไปใช้ต้องมีการตรวจสอบความ
ถูกต้องของวิธีอีกครั้ง แต่ถ้าการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีนั้น ไม่ได้ด าเนินการตาม ISO 16140-4 ต้อง
พิจารณาขอบข่ายของกลุ่มอาหารที่ห้องปฏิบัติการต้องการทดสอบ  หากอยู่ในขอบข่ายสามารถท าการทวน
สอบความถูกต้องของวิธีตาม ISO 16140-3 ได้ แต่กรณีที่อยู่นอกขอบข่ายต้องท าการตรวจสอบความถูกต้อง
ของวิธีเพ่ิมเติม (ด าเนินการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีตาม ISO 17468, ISO 16140-2, ISO 16140-4, ISO 
16140-5 ตามความเหมาะสม) และในกรณีที่วิธีทดสอบยังไม่เคยมีการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีมาก่อนให้
ด าเนินการตาม ISO 17468, ISO 16140-2, ISO 16140-4, ISO 16140-5 ตามความเหมาะสม ดังภาพที่ 7 

ในการวิจัยครั้งนี้ ผู้วิจัยต้องการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีที่พัฒนาขึ้น (Alternative method) 
คือ วิธีการตรวจหาเชื้อ Legionella spp. โดยวิธี Real-time polymerase chain reaction (Real-time 
PCR) โดยเปรียบเทียบกับวิธีมาตรฐาน (Reference standard) คือ วิธีการเพาะเลี้ยงเชื้อ (Culture method) 
ตาม ISO 11731 : 2017 Water quality –Enumeration of Legionella  ดังนั้นในการตรวจสอบความ
ถูกต้องของวิธี ให้ด าเนินการตาม ISO 16140 -2 : 2016 - Microbiology of the food chain – Method 
validation – Part 2: Protocol for the validation of alternative (proprietary) methods against a 
reference method. (20) 

 

 
 

ภาพที่ 7 ขั้นตอนการเลือกวิธีที่ใช้ในการตรวจสอบความใช้ได้ของวิธี 
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➢ การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบ (Method validation) ตาม ISO 16140 -2 : 2016 - 
Microbiology of the food chain – Method validation – Part 2: Protocol for the validation 
of alternative (proprietary) methods against a reference method. 

ห้องปฏิบัติการตรวจวิเคราะห์และทดสอบที่มีการควบคุมคุณภาพภายในห้องปฏิบัติการตาม
มาตรฐานสากล ISO/IEC 17025 : 2017 “ข้อก าหนดทั่วไปว่าด้วยความสามารถของห้องปฏิบัติการทดสอบ
และห้องปฏิบัติการสอบเทียบ” ต้องเลือกวิธีวิเคราะห์ที่เป็นไปตามความต้องการของลูกค้าและเหมาะสม
ส าหรับตัวอย่างทดสอบ ในกรณีที่ลูกค้าไม่ได้ระบุวิธีทดสอบ ห้องปฏิบัติการต้องเลือกใช้วิธีที่เป็นปัจจุบัน ใน
ระดับวิธีมาตรฐานระหว่างประเทศ ระดับภูมิภาค หรือระดับประเทศ หรือเป็นวิธีในต าราหรือวารสารทาง
วิทยาศาสตร์ที่เกี่ยวข้องซึ่งรับรองโดยหน่วยงานด้านวิชาการที่ เชื่อถือได้ ถ้าห้องปฏิบัติการต้องการใช้วิธีที่ไม่
เป็นมาตรฐาน (non-standard method) วิธีที่ห้องปฏิบัติการพัฒนาขึ้นเอง วิธีที่มีการขยายหรือดัดแปลงจาก
วิธีมาตรฐาน (modified method) รวมทั้งการใช้วิธีมาตรฐานนอกขอบข่ายที่ก าหนดไว้ หรือวิธีที่พัฒนาเป็น
ชุดทดสอบอย่างง่ายและ/หรือให้ผลรวดเร็ว ห้องปฏิบัติการต้องด าเนินการตรวจสอบความถูกต้องของวิธี
ทดสอบนั้นๆ ที่เรียกว่า วิธีทางเลือก (alternative method) เปรียบเทียบกับวิธีมาตรฐานหรือวิธีอ้างอิง 
(reference method) ตามขั้นตอนในวิธีมาตรฐานส าหรับตรวจสอบความถูกต้องหรือความใช้ได้ เพ่ือทดสอบ
ยืนยันว่าวิธีทางเลือกนั้นเหมาะกับวัตถุประสงค์ของการน าไปใช้ ในขอบเขตการยอมรับว่าผลทดสอบมีความ
ถูกต้องเชื่อถือได้ (25) 

 ในปัจจุบันเอกสารอ้างอิงส าหรับด าเนินการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ทางจุลชีววิทยาที่
นิยมใช้อ้างอิง คือ ISO 16140 ฉบับล่าสุดคือ ISO 16140 - 2 : 2016 ที่ได้ออกมาทดแทนฉบับเดิม ISO 
16140 : 2003 เอกสารนี้มีชื่อว่า “Protocol for the validation of alternative (proprietary) methods 
against a reference method” ซึ่ งเป็ นฉบับหนึ่ ง ในกลุ่ ม วิ ธีม าตรฐาน  ISO 16140 ภายใต้ชื่ อ เรื่อ ง 
“Microbiology of the food chain - Method validation” มีวัตถุประสงค์เพ่ือใช้เป็นแนวปฏิบัติในการ
ตรวจสอบความถูกต้องของวิธีที่ให้ผลรวดเร็ว (rapid methods) และ/หรือวิธีทดสอบอย่างง่าย (easier 
methods) ซึ่งเป็นวิธีที่พัฒนาขึ้นเพ่ือการค้า (proprietary methods) หรือวิธีทดสอบที่จะน ามาใช้ทดแทนวิธี
อ้างอิง(20) 

 การศึกษาเปรียบเทียบวิธีเป็นส่วนหนึ่งของกระบวนการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีทดสอบตาม 
ISO 16140 – 2 : 2016 ที่ด าเนินการโดยห้องปฏิบัติการหลัก (organizing laboratory) ประกอบด้วย 3 ส่วน  

1) การศึกษาความไว (sensitivity study) เป็นการศึกษาเปรียบเทียบผลการทดสอบด้วยวิธีอ้างอิง
และวิธีทางเลือกว่ามีค่าความไว (sensitivity) ที่แตกต่างกันหรือไม่ สามารถศึกษาในตัวอย่างที่ปนเปื้อน
จุลิ นทรีย์ ตามธรรมชาติ  (naturally contaminated samples) หรือตั วอย่ างที่ เติ ม เชื้ อ  (artificially 
contaminated samples) ก็ได้  

2) การศึกษาค่า relative level of detection; RLOD (RLOD study) เป็นการเปรียบ เทียบค่า
ปริมาณต่ าสุดของจุลินทรีย์ที่สามารถตรวจพบได้ด้วยวิธีทางเลือกและด้วยวิธีอ้างอิง โดยต้องท าการศึกษาใน
ตัวอย่างที่เติมเชื้อ (artificially contaminated samples)  
 3) การศึกษาความจ าเพาะ (specificity) หรือศึกษา Inclusivity/exclusivity ของวิธีทางเลือก โดย 
inclusivity study เป็นการศึกษาเพ่ือให้ทราบถึงความสามารถของวิธีทางเลือกในการตรวจพบเชื้อเป้าหมายที่
เป็นเชื้อบริสุทธิ์ ส่วน exclusivity study เป็นการศึกษากับเชื้อที่ไม่ใช่เป้าหมายที่เป็นเชื้อบริสุทธิ์จ านวน
หลายๆ สายพันธุ์ เมื่อน ามาทดสอบด้วยวิธีทางเลือกไม่ควรตรวจพบเชื้อเหล่านี้ (เชื้อที่จะคัดเลือกมาทดสอบ 
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ควรเป็นเชื้อที่มีโอกาสเกิดปฏิกิริยาข้ามกับเชื้อเป้าหมาย หรือมีโอกาสให้ผลทดสอบบวกเช่นเดียวกับเชื้อ
เป้าหมาย) 
2.5 การประเมินความสอดคล้องของข้อมูลด้วยสถิติ kappa analysis (26) 

Kappa coefficient หรือชื่อทางการคือ Cohen's kappa coefficient นั้นเป็นค่าสถิติที่ใช้ทดสอบ
ความสอดคล้อง (Consistency) กันของข้อมูล 2 กลุ่ม ในบางกรณีอาจใช้ส าหรับเปรียบเทียบการประเมินค่า
ของข้อมูลชุดเดียวกันจากผู้ประเมิน 2 คนหรือวิธีทดสอบ 2 วิธี โดย Kappa coefficient นั้นไม่จ าเป็นต้อง
อาศัยสมมุติฐานที่ว่าข้อมูลที่สนใจนั้นมีการแจกแจงแบบปกติ (Normal distribution) หรือที่เรียกว่า Non-
parametric statistic ผลลัพธ์ที่ได้จาก Kappa coefficient นั้นจะอธิบายถึงความสอดคล้องระหว่างกันของ 
2 ชุดข้อมูลว่าให้ผลเชิงบวกเหมือนกันหรือให้ผลเชิงลบเหมือนกัน โดยการแปลความหมายของค่าสถิติ Kappa 
ที่ค านวณได้พิจารณาดังตารางที่ 1 

  ตารางท่ี 1 การแปลผลความสอดคล้อง (Strange of agreement) ของค่าสถิติ kappa 
 

 
 
 
 

 
 
2.6 งานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 

ผู้ศึกษาได้ด าเนินการทบทวนวรรณกรรม งานวิจัย บทความ และเอกสารวิชาการ มีรายละเอียด
เกี่ยวกับลักษณะทางระบาดวิทยาของผู้ป่วยโรคลีเจียนแนร์ แหล่งที่อาจเป็นแหล่งแพร่เชื้อ และเชื้อก่อโรค ดังนี้ 

นีรภา คงกันคง และคณะ (2543) ศึกษาการปนเปื้อนของเชื้อแบคทีเรียในระบบน้ าทางทันตกรรมใน
คณะทันตแพทย์ศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น ช่วงเดือนเมษายน – พฤษภาคม 2543 โดยเก็บตัวอย่างน้ า 
156 ตัวอย่าง ตรวจพบเชื้อ Legionella spp. ในตัวอย่าง 10 ตัวอย่าง (ร้อยละ 6.00) (27) 

