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ศูนยว์ิทยาศาสตรก์ารแพทยที์ � � ขอนแก่น กรมวทิยาศาสตรก์ารแพทย ์กระทรวงสาธารณสุข

บทคดัย่อ การศึกษานี�มวีัตถุประสงคเ์พื�อศึกษาผลการเฝ้าระวังการแพร่กระจายเชื�อ Legionella spp. ในนํ�าที�ใช้ในโรงแรม

หรือรีสอร์ทในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ระหว่างเดอืนพฤษภาคม ���� ถงึเดอืนกนัยายน ���� เพื�อสาํรวจการ

ปนเปื� อนเชื�อดงักล่าวในแหล่งนํ�าที�ใช้ในสถานประกอบการ รวมทั�งเป็นการเตรยีมความพร้อมด้านความปลอดภยัจาก

เชื�อ Legionella spp. ของโรงแรมหรือรีสอร์ท ก่อนเข้าสู่ประชาคมอาเซียน ขั�นตอนเริ�มจากการสบืค้นรายชื�อโรงแรม

และรีสอร์ท ประสานโครงการและยืนยันการเข้าร่วมโครงการ เกบ็ตวัอย่างนํ�าและตรวจวิเคราะห์นํ�าด้วยวิธเีพาะเชื�อ

และตรวจชนิดเชื�อด้วยวิธ ีPCR แล้วแจ้งผลการตรวจ พร้อมทั�งแนบเอกสารข้อแนะนาํการปรับปรุง การบาํรุงรักษา

ระบบนํ�า ให้กับโรงแรมหรือรีสอร์ทที�พบการปนเปื� อนเชื� อ และประสานการเกบ็ตัวอย่างนํ�าซํ�าหลังจากทาํการ

ปรับปรงุการบาํรงุรักษาระะบบนํ�า ตวัอย่างนํ�าที�เกบ็ทั�งหมด ��� ตวัอย่าง จากโรงแรมและรีสอร์ท �� แห่งในภาค

ตะวนัออกเฉียงเหนือ ตรวจพบการปนเปื� อนเชื�อ Legionella spp. ในตัวอย่างนํ�า �� ตวัอย่าง จากโรงแรมและรสีอรท์

�� แห่ง (ร้อยละ ��) ผลการทดสอบเชื�อทั�งหมดด้วยวิธ ีPCR พบเป็นชนิด L. pneumophilla และปริมาณเชื�อที�

ตรวจพบ น้อยกว่า ��5 colony-forming unit ต่อลิตร (cfu/L) จาํนวน �� แห่ง (ร้อยละ ��.�), ปริมาณเชื�อตั�งแต่

105 cfu/L แต่น้อยกว่า ��6 cfu/L จาํนวน � แห่ง (ร้อยละ �.�) ข้อมูลที�ได้จากการสาํรวจนี� เป็นประโยชน์สาํหรับ

ผู้ที�เกี�ยวข้องในสถานประกอบการดังกล่าว นาํไปดาํเนินการปรับปรุงแก้ไขการบาํรุงรักษาระบบนํ�าตามข้อปฏบิัติ

ของกรมอนามยั เพื�อความปลอดภัยของผู้ใช้บริการ ผู้ เข้าเยี�ยมชม รวมทั�งพนักงานด้วย
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บทนํา
โรคลีเจียนเนลโลสิส (legionellosis)(1) เป็นโรค-

ติดต่อที� เกิ ดจากเชื� อแบคที เรี ย Legionella spp.

ลักษณะโรคมี 2 แบบ คือ ชนิดรุนแรงเรียกว่าโรคปอด

อักเสบลีเจียนแนร์ (Legionnaires’ disease) และชนิด

ไม่รุนแรงเรียกโรคไข้ปอนเตียก (Pontiac fever) ชนิด

ที�พบก่อให้เกิดโรคในคนบ่อยที�สุดคือ L. pneumo-

phila(2,3) เชื�อ Legionella spp. พบได้ทั�วไป ในแหล่งนํ�า

ที�มีอุณหภมูิ 32-45 องศาเซลเซียส สามารถมชีีวิตอยู่ได้

นานหลายเดือนในสิ� งแวดล้อมที� มีความชื� นสูง และ

แบ่งตวัในที�ที�มสีาหร่ายและอนิทรียวั์ตถุ การแพร่กระจาย

เชื� อโดยทั�วไปผู้ป่วยจะได้รับเชื� อทางอากาศโดยการสูด
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หายใจเอาเชื� อที�ปนเปื� อนอยู่ในละอองฝอยของนํ�า เช่น

