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บทคัดยอ 
การศึกษานี้มีวัตถุประสงคเพื่อทวนสอบวิธีทดสอบหา Total Coliforms และ Escherichia coli (E. coli) ในน้ำบริโภคดวย

ว ิธ ี  Multiple-Tube Fermentation Technique โดยใชว ิธ ีทดสอบอางอิงตาม Standard Methods for the Examination of 
Water and Wastewater, 24th Edition, 2023 และดำเนินการทวนสอบตาม ISO 16140-3: 2021 ตัวอยางที่ใชในการทวนสอบ
ประกอบดวยน้ำดื่มในภาชนะบรรจุปดสนิทและน้ำดื่มจากตูกดน้ำ โดยเติมเชื้อจุลินทรียอางอิงมาตรฐาน E. coli DMST 4212 เปน
จุลินทรียเปาหมาย ในระดับการปนเปอนต่ำ กลาง และสูง แตละระดับการปนเปอนแบงตัวอยางทดสอบออกเปน 2 test portion     
(A และ B) และประเมินผลการทวนสอบดวยคา Estimated Bias (eBias) โดยเปรียบเทียบระหวางตัวอยางที่เติมเชื้อกับสารละลาย
เช้ือจุลินทรียเปาหมายใน 0.1% peptone ผลการศึกษาพบวาน้ำดื่มในภาชนะบรรจุปดสนิทมีคา eBias ในระดับการปนเปอนต่ำ กลาง 
และสูงเทากับ 0.11, 0.00 และ 0.00 log10 MPN/100 mL สวนน้ำดื่มจากตูกดน้ำมีคา eBias เทากับ 0.15, 0.13 และ 0.00 log10 
MPN/100 mL ตามลำดับ ซึ ่งอยู ในขอบขายการยอมรับคือนอยกวา 0.5 log10 MPN/100 mL ผลการศึกษานี ้แสดงใหเห็นวา
หองปฏิบัติการสามารถนำวิธีทดสอบอางอิงมาใชไดอยางถูกตอง เหมาะสม ครอบคลุมตัวอยางน้ำบริโภคของหองปฏิบัติการ ผูใชบริการ
ทดสอบสามารถนำผลการทดสอบไปใชในการประเมินคุณภาพน้ำบริโภคไดอยางนาเช่ือถือ 
 
คำสำคัญ: การทวนสอบวิธีทดสอบ, น้ำบริโภค, Total Coliforms, Escherichia coli, Estimated Bias (eBias), Multiple-tube 
Fermentation Technique, ISO16140-3 
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Abstract  

This study aimed to perform method verification for the detection of Total Coliforms and Escherichia coli 
(E. coli) in potable water using the Multiple-tube Fermentation Technique. The evaluation was based on the 
standard reference method from the Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater, 24th Edition, 
2023, and conducted in accordance with the ISO 16140-3: 2021 guidelines. The verification matrix included bottled 
drinking water and drinking water from vending machines. Samples were spiked with the reference strain E. coli 
DMST 4212 as the target microorganism at low, medium, and high contamination levels. Each contamination level 
was evaluated using two test portions (A and B). Method performance was evaluated using the Estimated Bias 
(eBias), calculated by comparing the spiked water samples against the reference culture suspension in 0.1% 
peptone water. The results demonstrated that for bottled drinking water, the eBias values at low, medium, and 
high contamination levels were 0.11, 0.00, and 0.00 log10 MPN/100 mL, respectively. For drinking water from vending 
machines, the eBias values were 0.15, 0.13, and 0.00 log10 MPN/100 mL, respectively. All obtained eBias values fell 
well within the acceptable performance criteria of less than 0.5 log10 MPN/100 mL demonstrate that the method 
is suitable for its intended use to implement this reference method accurately and appropriately for its drinking 
water testing scope. Consequently, clients and stakeholders can reliably utilize the test results for the safety and 
quality assessment of drinking water. 

 
Keywords:  Method Verification, Total Coliforms, Escherichia coli, Potable Water, Estimated Bias (eBias), Multiple-
tube Fermentation Technique, ISO16140-3 
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บทนำ  
น้ำบริโภค (Potable Water หรือ Drinking Water) หมายถึง น้ำที่มีความปลอดภัยและเหมาะสมสำหรับการอุปโภคบรโิภค 

รวมถึงการดื่ม การเตรียมอาหารและการใชในกิจกรรมสุขอนามยัสวนบุคคล โดยไมกอใหเกิดความเสี่ยงตอสุขภาพจากการบรโิภคตลอด
ชวงชีวิตของมนุษย (World Health Organization, 2022) คุณภาพของน้ำจึงเปนปจจัยสำคัญที่ตองไดรับการควบคุมและตรวจสอบ
อยางสม่ำเสมอโดยเฉพาะทางดานจุลชีววิทยา เนื่องจากหากมีการปนเปอนของจุลินทรียกอโรค อาจสงผลกระทบตอสุขภาพของ
ผูบริโภคและนำไปสูโรคติดตอทางเดินอาหารได ในการเฝาระวังคุณภาพน้ำทางจุลชีววิทยาแบคทีเรียกลุมโคลิฟอรมทั้งหมด        
(Total Coliforms) และ Escherichia coli (E. coli) ไดถูกนำมาใชเปนจุลินทรีย ดัชนี (Indicator Organisms) สำหรับประเมิน
สุขลักษณะและคุณภาพทางจุลชีววิทยาของน้ำบริโภค 