ทัศนีย์ สุโกศล (2551) ได้ตรวจและควบคุมเชื้อแบคทีเรียที่ก่อโรคลีเจียนแนร์ในระบบปรับ อากาศ 
ปีงบประมาณ 2546 – 2547 โดยได้เก็บตัวอย่างน้ าจากหอผึ่งเย็น จ านวน 21 ตัวอย่าง และตัวอย่างน้ าจาก
ถาดรองน้ าในเครื่องปรับอากาศที่มีอายุการใช้งาน 1 ปีขึ้นไป จ านวน 30 ตัวอย่าง รวมทั้งหมด 51 ตัวอย่าง 
ตรวจไม่พบการปนเปื้อนของเชื้อ Legionella spp. โคลิฟอร์มแบคทีเรีย รวมทั้ง Staphylococcus spp. แต่
พบแบคทีเรียรวมจากตัวอย่างน้ าหอผึ่งเย็นเฉลี่ย 7.03 x 103 CFU/ml และตัวอย่างน้ าจากจากถาดรองน้ าใน
เครื่องปรับอากาศเฉลี่ย 4.12 x 105 CFU/ml รวมทั้งพบ biofilm ในตัวอย่างหอผึ่งเย็นที่มีการดูแลรักษาด้วย
การเติมสารชีวฆาต และสารเคมีป้องกันการกัดกร่อนและเกิดตะกรันด้วย (28) 

อติเทพ จินา และคณะ (2551) ท าการสอบสวนสิ่งแวดล้อมในสถานที่ เกิดโรคลีเจียนแนร์ใน
นักท่องเที่ยวชาวเดนมาร์ก ต าบลคึกคัก อ าเภอตะกั่วป่า จังหวัดพังงา มิถุนายน 2551 โดยเก็บตัวอย่างน้ าส่ง
ตรวจเพ่ือหาเชื้อ Legionella spp. ผลการสอบสวนพบผู้ป่วยยืนยันโรคลีเจียนแนร์ เป็นชาวเดนมาร์ก 2 ราย
รายแรกเป็นผู้ป่วยเพศหญิงอายุ 52 ปี ส่วนรายที่ 2 เป็นผู้ป่วยเพศชายไม่ทราบอายุ ตรวจยืนยันด้วยวิธี PCR 
and culture ให้ผลยืนยันเชื้อ L. pneumophila serogroup 1 และผลการเพาะเชื้อ Legionella spp. จาก
น้ าในแหล่งต่าง ๆ จ านวน 14 ตัวอย่าง swab จากอุปกรณ์ในห้องน้ า จ านวน 15 ตัวอย่าง รวมเป็น 29 

ค่าสถิติ kappa ขนาดความสอดคล้อง (Strange of agreement) 
<0.00 แย่ (Poor) 

0.00 - 0.20 น้อย (Slight) 
0.21 - 0.40 พอใช้ (Fair) 
0.41 - 0.60 ปานกลาง (Moderate) 
0.61 - 0.80 ดี (Sub Stantial) 
0.81 - 1.00 ดีมาก/ค่อนข้างสมบูรณ์ (Almost Perfected) 
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ตัวอย่าง พบเชื้อ Legionella spp. จ านวน 17 ตัวอย่าง (ร้อยละ 58.62) โดยตัวอย่างที่พบเชื้อเป็นตัวอย่างน้ า 
9 ตัวอย่าง (ร้อยละ 64.29) และตัวอย่าง swab จากอุปกรณ์ในห้องน้ า 8 ตัวอย่าง (ร้อยละ 80) และผลการ
ตรวจแยกเชื้อในห้องพักทั้งสองราย จากกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ พบสายพันธุ์  L. pneumophila 
serogroup 1 (ร้อยละ 64.7) Legionella spp. (ร้อยละ 23.5) (13) 

โรม บัวทอง และคณะ (2556) ท าการสอบสวนการระบาดของโรคลีเจียนแนร์ในนักท่องเที่ยวชาว
ยุโรป ภายหลังจากการเดินทางมาท่องเที่ยวในจังหวัดภูเก็ต ธันวาคม 2549 – มกราคม 2550 เนื่องจากได้รับ
แจ้งจากสถานทูตอังกฤษประจ าประเทศไทยว่า มีนักท่องเที่ยว 4 ราย ป่วยด้วยโรคลีเจียนแนร์ภายหลังจาก   
มาเที่ยวในจังหวัดภูเก็ต ตั้งแต่เดือนพฤศจิกายน 2549 ท าการศึกษาโดยค้นหาผู้ป่วยเพ่ิมเติมโดยใช้นิยามตาม 
European Working Group for Legionella Infection (EWGLI) Network และเก็บตัวอย่างน้ าส่งตรวจเพื่อ
เพาะเชื้อ Legionella spp. ได้แก่ น้ าในหอผึ่งเย็น น้ าในห้องพัก ผลการสอบสวนพบผู้ป่วยยืนยัน 5 ราย และ
ผู้ป่วยเข้าข่าย 1 ราย ทั้งหมดเป็นชาวแสกนดิเนเวีย เชื้อที่เป็นสาเหตุ คือ L. pneumophila serogroup 1 
และผลการเพาะเชื้อจากแหล่งน้ าต่างๆ ในโรงแรม พบเชื้อ Legionella spp. ซึ่งได้แก่ น้ าจากฝักบัว น้ าจาก
อ่างล้างหน้า โดยไม่พบในหอผึ่งเย็น ผลแยกเชื้อพบ L.bozemanii จ านวน 5 ตัวอย่าง และ L.pneumophila 
serogroup 1 จ านวน 2 ตัวอย่าง (12) 

อธิชา มหาโยธา และคณะ (2557) ได้ศึกษาเรื่องการเฝ้าระวังการแพร่กระจายเชื้อ Legionella spp. 
ในแหล่งน้ าที่ใช้ในโรงแรมหรือรีสอร์ทในภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย ปี 2556 โดยได้เก็บตัวอย่าง
น้ าจากหอผึ่งเย็น น้ าจากก๊อกน้ าหรือฝักบัวในห้องพัก บ่อหรือถังพักน้ า  ระบบท าน้ าอุ่นหรือน้ าเย็น น้ าจาก
ห้องสปา ระบบกรองน้ า และสระว่ายน้ า รวมทั้งสิ้นจ านวน 200 ตัวอย่าง จากโรงแรมและรีสอร์ท 75 แห่ง โดย
ใช้วิธีการเพาะเชื้อ และตรวจยืนยันชนิดของเชื้อ ด้วยวิธี PCR ตรวจพบการปนเปื้อนของเชื้อ Legionella spp. 
จ านวน 48 ตัวอย่าง (ร้อยละ 14.7) จากโรงแรมและรีสอร์ท จ านวน 24 แห่ง (ร้อยละ 32) เป็นตัวอย่างก๊อก
น้ า/ฝักบัวในห้องพัก 36 ตัวอย่าง หอผึ่งเย็น 10 ตัวอย่าง เครื่องผลิตน้ าอุ่น - น้ าร้อน 1 ตัวอย่าง และถังพักน้ า/
แทงค์น้ า 1 ตัวอย่าง (29) 

ฆาลิตา อานนท์ และคณะ (2558) ท าสอบสวนการระบาดของโรคลีเจียนแนร์ในนักท่องเที่ยวชาว
ยุโรป หมู่ที่ 5 ต าบลคึกคัก อ าเภอตะกั่วป่า จังหวัดพังงา ระหว่างวันที่ 2 - 5 มิถุนายน 2558 หลังได้รับแจ้ง
จากเครือข่ายลีเจียนแนร์ของสหภาพยุโรป (European Legionnaires’ Disease Surveillance Network : 
ELDSNet) ผ่านส านักระบาดวิทยา กรมควบคุมโรค ว่ามีนักท่องเที่ยว 2 ราย ป่วยเป็นโรคลีเจียนแนร์ หลังจาก
มาพักที่โรงแรมแห่งหนึ่งในต าบลคึกคัก อ าเภอตะกั่วป่า จังหวัดพังงา ทีมได้ด าเนินการสอบสวนโรค โดยเก็บ
ตัวอย่างน้ าจากห้องพักผู้ป่วย บ่อพักน้ า น้ าจากห้องสปา และ swab สุขภัณฑ์ เช่น ก๊อกอ่างล้างหน้า หัวฝักบัว
สระน้ า และหัวฝักบัวในห้องพัก ส่งตรวจทางห้องปฏิบัติการ ผลการสอบสวนพบผู้ป่วยทั้งหมด 6 ราย เป็น
ผู้ป่วยยืนยัน 2 ราย ผู้ป่วยสงสัย 4 ราย ทั้งหมดเป็นชาวยุโรป อัตราส่วนเพศชายต่อเพศหญิง เท่ากับ 2 : 1     
ผลการเก็บตัวอย่างน้ าส่งตรวจ จ านวน 24 ตัวอย่าง พบว่าตรวจพบเชื้อ 9 ตัวอย่าง (ร้อยละ 37.50) จากน้ า
เย็นที่อ่างล้างหน้า 3 ตัวอย่าง น้ าร้อนจากฝักบัว 3 ตัวอย่าง และน้ าอุ่นที่อ่างอาบน้ า 3 ตัวอย่าง จ าแนกเป็นเชื้อ 
Legionella pneumophila serogroup 1 จ านวน 8 ตัวอย่าง (ร้อยละ 33.33) และ Legionella spp.       
1 ตัวอย่าง (ร้อยละ 4.17) swab สุขภัณฑ์จ านวน 12 ตัวอย่าง ตรวจพบเชื้อ 3 ตัวอย่าง (ร้อยละ 25.00) จาก
ก๊อกอ่างล้างหน้า 1 ตัวอย่าง หัวฝักบัวห้องผู้ป่วย 1 ตัวอย่าง และหัวฝักบัวสระว่ายน้ า 1 ตัวอย่าง จ าแนกเป็น
เชื้อ Legionella pneumophila serogroup 1 2 ตัวอย่าง (ร้อยละ 16.67) Legionella pneumophila 
serogroup 2-14 3 ตัวอย่าง (ร้อยละ 25.00) และ Legionella spp. 1 ตัวอย่าง (ร้อยละ 8.33) (14) 
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อธิชา มหาโยธา และคณะ (2559) ได้ศึกษาเรื่องเครือข่ายการเฝ้าระวังการแพร่เชื้อ Legionella spp. 
ภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย ปี 2557 – 2558 โดยได้ด าเนินการตรวจเยี่ยมโรงแรมที่เข้าร่วม
เครือข่าย จ านวน 23 แห่ง และได้สุ่มเก็บตัวอย่างน้ า จ านวน 129 ตัวอย่าง ตรวจพบการปนเปื้อนของเชื้อ 
Legionella spp. จ านวน 19 ตัวอย่าง (ร้อยละ 14.7) (30) 
 รณิดา เตชะสุวรรณา (2566) ท าการสอบสวนโรคในสิ่งแวดล้อม ภายหลังได้รับรายงานนักท่องเที่ยว
ชาวสวีเดนป่วยเป็นโรคลีเจียนแนร์หลังเดินทางมาท่องเที่ยวภายในประเทศไทย โดยท าการศึกษาและ
ตรวจสอบสภาพสิ่งแวดล้อมที่มีโอกาสก่อให้เกิดความเสี่ยงในการติดเชื้อ ได้แก่ ระบบน้ าหล่อเย็น หอผึ่งเย็น 
โดยพบว่าคุณภาพน้ าในโรงแรมหลายแห่งยังไม่ได้มาตรฐาน เช่น ปริมาณคลอรีนอิสระคงเหลือไม่เพียงพอ 
โรงแรมไม่ได้มีการท าความสะอาดถังเก็บน้ าต่างๆ เป็นเวลา 3 ปี ตั้งแต่มีการระบาดของโรคติดเชื้อไวรัสโคโรนา 
2019 (โควิด 19) รวมถึงมีการตรวจพบเชื้อ Legionella ในน้ าจากแหล่งน้ าของโรงแรม ปริมาณ  5,000 
CFU/L (มาตรฐานยุโรปควรน้อยกว่า 1,000 CFU/L) จึงมีความเป็นไปได้ที่นักท่องเที่ยวป่วยเป็นโรค             
ลีเจียนแนร์จากสิ่งแวดล้อมในโรงแรมนี้ (15) 

