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ขอมูลประกอบการจัดทําประกาศกระทรวงสาธารณสุข 
เรื่อง กําหนดปริมาณไขหนอนพยาธิและแบคทีเรียอีโคไล (Escherichia coli) และวิธีการเก็บตัวอยางและการตรวจหาไขหนอนพยาธิและแบคทีเรียอีโคไล 

(Escherichia coli) ในน้ําท้ิงและกากตะกอนท่ีผานระบบกําจัดส่ิงปฏิกูลแลว พ.ศ. ๒๕๖๑ 

                                                                                                ภัสราภรณ รักษาแกว 
กลุมพัฒนาการสุขาภิบาล  สํานักอนามัยสิ่งแวดลอม 

วัตถุประสงคเพ่ือเปนการกําหนดปริมาณไขหนอนพยาธิและแบคทีเรียอีโคไล (Escherichia coli) และวิธีการเก็บตัวอยางและการตรวจหาไขหนอนพยาธิและแบคทีเรีย    
อีโคไล (Escherichia coli) ในน้ําท้ิงและกากตะกอนท่ีผานระบบกําจัดสิ่งปฏิกูลแลว การตรวจหาไขหนอนพยาธิและแบคทีเรียอีโคไล (Escherichia coli) ในน้ําท้ิงและกากตะกอน
ท่ีผานระบบกําจัดสิ่งปฏิกูลแลว มีวัตถุประสงคเพ่ือเปนการตรวจสอบประสิทธิภาพการบําบัดของระบบกําจัดสิ่งปฏิกูล และเพ่ือเปนการนําสิ่งปฏิกูลท่ีผานการบําบัดไปใชใหเกิด
ประโยชนไดอยางปลอดภัยตอไป  

หัวขอวิชาการในกฎหมาย ขอมูลวิชาการ แหลงอางอิง 
๑. การกําหนดปริมาณไขหนอนพยาธิ
และแบคทีเรียอีโคไล (Escherichia coli)  

 
รายการทดสอบ ประเภท เกณฑปริมาณท่ีกําหนด 
ไขหนอนพยาธ ิ น้ําท้ิง นอยกวา ๑ ฟอง ตอ ลิตร 

กากตะกอน นอยกวา ๑ ฟอง ตอ กรัม (น้ําหนักแหง) 
แบคทีเรียอีโคไล 
(Escherichia coli) 

น้ําท้ิง นอยกวา ๑,๐๐๐ MPN (Most Probable Number) 
ตอ ๑๐๐ มิลลิลิตร 

กากตะกอน นอยกวา ๑,๐๐๐ MPN (Most Probable Number) 
ตอกรัม (น้ําหนักแหง) 
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๒. วิธีการเก็บตัวอยางน้ําท้ิงท่ีผานระบบ
กําจัดสิ่งปฏิกูล 

(๑) วิธีการเก็บตัวอยางน้ําท้ิงสําหรับตรวจหาไขหนอนพยาธิ ใหใชวิธีเก็บแบบจวง (Grab sampling) 
ในบอสุดทายของระบบกําจัดหรือจุดสุดทายกอนระบายน้ําท้ิงออกสูสิ่งแวดลอมโดยเก็บตัวอยางน้ําท้ิง       
ท่ีจุดก่ึงกลางความลึกสําหรับบอท่ีมีความลึกไมเกิน ๒ เมตร และเก็บท่ีระดับความลึกจากผิวน้ํา ๑ เมตร 
สําหรับบอท่ีมีความลึกเกินกวา ๒ เมตร โดยเก็บตัวอยางนาท้ิงใหไดปริมาณ ๓ ลิตร บรรจุในภาชนะ
พลาสติก ขนาดความจุ ๔ ถึง ๕ ลิตร 
              

- ประกาศคณะกรรมการ
สิ่งแวดลอมแหงชาติ ฉบับท่ี ๘ 
(พ.ศ. ๒๕๓๗) ออกตามความ
ในพระราชบัญญัติสงเสริมและ
รักษาคุณภาพสิ่งแวดลอม
แหงชาติ พ.ศ. 2535 เรื่อง  
กําหนดมาตรฐานคุณภาพน้ําใน 
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หัวขอความรู ขอมูลวิชาการ แหลงอางอิง 
๒. วิธีการเก็บตัวอยางน้ําท้ิงท่ีผานระบบ
กําจัดสิ่งปฏิกูล (ตอ) 