สำหรับแบคทีเรียกลุม Total Coliforms เปนแบคทีเรียแกรมลบ รูปแทง ไมสรางสปอร สามารถหมักน้ำตาลแลคโตสและให
กรดรวมกับแกสภายใน 48 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 35 - 37 องศาเซลเซียส แบคทีเรียกลุมนี้พบไดทั่วไปในธรรมชาติ เชน ดิน พืช น้ำ และ
ทางเดินอาหารของคนและสัตวเลือดอุน แมวาแบคทีเรียในกลุมน้ีสวนใหญจะไมกอโรคโดยตรง แตการตรวจพบในน้ำ อาจบงช้ีถึงความ
บกพรองของระบบผลิตน้ำหรือความเปนไปไดของการปนเป อนจุล ินทรียก อโรคอื ่น ๆ (Saha et al., 2013) อยางไรก็ตาม            
Total Coliforms เปนเพียงตัวบงชี้คุณภาพน้ำในภาพรวม จึงมีการใชจุลินทรียที่มีความจำเพาะตอการปนเปอนจากอุจจาระมากกวา 
ไดแก E. coli เพ่ือประเมินความปลอดภัยของน้ำบริโภคเพ่ิมเติม โดย E. coli เปนแบคทีเรียท่ีอาศัยอยูในลำไสของคนและสัตวเลือดอุน 
โดยทั่วไปไมกอใหเกิดอันตราย แตบางสายพันธุสามารถกอโรคในระบบทางเดินอาหารได ดังนั้นการตรวจพบ E. coli ในน้ำบริโภคถือ
เปนตัวบงช้ีท่ีสำคัญของการปนเปอนจากสิ่งปฏิกูลหรืออุจจาระและแสดงถึงความเสี่ยงตอการปนเปอนของเช้ือกอโรคชนิดอ่ืนๆ (World 
Health Organization, 2022) ดวยเหตุน้ีองคการอนามัยโลกและเกณฑมาตรฐานคณุภาพน้ำบริโภคในหลายประเทศจึงกำหนดให ตอง
ไมพบเชื้อ  E. coli ในน้ำบริโภค เนื่องจากเชื้อดังกลาวมีความจำเพาะตอการปนเปอนจากอุจจาระมากกวาแบคทีเรียกลุม Total 
Coliforms (World Health Organization, 2022) สอดคลองกับประกาศกระทรวงสาธารณสุข เรื่อง น้ำบริโภคในภาชนะบรรจุที่ปด
สนิท ซึ่งกำหนดเกณฑมาตรฐานใหแบคทีเรียกลุม Total Coliforms และ E. coli ตองมีคานอยกวา 1.1 MPN/100 mL (กระทรวง
สาธารณสุข, 2568)  

ในการวิเคราะหเช้ือจุลินทรียท้ังสองชนิดน้ี วิธี Multiple-tube fermentation technique หรือ Most Probable Number 
(MPN) technique เปนวิธีที่หลายองคกรกำหนดไวสำหรับการวิเคราะหเชื้อจุลินทรียในกลุม Total Coliforms และ E. coli เชน 
American Public Health Association (APHA), American Water Works Association (AWWA), Water Environment 
Federation (WEF), Association of Official Agricultural Chemists (AOAC) แ ล ะ  International Organization for 
Standardization (ISO)  เปนตน โดยนำตัวอยางมาเจือจางท่ีความเขมขนตางๆ แลวเพาะเลี้ยงดวยอาหารคัดแยก (selective media) 
กอนนำไปบมท่ีอุณหภูมิและระยะเวลาท่ีกำหนด แลวนำจำนวนหลอดอาหารเลี้ยงเช้ือท่ีใหผลบวกมาประเมินดวยการอานคาจากตาราง 
MPN ซึ่งคำนวณดวยวิธีการทางสถิติ ท่ีระดับความเช่ือมั่นรอยละ 95 (Osman, 2022)  