นํ�าจากหอผึ�งเยน็ความร้อนของระบบปรับอากาศ ฝักบัว

อาบนํ�า อ่างนํ�าวน เครื� องมือช่วยหายใจ นํ�าพุสาํหรับ

ตกแต่งอาคารสถานที� ต่ างๆ ยังไม่พบการแพร่เชื� อ

จากคนไปสู่คน(4-5) จากข้อมูลรายงานผู้ป่วยโรคปอด

อักเสบลิเจียนแนร์ ของสาํนักระบาดวิทยา กรมควบคมุ-

โรค ปี พ.ศ. 2549-2553 มีรายงานผู้ป่วยจาํนวน 22

ราย ซึ� งเป็นนักท่องเที�ยวชาวต่างประเทศที�เดินทางมา

พักโรงแรมในประเทศไทย และจากข้อมูลของ European

Legionnaires’s Disease Surveillance Network

(ELDSNet) ซึ� งเป็นหน่วยงานที� เฝ้าระวังเชื� อดังกล่าว

ในต่างประเทศ พบว่าผู้ป่วยที�ได้รับเชื� อจากโรงแรมใน

ประเทศไทย ระหว่างปี 2547-2553 มจีาํนวน 84 ราย(6)

สาํหรับในประเทศไทยยงัไม่มรีะบบเฝ้าระวังโรคนี�ที�ชัดเจน

หากแต่มีเพียงประกาศกรมอนามัย พ.ศ. 2544 เรื�อง

“ข้อปฏบิัติการควบคมุเชื�อลิจิโอเนลลา ในหอผึ�งเยน็ของ

อาคารในประเทศไทย”