(๒) วิธีการเก็บตัวอยางน้ําท้ิงสําหรับตรวจหาแบคทีเรียอีโคไล (Escherichia coli) ใหเก็บตัวอยางน้ําท้ิง
ท่ีระดับความลึก ๓๐ เซนติเมตร ของบอสุดทาย หรือภาชนะท่ีรองรับ ณ จุดตรวจสอบ โดยเก็บตัวอยาง    
น้ําท้ิงใหไดปริมาณ ๑๐๐ มิลลิลิตร บรรจุในขวดแกวขนาดความจุ ๑๒๕ มิลลิลิตร ท่ีผานการฆาเชื้อ          
ท่ีอุณหภูมิ ๑๖๐ - ๑๘๐ องศาเซลเซียส เปนเวลา ๒ ชั่วโมง ภายในมีคราบของสารละลายโซเดียม           
ไธโอซัลเฟตเขมขน รอยละ ๑๐ ปริมาตร ๐.๑ มิลลิลิตร หุมจุกขวดดวยกระดาษอะลูมิเนียม และบรรจุใน
กระปองทําดวยเหล็กกลาไรสนิม ในกรณีไมสามารถทําการตรวจไดทันที ใหเก็บรักษาตัวอยางน้ําท้ิง         
ในภาชนะควบคุมอุณหภูมิไวท่ี ๔ ถึง ๑๐ องศาเซลเซียส และดําเนินการตรวจภายในเวลา ๒๔ ชั่วโมง 

แหลงน้ําผิวดิน หมวด 3 
วิธีการเก็บตัวอยางและ
ตรวจสอบคุณภาพน้ําในแหลง
น้ําผิวดิน 
- คูมือการสุมเก็บ การบรรจุ
และการเก็บรักษาสภาพ
ตัวอยางน้ําเสีย/ น้ําท้ิง เพ่ือการ
ตรวจวิเคราะหและทดสอบ     
ในหองปฏิบัติการ ศูนย
หองปฏิบัติการกรมอนามัย 

๓. วิธีการเก็บตัวอยางกากตะกอนท่ีผาน
ระบบกําจัดสิ่งปฏิกูล 

วิธีการเก็บตัวอยางกากตะกอน ใหเก็บตัวอยางกากตะกอนจากท่ีกองเก็บกากตะกอน โดยสุมเก็บใหเปน
ตัวแทน จํานวน ๑๐ จุด ๆ ละไมนอยกวา ๑๐๐ กรัม คลุกผสมตัวอยางกากตะกอนท่ีไดใหเขากันอยางท่ัวถึง
รวมเปนกองเดียวกัน แลวแบงเปน ๔ สวนเทา ๆ กัน แลวสุมเลือก ๒ สวน ท่ีอยูตรงขามมารวมกัน         
ตักตะกอนปริมาณ ๔๐๐ กรัม ใสในถุงพลาสติกท่ีสะอาดสําหรับตรวจหาไขหนอนพยาธิและตักตะกอน      
อีกปริมาณ ๑๐๐ กรัม ใสในถุงพลาสติกหรือภาชนะท่ีสะอาดและปลอดเชื้อ สําหรับตรวจหาแบคทีเรีย          
อีโคไล (Escherichia coli) ในกรณีไมสามารถทาการตรวจไดทันที ใหเก็บรักษาตัวอยางกากตะกอนใน
ภาชนะควบคุมอุณหภูมิไวท่ี ๔ ถึง ๑๐ องศาเซลเซียส และดาเนินการตรวจภายในเวลา ๒๔ ชั่วโมง 

- เอกสารคําแนะนํา การเก็บ
ตัวอยางปุยหมักและน้ําหมัก
ชีวภาพ จัดทําโดย สํานัก
วิทยาศาสตรเพ่ือการพัฒนา
ท่ีดิน กรมพัฒนาท่ีดิน 
กระทรวงเกษตรและสหกรณ 
- คูมือการสุมเก็บ การบรรจุ
และการเก็บรักษาสภาพ
ตัวอยางน้ําเสีย/ น้ําท้ิง เพ่ือการ
ตรวจวิเคราะหและทดสอบ     
ในหองปฏิบัติการ ศูนย
หองปฏิบัติการกรมอนามัย 

๔. การตรวจหาไขหนอนพยาธิในน้ําท้ิง      
ท่ีผานระบบกําจัดสิ่งปฏิกูล 

วิธีการตรวจหาไขหนอนพยาธิในน้ําท้ิง การปฏิบัติงานจะแบงออกเปน 3 ข้ันตอน ดังนี้ 
- ข้ันตอนท่ี 1 วิธีการตรวจอยางงายหรือการตกตะกอนโดยใชการปนเหวี่ยง (Simple-Centrifugal  
sedimentation) โดยนําตัวอยางน้ําท้ิงมาทําใหเขมขนดวยการปนเหวี่ยง (Centrifugal Sedimentation) 