แมวาวิธีดังกลาวจะเปนวิธีมาตรฐานท่ีไดรับการยอมรับและใชอยางแพรหลาย แตกอนนำมาใชในหองปฏิบัติการจำเปนตองมี
การทวนสอบเพ่ือยืนยันวาสามารถนำวิธีทดสอบมาตรฐานไปใชงานไดอยางถูกตองภายใตสภาวะการปฏิบัติงานจริงของหองปฏิบัติการ 
(ปรีชา จึงสมานุกูล, 2564) ทั้งนี้ ตามขอกำหนดของ ISO/IEC 17025:2017 หองปฏิบัติการตองแสดงใหเห็นวาวิธีทดสอบที่นำมาใชมี
ความเหมาะสมกับวัตถุประสงคการใชงานและสามารถใหผลการทดสอบที ่เชื ่อถือไดภายใตเงื ่อนไขของหองปฏิบัติการน้ัน 
(International Organization for Standardization, 2017) โดยการทวนสอบวิธีทดสอบทางจุลชีววิทยานิยมดำเนินการตามแนวทาง
ของมาตรฐาน ISO 16140-3:2021 ซึ่งกำหนดหลักเกณฑสำหรับการทวนสอบวิธีอางอิง (Reference Method) และวิธีทางเลือก 
(Alternative Method) ที่ผานการตรวจสอบความใชไดแลวกอนนำมาใชงานในหองปฏิบัติการ โดยมีวัตถุประสงคเพื ่อยืนยันวา
หองปฏิบัติการสามารถดำเนินการตามวิธีทดสอบไดอยางถูกตอง และใหผลการทดสอบที่มีความถูกตอง เหมาะสม และสอดคลองกับ
สมรรถนะท่ีกำหนดไวของวิธีทดสอบน้ัน (International Organization for Standardization, 2021) 

การศึกษาน้ีจึงไดดำเนินการทวนสอบวิธีทดสอบหา Total Coliforms และ E. coli ในน้ำบริโภค โดยอางอิงวิธีทดสอบตาม 
Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater 24th Edition, 2023 ซึ่งเปนวิธีอางอิงที่ไดรับการยอมรับ
ในระดับสากล อยางไรก็ตาม เน่ืองจากวิธีทดสอบดังกลาวไมมีขอมูลการตรวจสอบความใชไดของวิธี (Method Validation) ดังน้ันการ
ทวนสอบวิธีจึงตองปฏิบัติตาม Annex F ของ ISO 16140-3: 2021  ซึ่งเปนการทวนสอบเฉพาะรายการ [(Food) item verification] 
โดยการประมาณคา Estimated Bias (eBias) จากการเปรียบเทียบผลลัพธของตัวอยางท่ีปนเปอนเช้ือจุลินทรียเปาหมาย [artificially 
contaminated (food) item] กับสารละลายเชื ้อจุลินทรียเปาหมาย  [inoculum suspension (without (food) item)] โดยใช     
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E. coli DMST 4212 เปนเชื ้อจุลินทรียเปาหมายในการศึกษา ทั้งน้ีผลการทวนสอบที่ไดจะชวยยืนยันวาหองปฏิบัติการสามารถ
ดำเนินการทดสอบไดอยางถูกตองภายใตสภาวะการปฏิบัติงานจริง ซึ่งเปนการเพ่ิมความนาเช่ือถือของผลการทดสอบ สามารถนำไปใช
ในการประเมินคุณภาพและความปลอดภัยของน้ำบริโภค ตลอดจนสนับสนุนการควบคุมคุณภาพและการดำเนินงานตามขอกำหนดของ
ระบบคุณภาพหองปฏิบัติการไดอยางมีประสิทธิภาพ 
วัตถุประสงคการวิจัย  

1. เพ่ือทวนสอบวิธีทดสอบหา Total Coliforms และ E. coli ในน้ำบริโภคตามขอกำหนดของ ISO/IEC 17025 
2. เพ่ือยืนยันความสามารถและสรางความเช่ือมั่นในผลการทดสอบทางจุลชีววิทยาของหองปฏิบัติการตามมาตรฐาน ISO/IEC 

17025 
 

ระเบียบวิธีวิจัย 
เคร่ืองมือ วัสดุและอุปกรณ 

      - ตูบม (Incubator) 
- เครื่องน่ึงฆาเช้ือ (Autoclave) 
- อางน้ำควบคุมอุณหภูมิ (Water Bath) 
- UV lamp 365 nm  
- เครื่องช่ัง (Balance) 
- ปเปตปราศจากเช้ือ ขนาด 10 มิลลิลิตร  
- หวงถายเช้ือ (Loop) 
- หลอดทดลอง 

 
อาหารเลี้ยงเชื้อและสารเคมี 
- Double strength Lauryl tryptose broth (DLST)  
- Brilliant green lactose bile broth (BGLB broth) 2% 
- EC-MUG broth 
- Tryptic soy broth (TSB)  
- Tryptic soy agar (TSA)  
- 0.1% peptone   
การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชในการทดสอบ ทางหองปฏิบัติการไดดำเนินการควบคุมคุณภาพของอาหารเลี้ยงเชื้อตาม ISO 

11133: 2014/Amd.1/2018 
 
เชื้ออางอิงมาตรฐาน : Escherichia coli DMST 4212 

 
วิธีการทดลอง/วิธีการวิจัย 

การเตรียมเชื้อจุลินทรียทดสอบ 
เตรียมเชื้อจุลินทรียสำหรับเติมลงในตัวอยางทดสอบและเจือจางใหไดความเขมขนที่ตองการ โดยใชจุลินทรียเปาหมายคือ    