การสาํรวจเชื�อ Legionella spp. ในแหล่งนํ�าที�ใช้ใน

โรงแรมหรือรีสอร์ท โดยเฉพาะอย่างยิ�งแหล่งนํ�าอุปโภค

เช่น นํ�าในถังเกบ็นํ�า นํ�าจากกอ๊กนํ�าหรือฝักบัวในห้องพัก

แหล่งนํ�าในระบบระบายความร้อนหรือหอผึ�งเยน็ ตลอด

จนนํ�าในบริเวณแวดล้อม ซึ� งมีความเสี�ยงต่อการแพร่

กระจายเชื� อไปสู่ คนได้มีความสาํคัญอย่างยิ� ง เพราะ

นอกจากเป็นการเฝ้าระวังการแพร่กระจายเชื� อสกุลนี�

เพื�อความปลอดภัยสาํหรับผู้พักอาศัยและผู้ปฏิบัติงาน

ในสถานประกอบการนั�นๆแล้ว ยังเป็นการบ่งชี�กระบวน

การบาํรุงรักษาระบบนํ�าที�มอียู่เป็นไปอย่างมปีระสทิธภิาพ

เพียงใด และควรมีการปรับปรุงแก้ไขอย่างไร เพื� อให้

เป็นไปตามประกาศของกรมอนามยั 2544 ดงันั�น ศูนย-์

วิทยาศาสตร์การแพทย์ที� 7 ขอนแก่น โดยงานพยาธวิทิยา

คลินิก กลุ่มชันสูตรสาธารณสุข ได้ จัดทาํโครงการ

เฝ้าระวังการแพร่กระจายเชื�อ Legionella spp. ในแหล่ง

นํ�าที�ใช้ในโรงแรมหรือรีสอร์ทในภาคตะวันออกเฉียงเหนอื

ระหว่างเดอืนพฤษภาคม 2555 ถึงเดอืนกันยายน 2556

เพื�อสาํรวจการปนเปื� อนเชื� อดังกล่าวในแหล่งนํ�าที�อาจมี

ความเสี�ยงและเป็นแหล่งแพร่กระจายเชื�อได้ รวมทั�งเป็น

การเตรียมความพร้อมด้านความปลอดภัยจากเชื� อ

Legionella spp. ในอาคาร สถานที� ของโรงแรมหรือ

รีสอร์ท ก่อนเข้าสู่ประชาคมอาเซียน ในปี พ.ศ. 2558

วิธีการศึกษา
1. สาํรวจข้อมูลจาํนวนโรงแรม/รีสอร์ทของแต่ละ

จังหวัด ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ทางเวปไซด์การ

ท่องเที�ยวแห่งประเทศไทย

2. คัดเลือกโรงแรม/รีสอร์ทขนาดกลางและใหญ่

ของแต่ละจังหวัด พร้อมทั� งประสานโครงการทั� งทาง

โทรศัพทแ์ละโทรสาร

3. แจ้งกาํหนดการเก็บตัวอย่างนํ�า กับโรงแรม/

รีสอร์ทของแต่ละจังหวัด ที�ตอบรับเข้าร่วมโครงการ

4. การเกบ็ตัวอย่าง แบ่งออกเป็น 2 ลักษณะ คือ

4.1 การเกบ็ตัวอย่างจากสิ�งแวดล้อมเช่น สระว่ายนํ�า

บ่อนํ�าพุ หรือ นํ�าในห้องสปา ภาชนะที�ใช้ในการเกบ็นํ�า

เป็นขวดแก้วที�ผ่านการนึ� งฆ่าเชื� อโรคก่อนที�จะนาํมาใช้

และปริมาณนํ�าตัวอย่างที� เกบ็ปริมาตร 500 -1,000

มิลลิลิตร

4.2 การเก็บตั วอย่างนํ�า จาก Cooling tower,

นํ�าจากฝักบัว กอ๊กนํ�า บ่อหรือถังเกบ็นํ�า ระบบทาํนํ�าเยน็

หรือนํ�าอุ่น ภาชนะที�ใช้ในการเกบ็นํ�าเป็นขวดแก้วที�ผ่าน

การนึ� งฆ่าเชื� อโรคก่อนที� จะนาํมาใช้ และปริมาณนํ�า

ตัวอย่างที�เกบ็ ปริมาตร 500 – 1,000 มิลลิลิตร

5. ตัวอย่างนํ�าที� เกบ็จากสถานประกอบการแต่ละ

แห่งถูกเก็บในกล่องโฟมแช่เย็นขณะขนส่งตัวอย่าง

มายังห้องปฏบิัติการตรวจเชื�อ Legionella spp. ณ ศูนย์-

วิทยาศาสตร์การแพทย์ที� 7 ขอนแก่น

6. ตรวจวิเคราะห์นํ�า ด้วยการเพาะเชื�อ ตาม SOP 34

02 152 การตรวจวินิ จฉัยเชื� อ Legionella spp.

จากแหล่งนํ�า ศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ที� 7 ขอนแก่น

ซึ�งอ้างอิงตามวิธขีองสถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์สาธารณสุข

กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ และCDC(2,7)

7. ตัวอย่างที�ตรวจพบเชื� อ Legionella spp. นาํ

โคโลนีของเชื�อมาตรวจยืนยันชนิดของเชื�อ ด้วยวิธ ีPCR

โดยใช้ Primer 2 ชุด (ตารางที� 1) การเพิ�มจาํนวน 5S
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วารสารวชิาการสาธารณสุข ���� ปีที� �� ฉบบัที� �

rRNA gene ด้วย primer PT87, PT163 เป็นการ

ตรวจยืนยันจีนัส Legionella spp. และเพิ�มจาํนวน mip

gene ด้วย primer PT69, PT70 เป็นการตรวจยืนยัน L.

pneumophila(8-10) โดยมีขั�นตอนดังนี�

7.1 การเตรียมตวัอย่าง DNA จากโคโลนี Legionella

spp. เขี�ยโคโลนีเดี�ยวๆบนอาหารเลี�ยงเชื�อ BCYE จาํนวน

2 โคโลนี ลงในหลอดพลาสติกปราศจากเชื� อ ซึ� งเติม

Phosphate buffer pH 7.4 ไว้แล้ว ปริมาตร 2 มิลลิลิตร

ผสมให้เข้ากันแล้วดูดส่วนผสมดังกล่าวปริมาตร 400

ไมโครลิตร นาํไปสกัด DNA ด้วยชุดสกัด MagNA Pure

Compact Nucleic Acid Isolation Kit I (Roche Diag-

nostics, Mannheim, Germany)

7.2 การเพิ�มจาํนวน 5S rRNA gene ด้วยวิธ ีPCR

โดยใช้ primer PT87, PT163 และเพิ�มจาํนวน mip gene

ด้วย primer PT69, PT70 ดังแสดงในตารางที� 1 เพื�อ

ตรวจยืนยัน L. pneumophila,

7.2.1 การเตรียมนํ�ายาปฏิกิริยา PCR ในการเพิ�ม

จาํนวน 5S rRNA gene ต่อ 1 ตัวอย่าง โดยใช้ PCR

tube ขนาด 0.2 ml มีสว่นประกอบดังนี�

- 10X PCR reaction buffer 2.5 µl

- 15 mM MgCl
2
 2.5 µl

- 2.5 mM dNTP mixtures 2.0 µl

- 10 mM PT87 1.25 µl

- 10 mM PT163 1.25 µl

- 5 unit/µl of Taq DNA polymerase (i-TaqTM)