ซึ่งจากงานวิจัยต่างๆ ที่ได้มีการสอบสวนหาสาเหตุของการแพร่กระจายของโรคลีเจียนแนร์ พบว่ามี
สาเหตุหลักมาจากคุณภาพแหล่งน้ าภายในโรงแรมหรืออาคารต่างๆ ไม่ เหมาะสม ทั้งปริมาณคลอรีนอิสระ
คงเหลือในน้ า ค่าความเป็นกรด-ด่าง และอุณหภูมิของน้ าที่ไม่เหมาะสมท าให้เชื้อสามารถเจริญเติบโตและเพ่ิม
จ านวนได้ รวมทั้งสถานประกอบการต่างๆ ยังไม่มีความรู้และไม่ได้ตระหนักถึงความส าคัญของโรคนี้ จึงไม่ได้
เข้มงวดในการบ ารุงรักษา/ท าความสะอาดระบบประปา ระบบน้ าร้อนรวม ระบบปรับอากาศและระบายความ
ร้อน หอผึ่งเย็น ถังพักน้ าและถังเก็บน้ า หัวก๊อกน้ าและฝักบัวอาบน้ า ระบบท่อน้ า รวมทั้งสภาพแวดล้อมต่างๆ 
ที่มีโอกาสก่อให้เกิดความเสี่ยงในการติดเชื้อลีจิ โอเนลลา การตรวจทางห้องปฏิบัติการในการตรวจหาเชื้อ       
ลีจิโอเนลลาจึงถือว่ามีความส าคัญอย่างมากส าหรับระบบการเฝ้าระวังการแพร่ระบาดของโรคลีเจียนแนร์ ซึ่งมี
หลายงานวิจัยที่ได้ศึกษาวิธีในการตรวจหาเชื้อลีจิโอเนลลา ดังนี้ 

AKIKO EDAGAWA (2019) ศึกษาการปนเปื้ อนของเชื้อ  Legionella spp. ในตัวอย่างน้ าจาก
สิ่งแวดล้อม โดยเปรียบเทียบ 3 วิธี คือ 1) วิธีเพาะเลี้ยงเชื้อ (conventional culture method) 2) วิธี qPCR 
(real-time quantitative PCR) และ 3) วิธี real-time qPCR ร่วมกับ amoebic co-culture method โดย
เก็บตัวอย่างน้ าจ านวน 110 ตัวอย่าง พบว่า วิธีเพาะเลี้ยงเชื้อ ตรวจพบเชื้อเพียง 3 ตัวอย่าง (2.7%), วิธี qPCR 
ตรวจพบเชื้อ 74.5% ส่วนวิธี real-time qPCR ร่วมกับ amoebic co-culture ตรวจพบเชื้อถึง 75.5% และ
เมื่อน ามาตรวจหาสปีชี่ส์ พบว่าวิธี qPCR ร่วมกับ amoebic co-culture method ตรวจพบ Legionella 
spp. L. pneumophila และ L. anisa ส่วนวิธีที่ไม่ได้ใช้ร่วมกับ amoebic co-culture ตรวจพบ L. lytica 
และ L. rowbothamii ดั งนั้ นการน าวิธี  qPCR มาใช้ ร่วมกับ  amoebic co-culture method จะเป็ น
ประโยชน์อย่างมากในการตรวจหาเชื้อลีจิโอเนลลา (31) 
 Deborah A. Wilson (2003) ศึกษาการตรวจหา mip gene ของเชื้อ Legionella pneumophila 
ด้วยวิธี real-time PCR โดยทดสอบกับเชื้อ L. pneumophila 27 isolate, Legionella สปีชี่ส์ อ่ืนๆ 20 
isolate, แบคทีเรียสายพันธุ์อ่ืนๆ ที่ไม่ใช่ Legionella จ านวน 103 isolate, ตัวอย่างจากผู้ป่วยที่เพาะเชื้อขึ้น 
จ านวน 8 ตัวอย่างและตัวอย่างที่เพาะเชื้อไม่ขึ้น จ านวน 40 ตัวอย่าง ผลพบว่าวิธี real-time PCR ให้ผล 
sensitive 100% และspecific 100% ส าหรับเชื้อ L. pneumophila (32)  
 D. Eble (2021) การตรวจหาปริมาณ Legionella spp. ในตัวอย่างน้ า โดยทั่วไปมักใช้วิธีเพาะเลี้ยง
เชื้อ ตามมาตรฐาน ISO 11731 ซึ่งวิธีนี้ต้องใช้ระยะเวลานานในการเพาะเลี้ยงเชื้อ ถึง 15 วัน และในขั้นตอน
การยืนยันสปีชี่ส์ของเชื้อก็มีความยุ่งยาก อาจเกิดความผิดพลาดได้ งานวิจัยนี้จึงมีการศึกษาในขั้นตอนการ
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ยืนยันจากโคโลนีของเชื้อที่สงสัย บนจานอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผ่านการเพาะเลี้ยงแล้ว ซึ่งจะช่วยลดระยะเวลาใน
ขั้นตอนการยืนยันเชื้อลง 2-5 วันได ้ท าให้เกิดความรวดเร็วในการทดสอบและมีความจ าเพาะสูง (33) 
 อมรรัตน์ อินทรสูต (2559) ตรวจสอบการปนเปื้อนเชื้อ Legionella ของน้ าจากหอหลอเย็นจ านวน
40 ตัวอย่าง ด้วยวิธี duplex- PCR พบมีการปนเปื้อนของเชื้อในตัวอย่างน้ าทั้งหมด 27 ตัวอย่าง โดยแยกเป็น 
เชื้อ L. pneumophila 8 ตัวอย่าง และ Legionella spp. 19 ตัวอย่าง เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีเพาะเลี้ยงเชื้อ 
ซ่ึงพบการปนเปื้อนของเชื้อ L. pneumophila จ านวน 4 ตัวอย่าง (วิธี  duplex- PCR ให้ผลบวกเป็น 
Legionella spp. จ านวน 3 ตัวอย่าง และให้ผลลบ 1 ตัวอย่าง) เมื่อทดสอบความจ าเพาะของไพรเมอรที่ใช้
พบว่ามีแถบดีเอ็นเอที่มีขนาดใกล้เคียงกับที่ amplified ไดจาก mip gene ในเชื้อ Salmonella Typhi และ 
Salmonella Enteritidis อย่างไรก็ตามผลจาก direct sequencing พบว่ามีล าดับนิวคลีโอไทด์ ตรงต าแหนง 
ของไพรเมอรเหมือนกับ mip primers (17/20 นิวคลีโอไทด์) ดังนั้นวิธี duplex-PCR จึงมีความไวและ
ความจ าเพาะสูงสะดวกและรวดเร็วในการตรวจหาเชื้อ L. pneumophila และ Legionella spp. ทั้งนี้อาจ
ต้องใช้การตรวจหายีน mip ร่วมกับยีน 16S rDNA เพ่ือลดการเกิดผลบวกปลอมจากเชื้อแบคทีเรียอ่ืนๆ (34) 
 Daniela Toplitsch (2021) การเพาะเลี้ยงเชื้อ Legionella spp. จากตัวอย่างน้ ามีความยุ่งยาก 
เนื่องจากจะต้องใช้ประสบการณ์ทางห้องปฏิบัติการ ต้องใช้ระยะเวลาค่อนข้างนานในการทดสอบ รวมทั้งใน
ตัวอย่างน้ ามักมีการปนเปื้อนของเชื้ออ่ืนๆ จ านวนมากท าให้ยิ่งรบกวนต่อผลการทดสอบได้ ผู้วิจัยจึง
ท าการศึกษาเปรียบเทียบระหว่างวิธีเพาะเลี้ยงเชื้อตาม ISO 11731 กับวิธี qPCR ซึ่งจากผลการทดสอบพบว่า 
วิธี qPCR ให้ผลลบกับเชื้ออ่ืนๆได้ดีมาก รวมทั้งยังมีความสามารถในการตรวจหาเชื้อ Legionella spp. ที่มี
ปริมาณต่ าๆได้ จึงถือว่าวิธีนี้สามารถน ามาใช้ในการท านายหรือประเมินสถานการณ์การระบาดของโรคลีเจียน
แนร์ในสถานการณ์ฉุกเฉินได้อย่างมีประสิทธิภาพ (35) 
 Mojtaba Moosavian (2019) ศึกษาความชุกของเชื้อ Legionella spp. ในแหล่งน้ าของเมือง 
Ahvaz ทางตะวันตกเฉียงใต้ของอิหร่าน โดยใช้ mip gene ในการระบุชนิดของเชื้อลีจิโอเนลลา โดยเก็บ
ตัวอย่างน้ า จ านวน 144 ตัวอย่าง เพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ BCYE และ MWY agar plate น าโคโลนีของ
เชื้อที่ขึ้นบน  agar plate ไปวิเคราะห์ล าดับเบส โดยพบเชื้อ Legionella spp. ในตัวอย่างน้ า 13.9% 
(20/144) เมื่อวิเคราะห์ด้วย mip gene sequences มี 13 isolates เป็น L. pneumophila (54.1%),       
5 isolates เป็น L. worsleinsis (20.8%) ที่เหลือเป็น L. dumoffi และ L. fairfieldensis (4.1%) ซึ่งการพบ
เชื้อ Legionella ในแหล่งน้ าอาจเป็นอันตรายต่อระบบสุขภาพของประชาชนในพ้ืนที่ได้ จ าเป็นต้องมีการ
ติดตามอย่างสม่ าเสมอ เพ่ือลดความเสี่ยงในการแพร่กระจายของเชื้อได้ (36) 