E. coli DMST 4212 เปนตัวแทนเชื้อในกลุม Total Coliforms และ E. coli โดยคาดวาจุลินทรียเปาหมายปนเปอนในตัวอยางในชวง 
1.1 - 23 MPN/100 mL ดังนั้นขั้นตอนการเติมจุลินทรียเปาหมายลงในตัวอยางเพื่อทวนสอบวิธีทดสอบ ตองคำนึงถึงชวงคาดังกลาว
ของเชื้อที่คาดวาจะตรวจพบในแตละระดับการปนเปอน (Level of contamination) โดยกำหนดใหมีการเติมจุลินทรียเปาหมาย 3 
ระดับ คือ ระดับต่ำ (low), ระดับกลาง (medium) และระดับสูง (high) ดังแสดงในตารางท่ี 1 
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ตารางท่ี 1 ปริมาณเช้ือจุลินทรียเปาหมายในแตละระดับ 
 

Level of 
contamination 

Expected count Inoculum concentration 

MPN/100 mL No. of positive tube CFU/100 mL 
CFU/test portion 

120 mL 
Low 1.1 - 3.6 1-3 3 3.6 

Medium 5.1 - 9.2 4-6 9 10.8 
High 12 - 23 7-9 18 21.6 

 
 

ขั้นตอนการเตรียมและการเติมเชื้อจุลินทรียในตัวอยาง 
1. นำเช้ือ E. coli DMST 4212 จาก stock culture มา streak ลงบนอาหาร TSA จนไดโคโลนีเดี่ยว 
2. ทดสอบคุณสมบัติของเช้ือดวยการยอมสีแกรมและคุณสมบัติทางชีวเคมี (IMViC test) 
3. เมื่อผลการทดสอบคุณสมบัติของเช้ือสอดคลองกับลักษณะทางชีวเคมีของเช้ือจุลินทรียอางอิง ใหทำการ subculture บน

อาหาร TSA อีกครั้ง จนไดโคโลนีเดี่ยว 
4. ใช loop ปราศจากเช้ือ เข่ียเช้ือบน TSA 1 โคโลนี ถายเช้ือลงอาหาร TSB 50 mL บมท่ี 35 °C เปนเวลา 24 ช่ัวโมง (โดย

คาดวาปริมาณเช้ือเริ่มตนท่ีไดจากการบม 24 ช่ัวโมง จะมีคาประมาณ 6x108 CFU/mL) 
5. เมื่อครบเวลาทำการเจือจางเชื้อ โดยดูดเชื้อจาก TSB 1 mL เจือจางลงใน 0.1% peptone 9 mL จะไดระดับความเจือ

จางท่ี 10-1 และทำการเจือจางตอเน่ืองจนถึง 10-8 จะไดเช้ือปริมาณ 6 CFU/mL สำหรับใชเติมในตัวอยางน้ำ ดังแสดงในภาพท่ี 1 
6. ทำการเติมเช้ือจุลินทรียเปาหมายในระดับการปนเปอนท่ีตองการ ดังแสดงในตารางท่ี 2 

 

 
ภาพท่ี 1 การเตรียมเช้ือจุลินทรียสำหรับเติมในตัวอยางน้ำ 
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ตารางท่ี 2 ปริมาณเช้ือจุลินทรียท่ีเติมในตัวอยางแตละระดับการปนเปอน 
 

Level of contamination 
Inoculum concentration Inoculation 

CFU/100 mL 
CFU/test portion 

120 mL 
Dilution 10-8 

(mL) 
Sample 

(mL) 
Low 3 3.6 0.6 119.4 

Medium 9 10.8 1.8 118.2 
High 18 21.6 3.6 116.4 

 
การเตรียมตัวอยางทดสอบ 
หองปฏิบัติการมีขอบขายรายการจัดอยูใน other categories กลุม Environmental samples และวิธีอางอิงไมมีขอมูลการ

ตรวจสอบความใชไดของวิธี ดังน้ันใหเลือกรายการทดสอบ ดังน้ี 
1. เลือกตัวอยางรายการท่ีไมทาทาย 1 ตัวอยาง ไดแก น้ำดื่มในภาชนะบรรจุปดสนิท ซึ่งเปนตัวอยางท่ีผูใชบริการทดสอบเปน

ผูเก็บตัวอยางสงตรวจยังหองปฏิบัติการ 
2. เลือกตัวอยางรายการที่ทาทาย 1 รายการไดแก น้ำดื่มจากตูกดน้ำ ซึ่งเปนตัวอยางที่ผูใชบริการทดสอบเปนผูเก็บตัวอยาง