0.1 µl

- Double sterile distilled water (DW) 14.4 µl

7.2.2 การเตรียมนํ�ายาปฏิกิริยา PCR ในการเพิ�ม

จาํนวน mip gene ต่อ 1 ตัวอย่าง โดยใช้ PCR tube ขนาด

0.2 ml มีสว่นประกอบดังนี�

- 10X PCR reaction buffer 2.5 µl

- 15 mM MgCl
2
 2.5 µl

- 2.5 mM dNTP mixtures 2.0 µl

- 10 mM PT69 1.25 µl

- 10 mM PT70-R 1.25 µl

- 5 unit/µl of Taq DNA polymerase (i-TaqTM)

0.1 µl

- Double sterile distilled water (DW) 14.4 µl

7.2.3 เติมตัวอย่าง DNA ที�สกัดได้จากข้อ 7.1

จาํนวน 1 µl ใส่ใน PCR tube ที�เตรียมนํ�ายาแล้วในข้อ

7.2.1 และอีก 1 µl ใส่ใน PCR tube ที�เตรียมนํ�ายาแล้ว

ในข้อ 7.2.2

7.3 นาํ PCR tube ที�เติมตัวอย่าง DNA แล้วในข้อ

7.2.3 ไปเพิ�มจาํนวนในเครื�อง thermal cycler (Px 2)

โดยมรีอบการเพิ�มปริมาณ DNA สาํหรับ 5S rRNA gene

ของเครื�องดังนี�

- 95 oC, 30 วินาท,ี

- 95 oC, 15 วินาท,ี 65 oC 40 วินาท,ี 72 oC 40

วินาท,ี เป็นจาํนวน 30 รอบ

- 72 oC 7 นาที

สาํหรับ mip gene รอบการเพิ�มปริมาณ DNA เหมือน

กนั แต่ปรับอุณหภมิูช่วง annealing ลดลงจาก �� oC เป็น

63 oC

 7.4 ตรวจสอบ PCR products ด้วยวิธ ี2% Agar-

ose Gel electrophoresis

8. แจ้งผลการตรวจวิเคราะห์นํ�าโดยจัดส่งรายงาน

ตารางที� � ยีน และ Primer ที�จําเพาะต่อเชื� อ Legionella spp.

Genes Primers                     Sequence(5’ to 3’)                     Product size (bp)        Reference

5S rRNA PT87 GGC GAC TAT AGC GAT TTG GAA 108 Nagai et al.(2003)

PT163 GCG ATG ACC TAC TTT CGC ATG A

mip PT69 GCA TTG GTG CCG ATT TGG 168 Nagai et al.(2003)

PT70 GCT TTG CCA TCA AAT CTT TCT GAA
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การตรวจวิเคราะห์ให้กับสถานประกอบการที� เข้าร่วม

โครงการ พร้อมทั�งแนบเอกสารข้อแนะนาํการปรับปรุง

การบาํรุงรักษาระบบนํ�าให้กับหน่วยงานที�ตรวจพบการ

ปนเปื� อนเชื�อ

9. ประสานการเกบ็ตัวอย่างนํ�าและตรวจวิเคราะห์

ซํ�าอกีครั�ง หลังจากโรงแรมหรือรีสอร์ทได้ทาํการปรับปรุง

ระบบนํ�า

10. รวบรวมผลการตรวจ วิเคราะห์ผล และสรุปผล

การดาํเนินงาน

11. รายงานผลการดาํเนินงานให้หน่วยการที�เกี�ยว-

ข้องรับทราบข้อมูล

ผลการศึกษา
ผลการประสานโครงการกับโรงแรมและรีสอร์ทใน

20 จังหวัด จาํนวน 157 แห่ง เข้าร่วมโครงการ 75 แห่ง

คิดเป็นร้อยละ 47.8 จาํนวนตัวอย่างนํ�าที�เกบ็ทั�งหมด

200 ตัวอย่าง (ตารางที� 2) โดยแยกเป็นเขตบริการ

สุขภาพที� 7 จังหวัดขอนแก่น ร้อยเอ็ด มหาสารคาม

และกาฬสินธุ์ จาํนวน 10 แห่งเขตบริการสุขภาพที� 8

จังหวัดอุดรธานี หนองคาย หนองบัวลาํภ ูบึงกาฬ เลย

สกลนคร และนครพนม จาํนวน 33 แห่ง เขตบริการ

สขุภาพที� 9 จังหวัดนครราชสมีา สริุนทร์ บุรีรัมย์ และ

ชัยภูมิ จาํนวน 13 แห่ง และเขตบริการสุขภาพที� 10

จังหวัดอุบลราชธานี ยโสธร อาํนาจเจริญ ศรีสะเกษ และ

มุกดาหาร จาํนวน 19 แห่ง (ตารางที� 3) ตวัอย่างนํ�าที�เกบ็

ในพื�นที�ดังกล่าวรอบที� 1 เป็นตัวอย่างนํ�าจากหอผึ�งเยน็

ก๊อกนํ�าหรือฝักบัวในห้องพัก บ่อหรือถังพักนํ�า ระบบ

ทาํนํ�าอุ่นหรือนํ�าเยน็ แหล่งอื�นๆ เช่น กอ๊กนํ�าในห้องครัว

ก๊อกนํ�าหรือฝักบัวอาบนํ�าในห้องสปา ระบบกรองนํ�า

สระว่ายนํ�า

จากผลตรวจวิเคราะห์หาเชื� อ Legionella spp.