วิธีการตรวจวินิจฉัยทางห้องปฏิบัติการที่ถือเป็นวิธีมาตรฐาน (Reference standard) ไดแก การ
เพาะเลี้ยงเชื้อ แต่เนื่องจากเชื้อ Legionella เป็นเชื้อที่เจริญยากต้องอาศัยการเพาะเลี้ยงบนอาหารชนิดพิเศษ 
Buffered charcoal-yeast extract (BCYE) agar ที่ มี ก รดอะมิ โน  L-cysteine ผสมอยู่ และต้ องอาศั ย
ระยะเวลาในการเจริญเติบโตมากกว่าเชื้อแบคทีเรียก่อโรคอ่ืนๆ โดยต้องเพาะเลี้ยงนานประมาณ 3-5 วันใน
สภาวะที่มี CO2 ร้อยละ 5-10 และที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เชื้อ Legionella ที่อยู่ในสภาวะที่ยังมีชีวิต  
ไมสามารถเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ (non culturable but viable Legionella) ซึ่งในสภาวะนี้สามารถน า
เชื้อกลับมาเพาะเลี้ยงใหม่บนอาหารเลี้ยงเชื้อที่เติมสารอาหารชนิดพิเศษหรือน ากลับมาเพ่ิมจ านวนในเชื้อ
อะมีบา แล้วท าให้เชื้อมีความสามารถในการก่อโรคไดใหม่อีกครั้ง เนื่องจากวิธีการตรวจหาสารพันธุกรรมของ
เชื้อแบคทีเรียเริ่มมีบทบาทมากขึ้น จึงได้มีการพัฒนาวิธีการตรวจเพ่ือให้ง่าย รวดเร็ว และเป็นวิธีที่มีความไว
และความจ าเพาะสูง เช่น การน าเทคนิค PCR มาใช้ เป็นต้น (37) 
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บทที่ 3 
วิธีด าเนินการวิจัย 

3.1 รูปแบบการศึกษา 
รูปแบบการศึกษาเป็นการศึกษาเชิงทดลอง (Experimental Research) เพ่ือพัฒนาศักยภาพการ

ทดสอบทางห้องปฏิบัติการของกองห้องปฏิบัติการสาธารณสุขกรมอนามัย ในการตรวจหาเชื้อ Legionella spp. 
โดยห้องปฏิบัติการได้พัฒนาวิธีส าหรับตรวจหาเชื้อ Legionella spp. ด้วยวิธี Real time - polymerase chain 
reaction (Real-time PCR) ขึ้น และด าเนินการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีเพ่ือเปรียบเทียบผลการทดสอบ
ระหว่างวิธีมาตรฐาน (วิธีเพาะเลี้ยงเชื้อ) และวิธีที่พัฒนาขึ้น (วิธี Real - time PCR) ซึ่งต้องให้ผลการทดสอบที่
ไม่แตกต่างกัน โดยขั้นตอนการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีทดสอบปฏิบัติตามมาตรฐาน ISO 16140-2 : 2016 
“Protocol for the validation of alternative (proprietary) methods against a reference method 
ประกอบด้วยการศึกษาความไว (Sensitivity), ค่าต่ าสุดที่สามารถตรวจพบได้ (Relative level of detection; 
RLOD) และความจ าเพาะ (specificity) โดยตัวอย่างที่น ามาใช้ในการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีในครั้งนี้ 
เป็นตัวอย่ างน้ าที่ ส่ งตรวจหาเชื้อ  Legionella spp. ทางห้องปฏิบัติการ (naturally contaminated 
samples) และตัวอย่างที่เติมเชื้อ (artificially contaminated samples) 

3.2 เครื่องมือ/วัสดอุุปกรณ์วิทยาศาสตร์, สารเคมี/อาหารเลี้ยงเชื้อ และเชื้อจุลินทรีย์อ้างอิง 
3.2.1 เครื่องมือวิทยาศาสตร์ 

- เครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม (Real-time PCR) ยี่ห้อ Analytik Jena รุ่น qTOWER3 
- เครื่องชั่ง 2 ต าแหน่ง (Balance) รุ่น ME-T3002T ยี่ห้อ Mettler Toledo 
- เครื่องวัดความเป็นกรด – เบส (pH meter) รุ่น S20 ยี่ห้อ Mettler Toledo 
- เครื่องนึ่งฆ่าเชื้อ (Autoclave) รุ่น SX-700 ยี่ห้อ Tomy อุณหภูมิ 121 ± 3 องศาสเซลเซียส 
- ตู้ปลอดเชื้อ (Laminar Flow) รุ่น NU-543 ยี่ห้อ NuAire 
- ตู้บ่มเพาะเชื้อ (Incubator) รุ่น KB720 ยี่ห้อ Binder อุณหภูมิ 36 ± 2 องศาสเซลเซียส 
- เครื่องปั่นเหวี่ยง (Centrifuge) ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส (Eppendorf, Germany) 
- อ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) รุ่น BAD-12 ยี่ห้อ RAYPA อุณหภูมิ 50 ± 1 องศา

เซลเซียส 
- ชุดกรองตัวอย่างน้ า (Membrane filtration equipment) 
- เครื่องเขย่าสารละลาย (Vortex sheker)  ยี่ห้อ Heidolph 
- เครื่องเขย่าผสมสารละลาย (Vortex mixer) รุ่น Vortex-Genie2 ยี่ห้อ Genie 
- เครื่องดูดจ่ายสารละลายอัตโนมัติ (Autopipettes) ปริมาตร 1-10 มิลลิลิตร ยี่ห้อ Eppendorf 
- เครื่องดูดจ่ายสารละลายอัตโนมัติ (Autopipettes) ปริมาตร 100-1,000 ไมโครลิตร  

ยี่ห้อ Eppendorf 
- เครื่องดูดจ่ายสารละลายอัตโนมัติ (Autopipettes) ปริมาตร 10-100 ไมโครลิตร ยี่ห้อ 

Eppendorf 
- เครื่องดูดจ่ายสารละลายอัตโนมัติ (Autopipettes) ปริมาตร 0.5-10 ไมโครลิตร ยี่ห้อ 

Eppendorf 
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3.2.2 วัสดุ อุปกรณ์วิทยาศาสตร์ 
- แผ่นกรอง (Membrane filter) ชนิด polycarbonate ขนาดรูพรุน 0.2 ไมโครเมตร  
    (PALL, USA) 
- ปิเปตทิป (pipette tip) ขนาด 1 และ 10 มิลลิลิตร 
- ปิเปตทิปแบบมีแผ่นกรอง (pipette filter tip) ขนาด 10, 100 และ 1,000 ไมโครลิตร 
- หลอดทดลอง (test tube) ขนาด 15 และ 50 มิลลิลิตร 
- ตะแกรงใส่หลอดทดลอง (test tube rack) 
- จานเพาะเชื้อ (petri dish) 
- ขวดแก้วขนาดบรรจุ 500 มิลลิลิตร 
- ตะเกียงแอลกอฮอล์ 
- หลอด PCR ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
- หลอด PCR ขนาด 0.2 มิลลิลิตร 

3.2.3 เชื้อจุลินทรีย์อ้างอิง 
- Legionella pneumophila (DMST 12800)  
- Escherichia coli (DMST 4212) 
- Klebsiella pneumoniae (DMST 7592) 
- Klebsiella aerogenes (DMST 8841)  
- Staphylococcus aureus (DMST 8013)  
- Staphylococcus epidermidis (DMST 5868) 
- Pseudomonas aeruginosa (DMST 4739) 
- Salmonella Typhimurium (DMST 562) 

3.2.4 สารเคมี/อาหารเลี้ยงเชื้อ 
ส าหรับเพาะเลี้ยงเชื้อ (Culture) 
- Glycine vancomycin polymyxin B cycloheximide agar (GVPC)  
- Buffered charcoal yeast extract agar with L-cysteine (BCYE) 
- Buffered charcoal yeast extract agar without L-cysteine (BCYE-cys) 
- Tryptic Soy Agar (TSA) 
- Tryptic Soy Broth (TSB) 
- Plate Count Agar (PCA) 
- สารละลายบัฟเฟอร์ (buffered water)     
ส าหรับตรวจหาสารพันธุกรรม ด้วยวิธี Real time PCR 
- ชุดน้ ายาสกัดสารพันธุกรรมส าหรับแบคทีเรีย (GenUPTM Bacteria gDNA Kit,  
    Berlin, Germany) 
- ชุดน้ ายา PCR ส าหรับตรวจหาสารพันธุกรรมของ Legionella spp. (PCR maxTM) 
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3.2.5 การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ และสารละลายบัฟเฟอร์ 
3.2.5.1 Glycine vancomycin polymyxin B cycloheximide agar (GVPC)  

ส่วนประกอบ   
BCYE agar base 
- Activated Charcoal 2    กรัม 
- Yeast Extract 10     กรัม 
- Agar 15    กรัม 
- น้ ากลั่น 500 มิลลิลิตร 
GVPC Supplement 
- Glycine  1.5 กรัม 
- Vancomicin 0.0005 มิลลิลิตร 
- Polymyxin B Sulphate 40000 IU 
- Cyclohexymide 0.04 กรัม 
- น้ ากลั่น sterile 10 มิลลิลิตร 

  ขั้นตอนการเตรียม 
- ชั่งอาหารเลี้ยงเชื้อ BCYE agar base 13.5 กรัม ละลายส่วนประกอบทั้งหมดในน้ า

กลั่นปริมาตร 500 มิลลิลิตร 
- ให้ความร้อนจนอาหารเลี้ยงเชื้อละลายเป็นเนื้อเดียวกัน 
- จากนั้นน าไปฆ่าเชื้อด้วย autoclave ที่ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 
- ละลาย GVPC Supplement ด้วยน้ ากลั่น sterile ปริมาตร 10 มิลลิลิตร จากนั้น

เติมลงในขวด BCYE agar ที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้ว 
- เขย่าอาหารเลี้ยงเชื้อและ GVPC Supplement ให้เข้ากัน จากนั้นเทแบ่งในจาน

อาหารเลี้ยงเชื้อ ส าหรับใช้งาน 
3.2.5.2 Buffered charcoal yeast extract agar with L-cysteine (BCYE) 

ส่วนประกอบ   
BCYE agar base 
- Activated Charcoal 2    กรัม 
- Yeast Extract 10     กรัม 
- Agar 15    กรัม 
- น้ ากลั่น 500 มิลลิลิตร 
BCYE Growth Supplement 
- ACES Buffer (N-2-Acetamido-2-