สงตรวจยังหองปฏิบัติการ 
3. แตละตัวอยางถูกทำใหเปนเน้ือเดียวกัน (homogenized) โดยการเขยาขวดตัวอยางข้ึนลง 25 ครั้ง 
4. แบงตัวอยางออกเปน 3 กลุม คือ 
- Uninoculated test portion คือ ตัวอยางน้ำดื่มในภาชนะบรรจุปดสนิทและน้ำดื่มจากตูกดน้ำที่ไมไดเติมเชื้อจุลินทรีย

เปาหมายสำหรับเปน negative control  
- Artificially contaminated (food) item  คือ ตัวอยางน้ำดื ่มในภาชนะบรรจุปดสนิทและน้ำดื ่มจากตู กดน้ำที ่เติม

เช้ือจุลินทรียเปาหมายในระดับการปนเปอนตางๆ 
- Inoculum suspension [without (food) item] คือ สารละลายเชื ้อจุลินทรียเปาหมายใน 0.1% peptone โดยไมมี

สวนประกอบของน้ำดื่มในภาชนะบรรจุปดสนิทและน้ำดื่มจากตูกดน้ำ 
5. แบงตัวอยางทดสอบออกเปน 2 test portion (A และ B) โดยใหแตละ test portion มีปริมาตร 120 mL 
6. เติมเช้ือท่ีเตรียมไดจากขอ 1 ลงในแตละ test portion ตามระดับการปนเปอนท่ีกำหนด ดังแสดงตามภาพท่ี 2 
 

 
 

ภาพท่ี 2 การทวนสอบหาปริมาณเช้ือ (eBias) โดยการทำใหปนเปอน 
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การหาคา eBias 
ดำเนินการทดสอบหา Total Coliforms และ E. coli ในตัวอยางน้ำบริโภค โดยวิธีทดสอบอางอิงตาม Standard Methods 

for the Examination of Water and Wastewater 24th Edition, 2023 โดยแตละ test portion ดำเนินการทดสอบโดยผูทดสอบท่ี
แตกตางกัน Batch อาหารเลี้ยงเช้ือท่ีแตกตางกัน และเครื่องมือท่ีแตกตางกัน (เทาท่ีหองปฏิบัติการมี) ดังน้ี 

1. Presumptive test ตัวอยางน้ำบริโภค (MPN แบบ 10 หลอด) 
เขยาขวดตัวอยางขึ้นลง 25 ครั้ง ใชปเปตปราศจากเชื้อดูดตัวอยางน้ำ ใสใน DLST 10 หลอด หลอดละ 10 mL เขยาหลอด

ทั้งหมดเบาๆ ใหเขากัน นำไปบมที่อุณหภูมิ 35±0.5 °C เปนเวลา 24±2 ชั่วโมง เมื่อครบเวลา ทำการอานผล โดยหลอดที่มีการเจริญ 
(อาหารเลี้ยงเช้ือขุน) มีแกสในหลอดดักแกส แสดงวาใหผลบวก สวนหลอดท่ีไมมีแกสใหบมตอจนครบ 48±3 ช่ัวโมง แลวอานผลใหมอีก
ครั้ง นำหลอดท่ีมีการเจริญเพียงอยางเดียวและหลอดท่ีมีการเจริญรวมกับการสรางแกสไปทดสอบตอในข้ัน Confirmed test 

2. Confirmed test  
นำหลอดท่ีใหผลบวกจากข้ัน Presumptive test มาเขยาเบา ๆ แลวใชหวงถายเช้ือปราศจากเช้ือถายเช้ือจากแตละหลอดลง

ในอาหารเลี้ยงเช้ือ ดังน้ี 
BGLB สำหรับยืนยันการตรวจพบ Total Coliforms โดยบมที่อุณหภูมิ 35 ± 0.5 °C เปนเวลา 24 ± 2 ชั่วโมง เมื่อครบ

กำหนดเวลา ใหตรวจสอบการเกิดแกสในหลอดดักแกส หลอดท่ีเกิดแกสถือวาใหผลบวก หากไมพบแกสใหนำไปบมตอจนครบ 48 ± 3 
ช่ัวโมง แลวอานผลซ้ำอีกครั้ง 

EC-MUG Broth สำหรับยืนยันการตรวจพบ E. coli โดยนำหลอดทั้งหมดบมในอางน้ำควบคุมอุณหภูมิ (Water Bath) ท่ี 
44.5 ± 0.2 °C เปนเวลา 24 ± 2 ชั่วโมง เมื่อครบกำหนดเวลา ใหตรวจสอบการเกิดแกสในหลอดดักแกสและการเรืองแสงภายใตแสง
อัลตราไวโอเลต (UV) ท่ีความยาวคลื่น 365 nm หลอดท่ีเกิดแกสและแสดงการเรืองแสงฟลูออเรสเซนตถือวาใหผลบวก 

3. แปลผลจากจำนวนหลอดท่ีใหผลบวกตามตาราง MPN Index ในหนวย MPN/100 mL  
4. นำจำนวนจุลินทรียที ่ตรวจหาไดในแตละ test portion มาเฉลี่ยและเปลี่ยนเปนคา log10 เพื ่อคำนวณหาคา eBias    