พบมกีารปนเปื� อนเชื�อ Legionella spp. ในตวัอย่างนํ�า 48

ตัวอย่าง จากจาํนวนโรงแรมหรือรีสอร์ทจาํนวน 24 แห่ง

คิดเป็นร้อยละ 32 ซึ�งพบปริมาณเชื�อน้อยกว่า 105 cfu/

L จาํนวน 45 ตัวอย่าง เป็นตัวอย่างนํ�าจากหอผึ�งเยน็ 10

ตวัอย่าง นํ�าจากกอ๊กนํ�าหรือฝกับัวในห้องพัก 33 ตวัอย่าง

นํ�าจากเครื�องผลิตนํ�าอุ่นนํ�าร้อน 1 ตัวอย่าง และนํ�าจาก

ถงัพัก 1 ตวัอย่าง ปริมาณเชื�อตั�งแต่ 105 แต่น้อยกว่า 106

cfu/L จาํนวน 3 ตวัอย่าง เป็นตวัอย่างนํ�าจากกอ๊กนํ�าหรือ

ฝักบัวในห้องพักทั�ง 3 ตัวอย่าง (ตารางที� 4) เมื�อตรวจ

ยืนยันเชื�อที�ตรวจพบทั�ง 48 ตัวอย่าง ด้วยวิธ ีPCR ให้ผล

บวกต่อเชื� อ Legionella spp. และ L. pneumophilla

ดังภาพที� 1 และ 2 แสดง ตัวอย่างที�ให้ผลบวกด้วยวิธี

PCR ในการตรวจยืนยัน ตัวอย่างที� 1-9

จากการตรวจตัวอย่างรอบที� 2 (ตารางที� 5) เพื�อ

ประเมินการแก้ไขระบบนํ�า รวมทั�งวิธกีารทาํลายเชื�อด้วย

ผลการประสานดังกล่าว สถานประกอบการที�ได้ดาํเนิน

การตรวจตวัอย่างนํ�ารอบที� 2 จาํนวน 17 แห่ง อยู่ระหว่าง

ดาํเนินการปรับปรุงระบบ 6 แห่ง และไม่ขอรับการตรวจ

ในรอบที� 2 จาํนวน 1 แห่ง ตัวอย่างนํ�าที�เกบ็ในรอบนี�

ทั�งหมดจาํนวน 65 ตัวอย่าง ผลตรวจพบการปนเปื� อน

ของเชื�อ Legionella spp. จาํนวน 9 ตัวอย่างจากโรงแรม

หรือรีสอร์ท 5 แห่ง ซึ�งพบปริมาณเชื�อน้อยกว่า 105 cfu/

L จาํนวน 7 ตัวอย่าง และ ปริมาณเชื�อตั�งแต่ 105 แต่น้อย

ตารางที� � ตวัอย่างนํ� าที�เก็บจากโรงแรม/รีสอรท์ที�เขา้ร่วมโครงการแยกตามเขตบริการสุขภาพในรอบที� �

เขตบริการสขุภาพที�     โรงแรม/รีสอร์ทที�ได้          โรงแรม/รีสอร์ทที�เข้า      นํ�าที�เกบ็ในรอบที� �    ตรวจพบการปนเปื� อน

                         ประสานโครงการ (แห่ง)     ร่วมโครงการ (แห่ง/%)         (ตวัอย่าง)           (ตัวอย่าง/แห่ง)

7 25 10  / 40.0 40 11/5

8 53 33  / 62.3 82 17/9

9 42 13  / 31.0 35 17/7

10 37 19  / 51.4 43 3/3

รวม 157 75  / 47.8 200 48/24
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วารสารวชิาการสาธารณสุข ���� ปีที� �� ฉบบัที� �

ตารางที� � การตรวจพบการปนเปื� อนเชื� อ Legionella spp. ในตวัอย่างนํ� าแยกตามเขตพื� นที�

เขตพื�นที�                        โรงแรม/รีสอร์ทที�ได้            โรงแรม/รีสอร์ทที�เข้าร่วม    ตรวจพบการปนเปื� อน (แห่ง)

                                   ประสานโครงการ (แห่ง)              โครงการ (แห่ง)