Aminoethanesulfonic acid)  
5 กรัม 

- Potassium Hydroxide 1.4 กรัม 
- Ferric Pyrophosphate 0.125 กรัม 
- Potassium Alfa-Ketoglutarate              0.5 กรัม 
- L-Cysteine HCl 0.2 กรัม 
- Sterile solvent 10 มิลลิลิตร 
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  ขั้นตอนการเตรียม 
- ชั่งอาหารเลี้ยงเชื้อ BCYE agar base 13.5 กรัม ละลายส่วนประกอบทั้งหมดในน้ า

กลั่นปริมาตร 500 มิลลิลิตร 
- ให้ความร้อนจนอาหารเลี้ยงเชื้อละลายเป็นเนื้อเดียวกัน 
- จากนั้นน าไปฆ่าเชื้อด้วย autoclave ที่ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 
- ละลาย BCYE Growth Supplement ด้วย Sterile solvent ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 

จากนั้นเติมลงในขวด BCYE agar ที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้ว 
- เขย่าอาหารเลี้ยงเชื้อและ BCYE Growth Supplement ให้เข้ากัน จากนั้นเทแบ่งใน

จานอาหารเลี้ยงเชื้อ ส าหรับใช้งาน 
3.2.5.3 Buffered charcoal yeast extract agar without L-cysteine (BCYE-cys) 

ส่วนประกอบ   
BCYE agar base 
- Activated Charcoal 2    กรัม 
- Yeast Extract 10     กรัม 
- Agar 15    กรัม 
- น้ ากลั่น 500 มิลลิลิตร 
BCYE without Cysteine Supplement 
- ACES Buffer (N-2-Acetamido-2-

Aminoethanesulfonic acid)  
5 กรัม 

- Potassium Hydroxide 1.4 กรัม 
- Ferric Pyrophosphate 0.125 กรัม 
- Potassium Alfa-Ketoglutarate              0.5 กรัม 
- Sterile solvent 10 มิลลิลิตร 

  ขั้นตอนการเตรียม 
- ชั่งอาหารเลี้ยงเชื้อ BCYE agar base 13.5 กรัม ละลายส่วนประกอบทั้งหมดในน้ า

กลั่นปริมาตร 500 มิลลิลิตร 
- ให้ความร้อนจนอาหารเลี้ยงเชื้อละลายเป็นเนื้อเดียวกัน 
- จากนั้นน าไปฆ่าเชื้อด้วย autoclave ที่ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 
- ละลาย BCYE without Cysteine Supplement ด้วย Sterile solvent ปริมาตร 

10 มิลลิลิตร จากนั้นเติมลงในขวด BCYE agar ที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้ว 
- เขย่าอาหารเลี้ ยงเชื้ อและ BCYE without Cysteine Supplement ให้ เข้ากัน 

จากนั้นเทแบ่งในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ ส าหรับใช้งาน 
3.2.5.4 Tryptic Soy Agar (TSA) 

ส่วนประกอบ   
- Pancreatic Digest of Casein 15    กรัม 
- Papaic Digest of Soybean 5     กรัม 
- Sodium Chloride 5    กรัม 
- Agar 15 กรัม 
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- น้ ากลั่น 1,000 มิลลิลิตร 
ขั้นตอนการเตรียม 
- ชั่งอาหารเลี้ยงเชื้อ 40 กรัม ละลายส่วนประกอบทั้งหมดในน้ ากลั่น 1,000 มิลลิลิตร  
-  ให้ความร้อนจนอาหารเลี้ยงเชื้อละลายเป็นเนื้อเดียวกัน แบ่งใส่ขวดหรือหลอดตาม

ปริมาตรที่ต้องการใช้งาน 
- จากนั้นน าไปฆ่าเชื้อด้วย autoclave ที่ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที  

3.2.5.5 Tryptic Soy Broth (TSB) 
ส่วนประกอบ   
- Pancreatic Digest of Casein 17    กรัม 
- Papaic Digest of Soybean 3   กรัม 
- Dextrose 2.5 กรัม 
- Sodium Chloride 5    กรัม 
- Dipotassium Phosphate 2.5 กรัม 
- น้ ากลั่น 1,000 มิลลิลิตร 

  ขั้นตอนการเตรียม 
- ชั่งอาหารเลี้ยงเชื้อ 30 กรัม ละลายส่วนประกอบทั้งหมดในน้ ากลั่น 1,000 มิลลิลิตร 
-  ให้ความร้อนจนอาหารเลี้ยงเชื้อละลายเป็นเนื้อเดียวกัน แบ่งใส่ขวดหรือหลอดตาม

ปริมาตรที่ต้องการใช้งาน 
- จากนั้นน าไปฆ่าเชื้อด้วย autoclave ที่ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 

3.2.5.6 Plate Count Agar (PCA) 
ส่วนประกอบ   
- Pancreatic Digest of Casein 5  กรัม 
- Yeast Extract  2.5   กรัม 
- Dextrose 1 กรัม 
- Agar  15 กรัม 
- น้ ากลั่น 1,000 มิลลิลิตร 
ขั้นตอนการเตรียม 

-  ชั่งอาหารเลี้ยงเชื้อ 23.5 กรัม ละลายส่วนประกอบทั้งหมดในน้ ากลั่น 1 ,000     
มิลลิลิตร 

-  ให้ความร้อนจนอาหารเลี้ยงเชื้อละลายเป็นเนื้อเดียวกัน แบ่งใส่ขวดตามปริมาตรที่
ต้องการใช้งาน 

- จากนั้นน าไปฆ่าเชื้อด้วย autoclave ที่ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที  
3.2.5.7 สารละลายบัฟเฟอร์ (buffered water)     

ส่วนประกอบ   
1) phosphate buffer stock solution 
- Potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4)  34  กรัม 
- น้ ากลั่น 1,000 มิลลิลิตร 
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ชั่ง KH2PO4 34 กรัม ละลายในน้ ากลั่น 500 มิลลิลิตร ปรับ pH 7.2±0.5 โดยใช้ 1 N 
NaOH และปรับปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร 

2) magnesium chloride stock solution 
- magnesium chloride (MgCl2 หรือ MgCl2.6H2O)    38 หรือ 81.1   กรัม 
- น้ ากลั่น 1,000 มิลลิลิตร 
ชั่ง magnesium chloride ตามสัดส่วน ละลายในน้ ากลั่นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 
ขั้นตอนการเตรียม 
- ปิ เป ต  phosphate buffer stock solution ป ริ ม าต ร  1 .25  มิ ล ลิ ลิ ต ร  แล ะ 

magnesium chloride stock solution ปริมาตร 0.5  มิลลิลิตรลงในน้ ากลั่ น 
1,000 มิลลิลิตร 

- ปรับ pH ให้อยู่ในช่วง 7.2±0.1 
- แบ่งใส่หลอดหรือขวดตามปริมาตรที่ต้องการใช้งาน 
- จากนั้นน าไปฆ่าเชื้อด้วย autoclave ที่ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที  

3.3 ขั้นตอนการตรวจหาเชื้อ Legionella spp. ทางห้องปฏิบัติการ 
การทดสอบเพ่ือตรวจหาเชื้อ Legionella spp. ในตัวอย่างน้ า มีขั้นตอนการทดสอบดังนี้ 
3.3.1 การท าให้ตัวอย่างเข้มข้นขึ้น (Sample concentration)  

เป็นขั้นตอนการเตรียมตัวอย่างทดสอบ เพ่ือให้ตัวอย่างมีความเข้มข้นมากขึ้น เหมาะสมส าหรับ
น าไปทดสอบในขั้นตอนการตรวจหาเชื้อ Legionella spp. ด้วยวิธีเพาะเลี้ยงเชื้อ และวิธี Real-
time PCR ต่อไป โดยในการศึกษาครั้งนี้ท าการ concentrate ตัวอย่างด้วยวิธีการกรองผ่านแผ่น
กรอง (Membrane filtration) ซึ่งมีข้ันตอนดังนี้ 
1) น าตัวอย่างปริมาตร 250 มิลลิลิตร กรองผ่านแผ่นกรอง ขนาดรูพรุน 0.2 ไมโครเมตร 
2) น าแผ่นกรองที่ผ่านการกรองตัดเป็นชิ้นเล็กๆ และ resuspend ด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ 

ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 
3) น าไป Vortex ประมาณ 15 นาที เพ่ือชะให้เชื้อหลุดออกจากแผ่นกรอง ได้เป็นตัวอย่างที่มี

ความเข้มข้นเพียงพอส าหรับน าไปทดสอบต่อด้วยวิธีเพาะเลี้ยงเชื้อ และวิธี Real-time PCR 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 8 ขั้นตอนการท าให้ตัวอย่างเข้มข้นขึ้น ด้วยวิธีการกรอง (Membrane filtration) 
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3.3.2 การตรวจหาเชื้อ Legionella spp. ด้วยวิธีเพาะเลี้ยงเชื้อ 
1) ท าการ Inoculate ตัวอย่างที่ผ่านการ Concentrate ด้วยวิธี Membrane filtration ปริมาตร 

100 ไมโครลิตร ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ GVPC plate 
2) spread plate ให้ตัวอย่างเกลี่ยทั่วผิวหน้าอาหาร 

 
 
 
 
 
 
  
 

 
ภาพที่ 9 ขั้นตอนการแยกเชื้อให้บริสุทธิ์ โดยใช้เทคนิค Spread plate 

3) น าอาหารเลี้ยงเชื้อไปบ่มที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3-10 วัน  
4) ถ้าพบโคโลนของเชื้อแบคทีเรียที่มีลักษณะกลม มันวาว สีขาว-เทาเกิดขึ้นบนจานอาหารเลี้ยง

เชื้อ GVPC และเมื่อน าไปย้อมสีแกรมพบลักษณะ gram negative rod ให้น าโคโลนีดังกล่าว
ไปเพาะเลี้ยงต่อในอาหารเลี้ยงเชื้อ  BCYE ที่มีส่วนประกอบของ L-cysteine (BCYE) และ 
BCYE ที่ไมมีส่วนประกอบของ L-cysteine (BCYE-cys) เพ่ือเปรียบเทียบการเจริญของเชื้อ
น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2-5 วัน 

5) กรณีเชื้อสามารถเจริญได้เฉพาะในอาหารเลี้ยงเชื้อ  BCYE ที่มีส่วนประกอบของ L-cysteine 
เท่านั้น ให้บันทึกผลเป็น Detected (พบเชื้อ Legionella spp.) แต่หากเชื้อเจริญหรือไม่เจริญ
บนอาหารเลี้ยงเชื้อทั้ง 2 ชนิด ให้บันทึกผลเป็น Not Detected (ไม่พบเชื้อ Legionella spp.) 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 10 ลักษณะโคโลนีของเชื้อ Legionella spp. ทีข่ึ้นบน plate GVPC agar (A) 
จากนั้นไปเพาะเลี้ยงต่อ (re-streak) บนอาหารเลี้ยงเชื้อ BCYE (B) และ BCYE-cys (C) 

 
 
 
 