  และประเมินผลตัวอยางแตละประเภทในแตละระดับการปนเปอน โดย คา eBias =|log10 MPN/100 mL inoculum suspension 
(without [food] item) - mean log10 MPN/100 mL (artificially contaminated [food] item)| 
 

การประเมินผลการทดสอบ  
เกณฑการยอมรับ คือ ผลลัพธในแตละระดับการปนเปอนของ artificially contaminated (food) items ตองแตกตางจาก 

inoculum suspension [without (food) item] < 0.5 log10 MPN/100 mL  (eBias < 0.5 log10 MPN/100 mL) 
 

ผลการวิจัย 
ผลการทดสอบหา Total Coliforms และ E. coli ในน้ำบริโภค โดยการทำใหปนเปอนเชื้อจุลินทรียเปาหมาย 3 ระดับ เพ่ือ

การทวนสอบวิธีโดยการประมาณคา eBias พบวาตัวอยางสารละลายเชื ้อจุลินทรียเปาหมาย inoculum suspension [without 
(food) item] ใน 0.1% peptone ใหผลการทดสอบดังแสดงในตารางท่ี 3 คือ ตรวจพบเชื้อที่ระดับการปนเปอนต่ำ, ระดับกลางและ
ระดับสูงเทากับ 0.34, 0.71 และ 1.36 log10 MPN/100 mL ตามลำดับ ซึ่งเปนไปตามชวงคาของระดับการปนเปอนที่กำหนดไว โดย
ไมพบการปนเปอนของเช้ือในสารละลาย 0.1% peptone ท่ีไมมีการเติมเช้ือจุลินทรียเปาหมาย 
 

ตารางท่ี 3 ผลการทดสอบหา Total Coliforms และ Escherichia coli จากตัวอยางสารละลายเช้ือเปาหมาย 

Inoculation level 

Result 

Inoculum suspension [without (food) item] 

No. of positive tube MPN/100 mL log10 MPN/100 mL 

Low 2 2.2 0.34 

Medium 4 5.1 0.71 

High 9 23 1.36 

Uninoculated 0 <1.1 - 
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การทดสอบหา Total Coliforms และ E. coli จากตัวอยางน้ำดื่มในภาชนะบรรจุปดสนิท ตรวจพบเชื้อโดยเฉลี่ยระหวาง 
test portion A และ test portion B ที ่ระดับการปนเป อนต่ำ, ระดับกลางและระดับสูง เทากับ 0.45, 0.71 และ 1.36 log10 
MPN/100 mL ตามลำดับ ดังแสดงในตารางท่ี 4 และตรวจพบจากตัวอยางน้ำดื่มจากตูกดน้ำ โดยเฉลี่ยระหวาง test portion A และ 
test portion B ที่ระดับการปนเปอนต่ำ, ระดับกลางและระดับสูง เทากับ 0.19, 0.84 และ 1.36 log10 MPN/100 mL ตามลำดับ   
ดังแสดงในตารางท่ี 5 โดยไมพบการปนเปอนของเช้ือในน้ำดื่มในภาชนะบรรจุปดสนิทและน้ำดื่มจากตูกดน้ำท่ีไมมีการเติมเช้ือจุลินทรีย
เปาหมาย ซึ่งมีผลการทดสอบนอยกวา 1.1 MPN/100 mL สำหรับใชเปนชุดควบคุม และไมไดถูกนำมาคำนวณคา eBias เนื่องจากใช
เพ่ือยืนยันการไมปนเปอนของตัวอยางเทาน้ัน 

เมื่อนำผลการทดสอบท้ังหมดมาคำนวณหาคา eBias พบวาท้ังสองรายการทวนสอบในทุกระดับการปนเปอนมีคา eBias นอย
กวา 0.5 log10  MPN/100 mL โดยรายการที่ไมทาทายประเภทน้ำดื่มในภาชนะบรรจุปดสนิทมีคา eBias ที่การปนเปอนระดับต่ำ, 
ระดับกลางและระดับสูง เทากับ 0.11, 0.00 และ 0.00 log10 MPN/100 mL ตามลำดับ เชนเดียวกับน้ำดื่มจากตูกดน้ำซึ่งเปนรายการ
ทวนสอบที่ทาทายพบวา คา eBias ที่การปนเปอนระดับต่ำ, ระดับกลางและระดับสูง เทากับ 0.15, 0.13 และ 0.00 log10 MPN/100 
mL ตามลำดับ ดังแสดงในตารางท่ี 6 ซึ่งเปนไปตามเกณฑการยอมรับ 
 
ตารางท่ี 4 ผลการทดสอบหา Total Coliforms และ Escherichia coli จากตัวอยางน้ำดื่มในภาชนะบรรจุปดสนิท 
 