Integrated Guide To 
Sanitary Parasitology  
(WHO) : Technique for the 
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หัวขอความรู ขอมูลวิชาการ แหลงอางอิง 
๔. การตรวจหาไขหนอนพยาธิในน้ําท้ิง      
ท่ีผานระบบกําจัดสิ่งปฏิกูล (ตอ) 

แลวนําตะกอนท่ีไดมาตรวจดวยกลองจุลทรรศน ถาพบไขหนอนพยาธิใหรายงานผลโดยไมตองทําข้ันตอน
ตอไป แตหากไมพบไขหนอนพยาธ ิตองทําการทดสอบตอในข้ันตอนท่ี 2  
- ข้ันตอนท่ี 2 วิธีฟอรมาลิน-เอทิล อะซิเตต เซตดิเมนเตชั่น (Formalin–Ethyl acetate sedimentation) 
โดยการนําตะกอนท่ีเหลือมาขจัดไขมันและสิ่งสกปรกอ่ืนๆ แลวนําตะกอนท่ีไดมาตรวจหาไขหนอนพยาธิ
ดวยกลองจุลทรรศน ถาพบไขหนอนพยาธิ ใหรายงานผลโดยไมตองทําข้ันตอนตอไปแตหากไมพบ           
ไขหนอนพยาธ ิใหทดสอบตอไปในข้ันตอนท่ี 3 
- ข้ันตอนท่ี 3 วิธีการทําใหตะกอนลอยตัว (Floatation) โดยใชสารละลายท่ีมีความถวงจําเพาะท่ีเหมาะสม 
แลวตรวจหาไขหนอนพยาธิท่ีลอยข้ึนมาดวยกลองจุลทรรศนและรายงานผล 

enumeration of parasitic 
helminth eggs from 
sewage sludge (Satchwell, 
1986) 

๕. การตรวจหาไขหนอนพยาธิใน      
กากตะกอนท่ีผานระบบกําจัดสิ่งปฏิกูล 

วิธีการตรวจหาไขหนอนพยาธิในกากตะกอน การปฏิบัติงานจะแบงออกเปน 3 ข้ันตอน ดังนี้ 
- ข้ันตอนท่ี 1 วิธีการตรวจอยางงายหรือการตกตะกอนโดยใชการปนเหวี่ยง (Simple–Centrifugal 
sedimentation) โดยนําตัวอยางกากตะกอนมาทําใหละลายแลวกรองเพ่ือกําจัดเศษขยะขนาดใหญ และ
ทําใหตกตะกอนโดยการตั้งท้ิงไวนาน 12 ชั่วโมง หรือการปนเหวี่ยง และนํากากตะกอนท่ีไดมาตรวจดวย
กลองจุลทรรศน ถาพบไขหนอนพยาธิใหรายงานผลโดยไมตองทดสอบดวยข้ันตอนตอไป แตหากไมพบ     
ไขหนอนพยาธ ิตองทําการทดสอบตอในข้ันตอนท่ี 2  
- ข้ันตอนท่ี 2 วิธีฟอรมาลิน–เอทิล อะซิเตต เซตดิเมนเตชั่น (Formalin–Ethyl acetate sedimentation) 
โดยการนําตะกอนท่ีเหลือมาขจัดไขมันและสิ่งสกปรกอ่ืนๆ แลวนําตะกอนท่ีไดมาตรวจหาไขหนอนพยาธิ
ดวยกลองจุลทรรศน ถาพบไขหนอนพยาธิ ใหรายงานผลโดยไมตองทําข้ันตอนตอไป แตหากไมพบ          
ไขหนอนพยาธ ิใหทดสอบตอไปในข้ันตอนท่ี 3  
- ข้ันตอนท่ี 3 วิธีการทําใหตะกอนลอยตัว (Floatation) โดยใชสารละลายท่ีมีความถวงจําเพาะท่ีเหมาะสม 
แลวตรวจหาไขหนอนพยาธิท่ีลอยข้ึนมาดวยกลองจุลทรรศนและรายงานผล 
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(WHO) : Technique for the 
enumeration of parasitic 
helminth eggs from 
sewage sludge (Satchwell, 
1986) 

๖. การตรวจหาแบคทีเรียอีโคไล 
(Escherichia coli) ในน้ําท้ิงและ      
กากตะกอนท่ีผานระบบกําจัดสิ่งปฏิกูล 

วิธี Most Probable Number (MPN) หรือ Multiple Tube Fermentation Technique (Standard 
Method Part 9221) 

9221 Multiple-tube 
fermentation technique 
for members of the  
coliform group 