B C A 
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3.3.3 การตรวจหาเชื้อ Legionella spp. ด้วยวิธี Real-time PCR 
1) น าตัวอย่างที่ผ่านการ Concentrate ด้วยวิธี Membrane filtration ปริมาตร 200 ไมโครลิตร 

มาสกัด DNA โดยใช้ชุดน้ ายาสกัดสารพันธุกรรมส าหรับแบคทีเรีย (GenUPTM Bacteria gDNA 
Kit, Berlin, Germany) ท าตามขั้นตอนต่างๆ ตามท่ีระบุในชุดสกัด 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 11 ขั้นตอนการสกัดสารพันธุกรรมโดยใช้ชุดน้ ายาสกัดสารพันธุกรรม GenUPTM Bacteria gDNA Kit 
2) DNA ที่สกัดได้ น าไปตรวจหาสารพันธุกรรมเชื้อ Legionella ด้วยวิธี Real-time PCR หรือ

เก็บท่ีอุณหภูมิ - 20 องศาเซลเซียสส าหรับรอการทดสอบต่อ 
3) เตรียมส่วนประกอบของปฏิกิริยา PCR (master mix) ลงในหลอด PCR ซึ่งปริมาตรที่ใช้ แสดง

ดังตารางที่ 2 
ตารางท่ี 2 แสดงส่วนประกอบปฏิกิริยา PCR (Master Mix) ส าหรับ 1 ตัวอย่างทดสอบ (Reaction) 

 
 
 
 
 
 
 
 

4) น าหลอด PCR ที่บรรจุส่วนประกอบหลักของปฏิกิริยา PCR เข้าเครื่องเพ่ิมปริมาณสาร
พันธุกรรม (Real-time PCR) ยี่ห้อ Analytik Jena รุ่น qTOWER3 โดยใช้ DNA ของเชื้อ 
Legionella pneumophila เป็นตัวควบคุมผลบวก และ nuclease-free water เป็นตัว
ควบคุมผลลบ โดยสภาวะของปฏิกิริยา PCR ตั้งค่าดังตารางที่ 3 
 
 
 
 

ส่วนประกอบ/ 1 reaction 
2X qPCR Master Mix 10 ไมโครลิตร 
Legionella spp. Primer/probe mix 1 ไมโครลิตร 
Internal Extraction Control Primer/probe mix 1 ไมโครลิตร 
nuclease-free water 3 ไมโครลิตร 
DNA sample (Template) 5 ไมโครลิตร 
Final volume 20 ไมโครลิตร 
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    ตารางท่ี 3 สภาวะของปฏิกิริยาส าหรับการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของเชื้อ Legionella spp. 
ขั้นตอน อุณหภูมิ เวลา จ านวนรอบ 

Enzyme activation 95 องศาเซลเซียส 2 นาที 1 รอบ 
Denaturation 95 องศาเซลเซียส 10 วินาที 

50 รอบ 
Annealing and extension * 60 องศาเซลเซียส 60 วินาที 

* เป็นขั้นตอนท่ีมีการเก็บข้อมูลการเรืองแสงของสารเรืองแสงเป้าหมาย คือ FAM  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 12 ขั้นตอนการเตรียม master mix และการตั้งค่าสภาวะของปฏิกิริยา 

ส าหรับการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของเชื้อ Legionella spp. 
5) การแปลผลการทดสอบ 

5.1) ก่อนการแปลผลการทดสอบตัวอย่างต้องตรวจสอบค่าการควบคุมคุณภาพการทดสอบ   
ทุกครั้ง ดังนี้ 
- ตรวจสอบลักษณะ curve ของ real time plot ว่าเป็น curve ที่มีลักษณะปกติ         

(S curve: Typical curve) 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 13 ลักษณะของกราฟที่มีลักษณะปกติ (S curve: Typical curve) 
 

Typical curve 
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- Positive control ต้องให้ค่า Ct value อยู่ในช่วงที่ก าหนด (อยู่ในช่วง 16 ถึง 23) 
- Negative control ใช้ Nuclease free water เป็น Negative control ทุกครั้งในการ

ท าปฏิกิริยา PCR ต้องซึง่ต้องไม่มีค่า Ct values  
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 14 ลักษณะของกราฟ Positive control และ Negative control 
(A) คือ raw data (B) คือ calculate Ct 

- Internal control ใช้ส าหรับตรวจสอบคุณภาพของขั้นตอนการสกัดสารพันธุกรรมจาก
ตัวอย่าง และการเกิดปฏิกิริยา amplification ซึ่งในการทดสอบต้องแสดงค่า Ct ของ 
Internal control เพ่ือยืนยันว่าขั้นตอนการสกัดและการเกิดปฏิกิริยา amplification 
เป็นไปอย่างสมบูรณ์ 

- Duplication เป็นตัวอย่างที่มาจากการท าซ้ า โดยท าซ้ าอย่างน้อย 10% ของตัวอย่าง
แต่ละชุดที่ทดสอบ ซึ่งต้องให้ผลการทดสอบเหมือนกับตัวอย่างเดียวกัน 

กรณีค่าการควบคุมคุณภาพไม่ผ่านต้องมีการหาสาเหตุและแก้ไขจนค่าการควบคุมคุณภาพ 
ผ่านจึงสามารถแปลผลการทดสอบได้ 

5.2) การแปลผลการทดสอบตัวอย่าง 
การอ่านผลจากกราฟความสัมพันธ์ระหว่างจ านวนรอบที่ใช้ในการเพ่ิมปริมาณสาร

พันธุกรรมจนสามารถตรวจวัดได้ (Cycles) และปริมาณแสง Fluorescence ที่ตรวจวัดได้
ถ้าในตัวอย่างมีสารพันธุกรรมของเชื้อ Legionella spp. อยู่ จะแสดงลักษณะกราฟเป็น 
S-curve ถ้าไม่มีจะแสดงลักษณะกราฟเป็นเส้นตรง โดยจากกราฟสามารถรายงานได้เป็น
ค่า Ct ซึ่งค่า Ct คือ จ านวนรอบที่ใช้ในการเพ่ิมปริมาณ DNA เป้าหมาย จนถึงระดับที่
เครื่อง PCR สามารถตรวจวัดได้ การรายงานผลทดสอบด าเนินการดังตารางที่ 4 

ตารางท่ี 4 การแปลผลการทดสอบ โดยพิจารณาจากค่า Ct และค่าการควบคุมคุณภาพ 
Target Internal 

control 
Positive 
control 

Negative 
control 

การแปลผล 

≤ 30 + / - + - พบเชื้อ (Detect) 
> 30 + + - พบเชื้อ (Detect) 
> 30 - + - พบเชื้อ (Detect) 

- + + - ไม่พบเชื้อ (Not detect) 
 

Positive control 

Negative control 

Positive control 

Negative control 

A B 



-31-  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 15 ลักษณะกราฟของตัวอย่างที่พบเชื้อ (Detect)  และไม่พบเชื้อ (Not detect) 

(A) คือ raw data (B) คือ calculate Ct 

3.4 ขั้นตอนการตรวจสอบความถูกต้องของวิธี  ตาม ISO 16140-2 : 2016 - Protocol for the 
validation of alternative (proprietary) methods against a reference method 
ประกอบด้วยการศึกษา 3 ส่วน ดังนี้  
3.4.1 การศึกษาความไว (Sensitivity)  

เป็นการศึกษาเปรียบเทียบผลการทดสอบระหว่างวิธีอ้างอิงและวิธีทางเลือกว่ามีค่าความไว 
(sensitivity) ที่แตกต่างกันหรือไม ่ด าเนินการดังนี้ 
3.4.1.1 การคัดเลือกกลุ่มตัวอย่างทดสอบ/จ านวนตัวอย่าง 

1) กลุ่มตัวอย่าง ตัวอย่างที่ผู้วิจัยด าเนินการศึกษา คือ กลุ่มตัวอย่างน้ า (categories) 
ประกอบด้วยตัวอย่าง 3 ประเภท (types) ได้แก่   

- ตัวอย่างน้ าจากฝักบัวอาบน้ า 
- ตัวอย่างน้ าจากก๊อกน้ า 
- ตัวอย่างจากน้ าพุประดับอาคาร  

โดยน าตัวอย่างแต่ละประเภทมาทดสอบเบื้องต้นเพ่ือตรวจหาเชื้อ Legionella spp. 
ผลไม่พบเชื้อ ท าให้ไม่สามารถหาตัวอย่างที่ปนเปื้อนจุลินทรีย์ตามธรรมชาติได้ 
(naturally contaminated samples) ในงานวิจัยครั้งนี้จึงใช้เป็นตัวอย่างที่มีการ
เติมเชื้อแทน (artificially contaminated samples)  

Detect 
Not detect 

Detect 

Not detect 

A 

B 
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2) จ านวนตัวอย่าง ในการทดสอบตัวอย่างแต่ละประเภท (types) ท าการทดสอบ
ประเภทละ 20 ตัวอย่าง รวมเป็น 60 ตัวอย่าง 

3.4.1.2 การเตรียมตัวอย่างให้ปนเปื้อนเชื้อจุลินทรีย์ (artificially contaminated 
samples) โดยวิธี Spiking ส าหรับการทดสอบความไว (Sensitivity) 
1) การเตรียมตัวอย่างทดสอบ ในการศึกษาความไว (Sensitivity) ตัวอย่างทดสอบแต่ละ

ประเภท ต้องพบสัดส่วนของผลบวก (fractional positive result) อยู่ในช่วง 25-
75% ของตัวอย่างแต่ละประเภท (ตัวอย่างที่ทดสอบไม่ควรให้ผลบวกทั้งหมด หรือผล
ลบทั้งหมด) ปริมาตรของตัวอย่างที่ ใช้ คือ 250 มิลลิลิตรต่อ test portion โดย
จ านวนตัวอย่างที่ต้องเตรียม แสดงดังตารางที่ 5 

ตารางที่ 5 แสดงประเภทตัวอย่าง จ านวนตัวอย่าง และปริมาณเชื้อส าหรับเติมใน
ตัวอย่าง ส าหรับการศึกษาความไว (Sensitivity) 
 

ประเภทตัวอย่าง จ านวนตัวอย่าง ปริมาณเชื้อท่ีเติม เชื้อท่ีเติม 
 

น้ าจากฝักบัวอาบน้ า 5 ไม่เติมเชื้อ  (0 cfu/ml) L. pneumophila 
(DMST 12800) 5 ต่ า  (102 cfu/ml) 

5 กลาง  (104 cfu/ml) 
5 สูง  (106 cfu/ml) 

น้ าจากก๊อกน้ า 5 ไม่เติมเชื้อ  (0 cfu/ml) L. pneumophila 
(DMST 12800) 5 ต่ า  (102 cfu/ml) 

5 กลาง  (104 cfu/ml) 
5 สูง  (106 cfu/ml) 