เขตบริการสุขภาพที� �

ขอนแก่น 10 6 3

ร้อยเอด็ 5 2 1

มหาสารคาม 5 1 1

กาฬสนิธุ์ 5 1 0

          รวม 25 10 5

เขตบริการสุขภาพที� �

อุดรธานี 8 6 3

หนองคาย 5 3 1

หนองบวัลาํภู 5 2 0

บึงกาฬ 3 1 0

เลย 20 13 5

สกลนคร 6 3 0

นครพนม 6 5 0

          รวม 53 33 9

เขตบริการสุขภาพที� �

นครราชสมีา 19 3 2

สรุินทร์ 7 3 2

บุรีรัมย์ 8 2 0

ชัยภมูิ 8 5 3

          รวม 42 13 7

เขตบริการสุขภาพที� ��

อุบลราชธานี 15 5 2

ยโสธร 7 5 0

อาํนาจเจริญ 5 3 0

ศรีสะเกษ 5 3 0

มุกดาหาร 5 3 1

         รวม 37 19 3

รวมทั�งหมด 157 75 24 (32%)
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ตารางที� � ปริมาณเชื� อที�ตรวจพบแยกตามประเภทของแหลง่นํ� าที�เก็บจากโรงแรม/รีสอรท์

  ปริมาณเชื�อ          หอผึ�งเยน็     กอ๊กนํ�า/ฝกับัวในห้องพัก   เครื�องผลิตนํ�าอุ่น-นํ�าร้อน    ถงัพักนํ�า/แทงคน์ํ�า        รวม

    (cfu/L)           (ตัวอย่าง)             (ตัวอย่าง)                       (ตัวอย่าง)                  (ตวัอย่าง)         (ตัวอย่าง)

     <105 10 33 1 1 45

>105 - <106 0 3 0 0 3

     รวม 10 36 1 1 48

ภาพที� �  ภาพ PCR products ขนาด ��� bp ของการตรวจยนืยนัจีนสั Legionella spp. จากโคโลนีบน BCYE ดว้ยวิธี PCR

            โดยใช ้Primer PT87, PT163 (5S rRNA gene), M = DNA marker, 1-9 = sample และ

             P = positive control

ภาพที� � ภาพ PCR products ขนาด ��� bp ของการตรวจยืนยนัเชื� อ L. pneumophilla จากโคโลนีบน BCYE ดว้ยวิธี PCR

            โดยใช ้Primer PT69, PT70 (mip gene), M = DNA marker, 1-9 = sample และ P = positive control

                                 M     1     2     3      4      5      6     7      8      9     P

                             M     1    2     3     4     5     6      7     8     9     P
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วารสารวชิาการสาธารณสุข ���� ปีที� �� ฉบบัที� �

กว่า 106 cfu/L จาํนวน 2 ตัวอย่าง

วิจารณ์
จากผลการสาํรวจข้างต้น หากยึดตามประกาศกรม

อนามัย พ.ศ. 2544 เรื�อง “ข้อปฏบัิติการควบคุมเชื� อ

ลิจิโอเนลลาในหอผึ� งเย็นของอาคารในประเทศไทย”

โรงแรมหรือรีสอร์ทที�พบการปนเปื� อนของเชื�อไม่เกนิ 105

cfu/L และต้องมีการปรับปรุงการบาํรุงรักษาระบบนํ�า

จาํนวน 22 แห่ง คิดเป็นร้อยละ 29.3 และพบการ

ปนเปื� อนของเชื�อตั�งแต่ 105 cfu/L แต่ไม่เกนิ 106 cfu/

L ต้องแก้ไขวิธกีารบาํรุงรักษาระบบนํ�าใหม่และแก้ไขการ

ทาํลายเชื�อให้ถูกต้องจาํนวน 2 แห่ง คิดเป็นร้อยละ 2.7

(ตารางที� 6) และเมื�อตรวจแยกชนิดของเชื�อ ทั�ง 24 แห่ง

พบเป็นชนิด L. pneumophilla ซึ�งเป็นสปีชีส์ที�ก่อโรค

ในคนได้ ซึ� งข้อมูลดังกล่าวสอดคล้องกับการเฝ้าระวัง

ระหว่างปี 2534-2535 โดยกรมวิทยาศาสตร์การ-

แพทย์(3) โดยเก็บตัวอย่างนํ�าจากแหล่งต่างๆ ทั� งใน

กรุงเทพมหานครและต่างจังหวัด ซึ� งสปีซีส์ที�พบมาก

ที�สดุคือ L. pneumophilla และแหล่งนํ�าที�ตรวจพบการ

ปนเปื� อนเชื� อนอกจากหอผึ�งเยน็แล้ว ยังพบในแหล่งอื�น

ตารางที� � ตวัอย่างนํ� าที�เก็บจากโรงแรม/รีสอรท์หลงัการปรบัปรุงการบํารุงรกัษาระบบ