Inoculation 
level 

Test 
portion 

Artificially contaminated (food) item Result Mean result 

Total Coliforms E. coli 
Artificially contaminated Artificially contaminated 

(food) item (food) item 
No. of positive tube MPN/100 mL No. of positive tube MPN/100 mL (log10 MPN/100 mL) (log10 MPN/100 mL) 

Low 
A 2 2.2 2 2.2 0.34 

0.45 
B 3 3.6 3 3.6 0.56 

Medium 
A 4 5.1 4 5.1 0.71 

0.71 
B 4 5.1 4 5.1 0.71 

High 
A 9 23 9 23 1.36 

1.36 
B 9 23 9 23 1.36 

Uninoculated 0 <1.1 0 <1.1 - - 

 
 
ตารางท่ี 5 ผลการทดสอบหา Total Coliforms และ Escherichia coli จากตัวอยางน้ำดื่มจากตูกดน้ำ 
 

Inoculation 
level 

Test 
portion 

Artificially contaminated (food) item Result Mean result 

Total Coliforms E. coli 
Artificially contaminated Artificially contaminated 

(food) item (food) item 
No. of positive tube MPN/100 mL No. of positive tube MPN/100 mL (log10 MPN/100 mL) (log10 MPN/100 mL) 

Low 
A 1 1.1 1 1.1 0.04 

0.19 
B 2 2.2 2 2.2 0.34 

Medium 
A 5 6.9 5 6.9 0.84 

0.84 
B 5 6.9 5 6.9 0.84 

High 
A 9 23 9 23 1.36 

1.36 
B 9 23 9 23 1.36 

Uninoculated 0 <1.1 0 <1.1 - - 
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ตารางท่ี 6 การประเมินผลการทวนสอบวิธีทดสอบหา Total Coliforms และ Escherichia coli ในน้ำบริโภค 
 

(Food) item 

For comparison 

eBias 
Conclusion 
≤ 0.5 log10 

Mean result Result 
Artificially contaminated Inoculum suspension 

(food) item [without (food) item] 
(log10 MPN/test portion) (log10 MPN/100 ml) 

น้ำดื่มในภาชนะบรรจุปด
สนิท 

Low 0.45 0.34 0.11 Accept 

Medium 0.71 0.71 0.00 Accept 

High 1.36 1.36 0.00 Accept 

น้ำดื่มจากตูกดน้ำ 

Low 0.19 0.34 0.15 Accept 

Medium 0.84 0.71 0.13 Accept 

High 1.36 1.36 0.00 Accept 

 
 
สรุปผลการวิจัย 
 จากการทวนสอบวิธีทดสอบหา Total Coliforms และ E. coli ในน้ำบริโภคดวยวิธี MPN อางอิงตาม Standard Methods 
for the Examination of Water and Wastewater, 24th Edition, 2023 โดยดำเนินการทวนสอบตามแนวทางของ ISO 16140-
3:2021 พบวาตัวอยางน้ำดื่มในภาชนะบรรจุปดสนิทซึ่งเปนรายการทวนสอบท่ีไมทาทายและตัวอยางน้ำดื่มจากตูกดน้ำซึ่งเปนรายการ
ทวนสอบทาทาย ใหคา eBias ในทุกระดับการปนเปอน นอยกวา 0.5 log10 MPN/100 mL ซึ่งอยูในขอบเขตการยอมรับ แสดงใหเห็น
วาหองปฏิบัติการสามารถนำวิธีทดสอบมาตรฐานมาใชในการทดสอบไดอยางเหมาะสม ถูกตอง ผูใชบริการทดสอบสามารถนำผลการ
ทดสอบไปใชในการประเมินคุณภาพน้ำบริโภคไดอยางนาเช่ือถือ 
 
อภิปรายผลการวิจัยและขอเสนอแนะ 

จากการทวนสอบวิธีทดสอบหา Total Coliforms และ E. coli ในน้ำบริโภคดวยวิธี Multiple-tube fermentation ตาม
มาตรฐานอางอิงของ Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater, 24th Edition, 2023 ซึ่งดำเนินการ
ทวนสอบตามแนวทางของ ISO 16140-3: 2021 (Annex F) โดยกำหนดใหประเมินผลการทวนสอบดวยคา eBias จากรายการ     
ทวนสอบ 2 กลุม คือ ตัวอยางทั่วไปที่ไมทาทาย ไดแก น้ำดื่มในภาชนะบรรจุปดสนิทและตัวอยางทาทาย ไดแก น้ำดื่มจากตูกดน้ำ 
พบวา ผลการทดสอบในชุดควบคุมที่ไมมีการเติมเชื้อจุลินทรียเปาหมายในสารละลายเจือจาง (0.1% peptone) และน้ำบริโภคทั้ง 2 
กลุม ไมพบการเจริญของเชื้อ Total Coliforms และ E. coli จึงมั่นใจไดวาคา eBias ที่ไดเปนผลจากปริมาณเชื้อที่เติมลงไปอยาง
แทจริง ไมไดเปนผลจากจุลินทรียพ้ืนถ่ิน (Background microflora) ท่ีมาจากตัวอยางน้ำหรือการปนเปอนจากกระบวนการทดสอบ  