น้ าพุประดับอาคาร 5 ไม่เติมเชื้อ  (0 cfu/ml) L. pneumophila 
(DMST 12800) 5 ต่ า  (102 cfu/ml) 

5 กลาง  (104 cfu/ml) 
5 สูง  (106 cfu/ml) 

 
3.4.1.3 ขั้นตอนการทดสอบ 

เมื่อเตรียมตัวอย่างในแต่ละประเภทเรียบร้อยแล้ว น าไปทดสอบเพ่ือตรวจหาเชื้อ 
Legionella spp. ด้วยวิธีเพาะเลี้ยงเชื้อ และวิธี Real-time PCR ตามข้อ 3.3  

3.4.1.4 การแปลผลการทดสอบ 
1)  น าผลการทดสอบจากท้ัง 2 วิธี วธิีเพาะเลี้ยงเชื้อ และวิธี Real-time PCR มา

ค านวณ หาค่า Sensitivity ของวิธีทางเลือก (SEalt), Sensitivity ของวิธีอ้างอิง 
(SEref), Relative trueness (RT), False positive ratio ของวิธีทางเลือก (FPR) 

2) แปลผลการทดสอบของแต่ละตัวอย่าง ดังตารางที่ 6 
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ตารางท่ี 6 การแปลผลการทดสอบจากวิธีอ้างอิงและวิธีทางเลือก 
วิธีทดสอบ วิธีอ้างอิง (วิธีเพาะเลี้ยงเชื้อ) + วิธีอ้างอิง (วิธีเพาะเลี้ยงเชื้อ) - 

วิธีทางเลือก (Real-time PCR) + + / + (PA) - / + (PD) 
วิธีทางเลือก (Real-time PCR) - + / - (ND) - / - (NA) 
หมายเหตุ 
- Positive Agreement (PA) คือ ตัวอย่างที่ให้ผลบวกท้ังวิธีทางเลือก (+) และวิธีอ้างอิง (+) 
- Negative Deviation (ND) คือ ตัวอย่างที่ให้ผลลบด้วยวิธีทางเลือก (-)  
  แต่ให้ผลบวกด้วยวิธีอ้างอิง (+) 
- Positive Deviation (PD) คือ ตัวอย่างที่ให้ผลบวกด้วยวิธีทางเลือก (+) 
  แต่ให้ผลลบด้วยวิธีอ้างอิง (-) 
- Negative Agreement (NA) คือ ตัวอย่างที่ให้ผลลบทั้งวิธีทางเลือก (-) และวิธีอ้างอิง (-) 

 
3) จากข้อมูลสรุปการแปลผลการทดสอบในตาราง น าข้อมูลมาค านวณหาค่าต่อไปนี้ 

 
- Sensitivity ของวิธีทางเลือก (SEalt)    =  

 
 
 

- Sensitivity ของวิธีอ้างอิง (SEref)           = 
 
 
 

- Relative trueness (RT)                = 
 
 
 

- False positive ratio (FPR) ของวิธีทางเลือก  =          =  
 
                 
                  

- Positive predictive value (PPV)    =                   PA 
                                                                     PA+PD    
 
 
- Negative predictive value (NPV)  =                   NA 
                                                                      NA+ND    

 

  PA+PD 
PA+ND+PD 

   X 100 
% 

    PD 
    NA 

   X 100 
% 

 PA+ND 
PA+ND+PD 

X 100 
% 

X 100  

X 100 
% 

       PA+NA   
 NA+PA+PD+ND  

   X 100 
% 
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4) ตัดสินผลการทดสอบของวิธีทางเลือก โดยค านวณความแตกต่างระหว่าง (ND-PD) 
และค านวณผลรวมของ (ND+PD) แล้วน าค่าที่ค านวณได้ ไปตรวจสอบว่าอยู่ในช่วง
ของขีดจ ากัดการยอมรับ (Acceptability Limit; AL) หรือไม่ หากผลการค านวณอยู่
ในช่วงขีดจ ากัดการยอมรับ แสดงว่าวิธีทางเลือกผ่านเกณฑ์การยอมรับ 
ตารางท่ี 7 การตัดสินผลการทดสอบของวิธีทางเลือก 

จ านวนกลุ่มตัวอย่าง 
(categories) 

(ND – PD) (ND + PD) 

1 3 6 

  หมายเหตุ 
ND = จ านวนตัวอย่างที่ให้ผล Negative Deviation  

(ให้ผลลบด้วยวิธีทางเลือก แต่ให้ผลบวกด้วยวิธีมาตรฐาน)  
PD = จ านวนตัวอย่างที่ให้ผล Positive Deviation  

(ให้ผลบวกด้วยวิธีทางเลือก แต่ให้ผลลบด้วยวิธีมาตรฐาน) 
 

3.4.2 การศึกษาค่าต่ าสุดที่สามารถตรวจพบได้  (relative level of detection: RLOD) เป็น
การศึกษาเพ่ือประเมินระดับการปนเปื้อนของเชื้อ Legionella spp. ที่วิธี Real-time PCR และ
วิธีเพาะเลี้ยงเชื้อ สามารถตรวจพบได้ (level of detection; LOD) และค านวณเป็นค่า Relative 
level of detection (RLOD)  
3.4.2.1 การคัดเลือกกลุ่มตัวอย่างทดสอบ/จ านวนตัวอย่าง 

1) กลุ่มตัวอย่าง ส าหรับการศึกษาค่าต่ าสุดที่สามารถตรวจพบได้ (RLOD) ตัวอย่างที่ใช้จะ
คัดเลือกจากตัวอย่างเพียง 1 ประเภท โดยตัวอย่างที่ผู้วิจัยเลือกด าเนินการศึกษา คือ 
ตัวอย่างน้ าประเภทน้ าจากฝักบัวอาบน้ า เพ่ือใช้เป็นตัวแทนของกลุ่มตัวอย่างทดสอบ
โดยในงานวิจัยครั้งนี้ ใช้เป็นตัวอย่างที่มีการเติมเชื้อ (artificially contaminated 
samples)  

2) จ านวนตัวอย่าง ในการทดสอบต้องมีการเติมเชื้อ 3 ระดับ รวม 30 ตัวอย่าง 
3.4.2.2 การ เต รี ยมตั วอย่ างให้ ปน เปื้ อน เชื้ อ จุ ลิ น ท รี ย์  (artificially contaminated 

samples) โดยวิธี Spiking ส าหรับการหาค่า RLOD 
1) การเตรียมตัวอย่างทดสอบ ในการศึกษาค่าต่ าสุดที่สามารถตรวจพบได้ (RLOD) ใช้

ตัวอย่างที่เติมเชื้อ ≥3 ระดับๆ ละหลายซ้ า ดังนี้ 
- ระดับที่ 1 ไม่เติมเชื้อ (negative control level) ทดสอบอย่างน้อย 5 ซ้ า (ต้อง

ไม่พบผลบวก หากพบผลบวก ต้องท าการทดสอบใหม่ ทุกระดับ) 
- ระดับที่ 2 เติมเชื้อระดับต่ า (low level) ซึ่งเป็นระดับที่ให้ผลบวก (fractional 

recovery) จ านวน 25-75% ของจ านวนตัวอย่างทั้งหมด โดยทดสอบอย่างน้อย 
20 ซ้ า 

- ระดับที่ 3 เติมเชื้อระดับสูงขึ้น (higher level) ซึ่งเป็นปริมาณที่มากกว่าระดับต่ า
เล็กน้อย ทดสอบอย่างน้อย 5 ซ้ า 

ปริมาตรของตัวอย่างที่ใช้ คือ 250 มิลลิลิตรต่อ test portion โดยจ านวนตัวอย่างที่
ต้องเตรียม แสดงดังตารางที่ 8 
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ตารางท่ี 8 แสดงประเภทตัวอย่าง จ านวนตัวอย่าง และปริมาณเชื้อส าหรับเติมในตัวอย่าง 
ส าหรับการศึกษาค่าต่ าสุดที่สามารถตรวจพบได้ (RLOD) 

 
3.4.2.3 ขั้นตอนการทดสอบ 

เมื่อเตรียมตัวอย่างเรียบร้อยแล้ว น าไปทดสอบเพ่ือตรวจหาเชื้อ Legionella spp. ด้วย
วิธีเพาะเลี้ยงเชื้อ และวิธี Real-time PCR โดยด าเนินการตาม ข้อ 3.3 

3.4.2.4 การแปลผลการทดสอบ 
- การค านวณและการแปลผลค่า RLOD 

1)  RLOD หมายถึง อัตราส่วนระหว่างค่า LOD ของวิธีทางเลือก (วิธี Real-time PCR) 
และค่า LOD ของวิธีอ้างอิง (วิธีเพาะเลี้ยงเชื้อ) 

    RLOD = LODalt 
                                   LODref 

2)  ส าหรับแต่ละกลุ่ มตั วอย่ าง (category) ค่ า RLOD จะประมาณ ในรูปของ
complementary-log-log (CLL) model ค านวณ ใช้ โปรแกรม Excel RLOD 
calculation program 

3) น าค่า RLOD ที่ค านวณได้เทียบกับขีดจ ากัดการยอมรับ Acceptability Limit (AL) 
โดยค่า AL ก าหนดไว้ที่ 1.5 หมายถึง ค่า LOD ของวิธีทางเลือกจะต้องไม่เกิน 1.5 
เท่าของค่า LOD ของวิธีอ้างอิง และเป็นที่ยอมรับ หากค่า LOD ของวิธีทางเลือกต่ า
กว่าค่า LOD ของวิธีอ้างอิง เพราะนั่นหมายถึง วิธีทางเลือกมีโอกาสตรวจพบเชื้อได้
ในระดับการปนเปื้อนที่ต่ ากว่าวิธีอ้างอิง 
 
 

3.4.3 การศึกษาความจ าเพาะ (specificity) 
เป็นการศึกษาเพ่ือให้ทราบถึงความสามารถของวิธีทางเลือกในการตรวจพบเชื้อเป้าหมาย (Target 
microorganism) และตรวจไม่พบเชื้อที่ไม่ใช่เชื้อเป้าหมาย (Non-target microorganism) 

3.4.3.1 การคัดเลือกกลุ่มตัวอย่างทดสอบ/จ านวนตัวอย่าง 
การศึกษาความจ าเพาะ (specificity) ของวิธีทดสอบครั้งนี้ ตรวจสอบโดยใช้เชื้อแบคทีเรีย
ชนิดต่างๆ ที่พบได้ในน้ าจากสิ่งแวดล้อม จ านวน 8 สายพันธุ์ ประกอบด้วย Legionella 
pneumophila, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella 
aerogenes, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, 
Pseudomonas aeruginosa  และ Salmonella Typhimurium 