เขตบริการ   โรงแรม/รีสอร์ทที�ตรวจพบ  โรงแรม/รีสอร์ทที�เกบ็ตวัอย่าง  ตรวจพบการปนเปื� อน          หมายเหตุ

 สขุภาพที�        การปนเปื� อน (แห่ง)         รอบที� � (แห่ง/ตวัอย่าง)        (แห่ง/ตวัอย่าง)

7 5 4 / 17 2 / 4 กาํลังปรับปรงุระบบ � แห่ง

8 9 8 / 32 2 / 4 ไม่ตรวจรอบสอง � แห่ง

9 7 2 / 4 1 / 1 กาํลังปรับปรงุระบบ � แห่ง

10 3 3 / 12 0 / 0

  รวม 24 17 / 65 5 / 9

ตารางที� � โรงแรมหรือรีสอรท์ที�ตอ้งปรบัปรุงแกไ้ขการบํารุงรกัษาระบบนํ� าแยกตามปริมาณเชื� อที�ตรวจพบ

ปริมาณเชื� อ (cfu/L) *    โรงแรม/รีสอรท์ (แห่ง)                            ขอ้ปฏิบติั**

          <105 22 (29.3%)  - ต้องมกีารแก้ไขเพิ�มเตมิการบาํรุงรักษา

- ตรวจสอบเฝ้าระวัง และติดตามผลของระบบผึ�งเยน็ให้ถูกต้อง

     >105 - <106 2 (2.7%) - สภาวะที�จะมอีนัตรายเกดิขึ�นได้

- ต้องประเมนิผลวิธกีารบาํรงุรักษาใหม่ รวมทั�งกระบวนการ

    ทาํลายเชื�อในนํ�าที�ใช้อยู่ต้องแก้ไขให้ถูกต้อง

- ตรวจสอบ เฝ้าระวัง และตดิตามผล

         >10 6 0 - สภาวะที�เป็นอนัตรายร้ายแรง

- ต้องปิดระบบทนัทเีพื�อกาํจัดสิ�งปนเปื� อน ทาํความสะอาด

   และทาํลายเชื�อ

- ตรวจสอบ เฝ้าระวัง และตดิตามผล

หมายเหตุ: *, ** = อ้างองิตามประกาศกรมอนามยั พ.ศ. ���� เรื�อง “ข้อปฏบิัตกิารควบคุมเชื�อลิจิโอเนลลา

                         ในหอผึ�งเยน็ของอาคารในประเทศไทย”
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ด้วย จากการประสานกบัผู้ที�เกี�ยวข้องในสถานประกอบ-