เมื่อพิจารณาคา eBias จากน้ำดื่มในภาชนะบรรจุปดสนิทมีคา eBias ต่ำกวาเกณฑ 0.5 log10 MPN/100 mL ในทุกระดับ
การปนเปอน สอดคลองตามทฤษฎ ีเน่ืองจากเปนตัวอยางไมทาทายท่ีปราศจากปจจัยรบกวนท่ีอาจสงผลตอการเจริญของเช้ือจุลินทรีย
เปาหมาย ในขณะที่น้ำดื่มจากตูกดน้ำแมจะมีความเสี่ยงจากสภาพแวดลอมที่สูงกวา เชน อาจมีสารอินทรียละลายน้ำ สารเคมีจากไส
กรองหรือคลอรีนที่ตกคาง ซึ่งอาจสงผลรบกวนการเจริญของเชื้อจุลินทรียเปาหมาย แตผลการคำนวณคา eBias ยังคงใหคานอยกวา 
0.5 log10 MPN/100 mL ในทุกระดับการปนเปอน เชนเดียวกัน แสดงใหเห็นวาวิธีทดสอบท่ีใชมีความทนทานตอสภาวะรบกวนสูงและ
หองปฏิบัติการสามารถนำวิธีทดสอบน้ีมาใชในการวิเคราะหตัวอยางน้ำบริโภคไดอยางครอบคลุมท้ังตัวอยางน้ำท่ีไมทาทายและทาทาย 

เมื่อพิจารณาเปรียบเทียบผลการศึกษาครั้งนี้กับการศึกษาของ พชรภร แกวสำราญ (2566) ซึ่งไดทำการทวนสอบวิธีทดสอบ
หาปริมาณ Total Coliforms, Fecal coliforms และ E. coli โดยใชตัวอยางน้ำบริโภค 2 รายการ คือ น้ำดื่มในภาชนะบรรจุปดสนิท 
และน้ำประปา พบวาผลการทวนสอบใหคา eBias ผานเกณฑการยอมรับในทุกระดับการปนเปอนสอดคลองกับการศึกษาครั้งน้ี แมวา
เลือกใชรายการทดสอบทาทายท่ีแตกตางกัน ท้ังน้ีข้ึนอยูกับชนิดของตัวอยางน้ำบริโภคท่ีพบเปนประจำในแตละหองปฏิบัตกิาร อีกท้ังยัง
แสดงใหเห็นถึงความสำคัญของการทวนสอบวิธีทดสอบวาเปนกระบวนการที่มีความจำเปนสำหรับทุกหองปฏิบัติการ โดยเฉพาะ
หองปฏิบัติการท่ีไดรับการรับรองตามมาตรฐานสากล ISO/IEC 17025 
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จากการศึกษาครั้งน้ี พบวาการทวนสอบวิธีทดสอบใหคา eBias อยูในขอบขายการยอมรับท้ัง 2 รายการทดสอบ แสดงใหเห็น
วาหองปฏิบัติการสามารถนำวิธีทดสอบอางอิงมาใชไดอยางถูกตอง เหมาะสม ครอบคลุมในขอบขายตัวอยางน้ำบริโภคของ
หองปฏิบัติการและระดับปริมาณเชื้อที่ตรวจพบไดจากตัวอยาง ดังนั้นผูใชบริการทดสอบจากหองปฏิบัติการจึงสามารถนำผลการ
ทดสอบไปใชในการประเมินคุณภาพและความปลอดภัยของน้ำบริโภคดานจุลินทรียไดอยางนาเช่ือถือ  

อยางไรก็ตาม เนื่องดวยวิธีการมาตรฐานสำหรับการวิเคราะหทดสอบทางจุลชีววิทยา ตลอดจนแนวทางการดำเนินการทวน
สอบวิธีทดสอบ มีการทบทวน ปรับปรุงและแกไขใหสอดคลองกับความกาวหนาทางวิทยาศาสตรโดยหนวยงานหรือองคกรที่กำหนด
มาตรฐานอยูเปนระยะ หองปฏิบัติการจึงจำเปนตองติดตามและตรวจสอบความทันสมัยของเอกสารมาตรฐานใหเปนปจจุบันอยาง
สม่ำเสมอ ทั้งนี้หากมีการเปลี่ยนแปลงในสาระสำคัญของวิธีการอางอิงที่มีผลตอความสามารถในการวิเคราะห หองปฏิบัติการตอง
ดำเนินการทวนสอบวิธีทดสอบใหมตามความจำเปน เพ่ือใหมั่นใจวาผลการทดสอบท่ีสงมอบใหแกผูใชบริการทดสอบยังคงเปนไปตามวิธี
มาตรฐานฉบับลาสุดและรักษาความนาเช่ือถือในระดับสากลไดอยางตอเน่ือง 
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