ประเภทตัวอย่าง ระดับการเติม
เชื้อ 

จ านวน
ตัวอย่าง 

ปริมาณเชื้อท่ีเติม เชื้อท่ีเติม 

น้ าจากฝักบัวอาบน้ า ไม่เติมเชื้อ 5 (0 cfu/ml) L. pneumophila 
(DMST 12800) เชื้อระดับต่ า 

(low level) 
20 (101 - 102 cfu/ml) 

เชื้อระดับสูงขึ้น 
(higher level) 

5 (103 – 104 cfu/ml) 
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3.4.3.2 การเตรียมเชื้อจุลินทรีย์ ส าหรับศึกษาความจ าเพาะ (specificity) 
1) การ เต รี ยม เชื้ อ จุ ลิ น ท รี ย์ อ้ า ง อิ งตั้ งต้ น ส าห รั บ เป็ น เชื้ อ เป้ าห ม าย  (Target 

microorganism) 
1.1) น าเชื้อ L. pneumophila (DMST 12800) จาก stock culture มาเพาะเลี้ยง

บนอาหารเลี้ยงเชื้อ buffered charcoal yeast extract agar (BCYE agar) ที่มี
ส่วนประกอบของ L-cysteine น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 35 ±1 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 3-7 วัน 

1.2) น าโคโลนีเชื้อ L.pneumophila ละลาย (resuspened) ในสารละลายบัฟเฟอร์ 
โดยปรับความขุ่นให้เทียบเท่ากับ McFarland Standard No.0.5 ซึ่งจะมีเชื้อ
ประมาณ 1.5 x 108 cfu/ml 

1.3) ท าการเจือจางเชื้อแบบ serial 10-fold dilution ด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ 
จนถึงระดับความเข้มข้น 102 cfu/ml (ปริมาณเชื้อส าหรับใช้งาน คือ ประมาณ 
1.5 x 102 cfu/ml) ดังภาพที่ 20 

1.4) ท าการนับปริมาณเชื้อในช่วงการเจือจาง ด้วยเทคนิค spread plate บนอาหาร
เลี้ยงเชื้อ BCYE agar บ่มที่อุณหภูมิ 35 ±1 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3-7 วัน 

1.5) นับจ านวนโคโลนีบน BCYE agar plate ทราบปริมาณเชื้อตั้งต้นจริง (cfu/ml) 
 

ภาพที่ 16 การเจือจางเชื้อ L. pneumophila ส าหรับศึกษาความจ าเพาะ (specificity) 
 

2) การเตรียมเชื้อจุลินทรีย์อ้างอิงตั้งต้นส าหรับเป็นเชื้อที่ไม่ใช่เป้าหมาย (Non-target 
microorganism) 
2.1) เชื้อจุลินทรีย์อ้างอิงที่ใช้ส าหรับทดสอบความจ าเพาะ จ านวน 7 สายพันธุ์  

แสดงดังตารางที่ 9 

ตารางท่ี 9 เชื้อจุลินทรีย์อ้างอิงที่ใช้ส าหรับทดสอบความจ าเพาะ 
การทดสอบ เชื้อทดสอบ รหัสเชื้อจุลินทรีย์ ปริมาณเชื้อ 
ความจ าเพาะ 
(specificity) 

Escherichia coli DMST 4212 104 cfu/ml 
Klebsiella pneumoniae DMST 7592 

10-fold dilution 
e.g. 1 ml in 9 ml 

diluent 

Culture resuspened  
McFarland Standard No.0.5 

 1.5x108 cfu/ml 

10-2 dilution 
Expected 1.5x106 cfu/ml 

10-4 dilution 
Expected 1.5x104 cfu/ml 

10-6 dilution 
Expected 1.5x102 cfu/ml 
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การทดสอบ เชื้อทดสอบ รหัสเชื้อจุลินทรีย์ ปริมาณเชื้อ 
Klebsiella aerogenes DMST 8841 
Staphylococcus aureus DMST 8013 
Staphylococcus epidermidis DMST 5868 
Pseudomonas aeruginosa DMST 4739 
Salmonella Typhimurium DMST 562 

 
2.2) น าเชื้อทดสอบตามสายพันธุ์ข้างต้น จาก stock culture มา streak ลงบน

อาหาร Tryptic Soy Agar (TSA) บ่มที่ อุณหภูมิ  35±1 °C เป็นเวลา 24±2 
ชั่วโมง  

2.3) เลือกโคโลนีเดี่ยวที่ได้มาเพาะเลี้ยงลงใน Tryptic Soy Broth (TSB) 10 มิลลิลิตร 
บ่มเชื้อที่อุณหภูมิ 35±1 °C เป็นเวลา 24±2 ชั่วโมง 

2.4) ท าการเจือจางเชื้อแบบ serial 10-fold dilution ด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ ต้ังแต่ 
10-1 จนถึง 10-9   

2.5) ท าการนับปริมาณเชื้อในช่วงการเจือจาง ด้วยเทคนิค pour plate ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ Plate Count Agar (PCA)  น าไปบ่มที่  35±1°C เป็นเวลา 24±2 
ชั่วโมง ดังภาพที่ 21 

2.6) นับจ านวนโคโลนีบน PCA จะทราบปริมาณเชื้อตั้งต้น (cfu/ml) 
2.7) ท าการเจือจางเชื้อแบบ serial 10-fold dilution ด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ ให้ได้

เชื้ออยู่ในระดับที่ต้องการ คือ 104 cfu/ml 
 

 

 
 
 

 
ภาพที่ 17 การเจือจางเชื้อจุลินทรีย์อ้างอิงที่ไม่ใช่เชื้อเป้าหมาย ส าหรับศึกษาความจ าเพาะ (specificity) 

10-fold dilution 
e.g. 1 ml in 9 ml 

diluent 

Overnight culture 10-5 dilution 10-8 dilution 
 

10-9 dilution 
 

 

 30 cfu  3 cfu 
ปริมาณเชื้อตั้งต้น :  
    3 x 109 cfu/ml 

Expected 3.0 x 109 cfu/ml 
 

Expected 3.0 x 104 cfu/ml 
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3.4.3.3 ขั้นตอนการทดสอบ 
น าเชื้อจุลินทรีย์มาตรฐาน ตามปริมาณที่คาดหวังมาทดสอบด้วยวิธีเพาะเลี้ยงเชื้อ และวิธี 
Real-time PCR โดยด าเนินการตาม ข้อ 3.3.2 และ 3.3.3 

3.4.3.4 การแปลผลการทดสอบ 
เชื้อเป้าหมาย (Target microorganism) สามารถตรวจพบได้ด้วยวิธีที่ทดสอบ และเชื้อที่
ไม่ใช่เชื้อเป้าหมาย (Non-target microorganism) ต้องตรวจไม่พบด้วยวิธีดังกล่าว 
 

3.5 การประเมินความสอดคล้องระหว่างวิธี โดยใช้สถิติ kappa analysis 
3.5.1 การคัดเลือกกลุ่มตัวอย่างทดสอบ/จ านวนตัวอย่าง 

1) กลุ่มตัวอย่าง ส าหรับการประเมินความสอดคล้องระหว่างวิธี  Real-time PCR และวิธี
เพาะเลี้ ยงเชื้ อ  ตั วอย่างที่ ใช้ เป็นตัวอย่างน้ าที่ ส่ งตรวจหาเชื้ อ  Legionella spp. ทาง
ห้องปฏิบัติการ (naturally contaminated samples) และตัวอย่างที่เติมเชื้อ (artificially 
contaminated samples) อย่างละ 35 ตัวอย่าง จ านวนรวม 70 ตัวอย่าง 

3.5.2 การเตรียมตัวอย่างให้ปนเปื้อนเชื้อจุลินทรีย์ (artificially contaminated samples) โดยวิธี 
Spiking ส าหรับประเมินความสอดคล้อง 
1) การเตรียมตัวอย่างทดสอบ ใช้ตัวอย่างทดสอบ จ านวน 2 ชุด ดังนี้ 

- ชุดที่ 1 ตัวอย่างที่ส่งตรวจทางห้องปฏิบัติการ โดยไม่เติมเชื้อ จ านวน 35 ตัวอย่าง 
- ชุดที่ 2 ตัวอย่างที่ส่งตรวจทางห้องปฏิบัติการ โดยเติมเชื้อ จ านวน 35 ตัวอย่าง 

ปริมาตรของตัวอย่างที่ใช้ คือ 250 มิลลิลิตรต่อ test portion โดยจ านวนตัวอย่างที่ต้องเตรียม  
แสดงดังตารางที่ 10 
ตารางท่ี 10 ประเภทตัวอย่าง จ านวนตัวอย่าง และปริมาณเชื้อส าหรับเติมในตัวอย่าง ส าหรับการ
ประเมินความสอดคล้องระหว่างวิธี 

 
3.4.2.5 ขั้นตอนการทดสอบ 

เมื่อเตรียมตัวอย่างเรียบร้อยแล้ว น าไปทดสอบเพ่ือตรวจหาเชื้อ Legionella spp. ด้วย
วิธีเพาะเลี้ยงเชื้อ และวิธี Real-time PCR โดยด าเนินการตาม ข้อ 3.3 
 
 
 
 
 
 
 

ชุดที่ ประเภทตัวอย่าง จ านวน
ตัวอย่าง 

ปริมาณเชื้อท่ีเติม เชื้อท่ีเติม 

1 ตัวอย่างที่ไม่เติมเชื้อ 35 0 cfu/ml L. pneumophila 
(DMST 12800) 2 ตัวอย่างที่เติมเชื้อ 35 102 - 103 cfu/ml 
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3.4.2.6 การแปลผลการทดสอบ 
น าผลการทดสอบที่ได้ มาค านวณทางสถิติ 
- ค านวณอัตราส่วน Kappa  

 
 

 

 

 

โดย Po คือ ผลรวมของผลทดสอบที่ตรงกันจากการทดสอบ  
              Po = (PA + NA) /N   

 Pe คือ ผลรวมของความน่าจะเป็นที่ตรงกันจากค่าคาดหวัง (Expected)  
                                Pe = (PA (expected) + NA (expected)) /N 

 

- การแปลความหมายของค่าสถิติ Kappa ที่ค านวณได้พิจารณาดังตารางที่ 11 
  ตารางท่ี 11 การแปลผลความสอดคล้อง (Strange of agreement) ของค่าสถิติ kappa 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

ค่าสถิต ิkappa ขนาดความสอดคล้อง (Strange of agreement) 
<0.00 แย่ (Poor) 

0.00 - 0.20 น้อย (Slight) 
0.21 - 0.40 พอใช้ (Fair) 
0.41 - 0.60 ปานกลาง (Moderate) 
0.61 - 0.80 ดี (Sub Stantial) 
0.81 - 1.00 ดีมาก/ค่อนข้างสมบูรณ์ (Almost Perfected) 

Kappa =   Po – Pe 
               1 - Pe 
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