การที�ตรวจพบการปนเปื� อนเชื�อ เพื�อให้มีการดาํเนินการ

ปรับปรุงการบาํรุงรักษาระบบนํ�าตามข้อปฏบัิติฯ ข้างต้น

และเกบ็ตวัอย่างซํ�าอกีครั�งเพื�อประเมนิการแก้ไขระบบนํ�า

รวมทั�งวิธีการทาํลายเชื� อด้วย ผลการประสานดังกล่าว

สถานประกอบการที�ได้ดาํเนินการตรวจตัวอย่างนํ�ารอบ

สอง และผลตรวจไม่พบการปนเปื� อนของเชื�อ Legionella

spp. มีจาํนวน 12 แห่ง ยังคงตรวจพบการปนเปื� อนเชื�อ

เพียง 5 แห่ง ที�ยังคงต้องปรับปรุงแก้ไขเพิ�มเติมเพื�อให้

ลดการปนเปื� อนเชื�อดังกล่าว จากข้อมูลการตรวจในรอบ

ที� สองนี� เป็นตัวบ่งชี� ถึงกระบวนการตลอดจนขั� นตอน

ที� ได้ปฏิบัติการบาํรุงรักษาระบบนํ�าที�มีอยู่  ซึ� งหากได้

ดาํเนินการการตามข้อปฏบัิตใินประกาศของกรมอนามัย

กช่็วยลดการปนเปื� อนเชื�อดังกล่าวได้

สรุป

จากข้อมูลการปนเปื� อนเชื�อในแหล่งนํ�าที�ใช้ในโรงแรม

หรือรีสอร์ท ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ถึงแม้ว่าสถาน

ประกอบการที�เข้าร่วมโครงการยังไม่ครบทุกแห่ง เนื�อง

จากเป็นความสมคัรใจเข้าร่วมโครงการ แต่ข้อมูลดงักล่าว

สามารถแสดงให้เหน็ได้ชัดว่ายังคงมกีารแพร่กระจายเชื�อ

L. pneumophilla อยู่เกือบทุกพื� นที�ที�มีการสาํรวจ และ

เชื�อที�พบเป็นชนิดที�ก่อให้เกดิโรค Legionellosis ในคน

ดังนั�นการเฝ้าระวังการแพร่กระจายเชื� อชนิดนี�  ด้วยการ

ตรวจสอบระบบนํ�าที�ใช้ในหอผึ�งเยน็ จะเป็นการป้องกัน

การแพร่เชื�อในระบบปรับอากาศที�ใช้ในตัวอาคารได้ รวม

ทั�งการตรวจสอบระบบนํ�าที�ใช้ในตวัอาคาร เช่น นํ�าที�เกบ็

ในถังพักนํ�า อ่างนํ�า ตลอดจนนํ�าจากกอ๊กนํ�าหรือฝักบัว

ในห้องต่างๆ จะเป็นการช่วยลดความเสี�ยงการได้รับเชื�อ

ของผู้เข้าพักอาศัย รวมทั� งเจ้าหน้าที� ซึ� งปฏิบัติงานใน

สถานประกอบการนั�นๆ อีกด้วย การประสานงานกับ

หน่วยงานที�รับผดิชอบหรือหน่วยงานที�เกี�ยวข้อง  สาํนัก-

อนามัยสิ�งแวดล้อม กรมอนามัย สาํนักงานควบคุม-

ป้องกันโรค กรมควบคุมโรค เป็นต้น เพื� อแจ้งเตือน

โรงแรมและรีสอร์ทให้คลอบคลุมทุกแห่งในเขตพื� นที�

รับผิดชอบให้มีความตระหนักในการเฝ้ าระวังเชื� อ

Legionella spp. ในระบบนํ�าที� ใช้อยู่อย่างสมํ�า เสมอ

กจ็ะเป็นการช่วยลดความเสี�ยงการแพร่กระจายเชื� อได้

เช่นกัน

กิตติกรรมประกาศ
โครงการนี�ไดร้บัเงินสนบัสนุนจากกรมวทิยาศาสตร-์

การแพทย ์กระทรวงสาธารณสขุ และการดาํเนินโครงการ

บรรลุตามวตัถุประสงค์ไดน้ั �น ตอ้งขอขอบพระคุณผู-้

อํานวยการศูนยว์ทิยาศาสตร์การแพทยที์ � �, �, �, และ

�� ที�สนบัสนุนการประสานโครงการ รวมทั�งเจา้หนา้ที�

ผูป้ระสานการเก็บตัวอย่างของแต่ละศูนย์ฯ และต้อง

ขอบคณุผูจ้ดัการโรงแรมทั�ง �� แห่ง ที�ใหค้วามร่วมมือ

และอํานวยความสะดวกในการเก็บตัวอย่างนํ �า  และ

ที�สาํคัญขอขอบคุณผู ้ร่วมดาํเนินโครงการของศูนย์-
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Abstract: Surveillance of Legionella spp. in Water Supply of Hotels and Resorts in The North-Eastern of Thailand

Athicha Mahayotha, B.Sc., M.Sc.; Korawit Nakonsong, B.Sc.; Apinya Aukkahat, B.Sc.; Udomkiat

Punthanaprated, M.Sc.

Regional Medical Science Center 7,  Khon kaen, Department of Medical Sciences, Ministry of Public

Health, Thailand

Journal of Health Science 2014;23:201-9.

The objective of this study was to determine the outcomes of the surveillance program for

Legionella spp. in water supply systems in hotels and resorts in the North-Eastern of Thailand in order

to assess contamination of water supply as a preparedness for the ASEAN Economic Community. It was

conducted from May 2012 to September 2013, beginning with the identification of hotels and resorts

from Tourism Authority of Thailand website; and seeking permission from collaborating sites to collect

water samples. The samples were then transported to the Regional Medical Science Center 7 for the

detection of Legionella spp. using  culture method. For the positive samples, species typing was per-

formed using PCR technic. There were 200 samples collected from 75 hotels and resorts; and Legionella

spp. was detected in 48 samples from 24 hotels and resorts (32.0%); and the PCR revealed the type of

the organism was solely L. pneumophila. Level of Legionella spp. was less than 105 cfu/L in 22

hotels/resorts. (29.3 %) and between 105 cfu/L and 106 cfu/L in the other two sites. All hotels and

resorts with positive samples were notified with the results; and biosafety measures for the water supply

system maintenance were operated based on the guideline from Department of Health. Thus, the Legionella

surveillance program is a useful process to ensure that the water supply in hotels and resorts is safe for

their customers, visitors and staff.

Key words: Legionellosis, surveillance program, culture method, PCR technique
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