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ผลการวิจัย

วิธีการทดลอง

เก็บตัวอย่างน้้าเสีย โดยวิธีการเก็บตัวอย่างน้้าแบบจ้วง 
ปริมาตร 250 มิลลิลิตร ณ ระบบบ้าบัดน้้าเสียของมหาวิทยาลัย

บทน้า

การตรวจหาดัชนีชี้วัดการปนเปื้อนจุลินทรีย์ในน้้าที่ผ่านระบบบ้าบัดน้้าเสียนับเป็น       
สิ่งส้าคัญอย่างยิ่งในการประเมินคุณภาพน้้าก่อนปล่อยลงสู่แหล่งน้้าธรรมชาติ หนึ่งในดัชนี
ชี้วัดทางชีวภาพนั้น ได้แก่ การตรวจหาปริมาณโคไลเฟจ (coliphage) ซึ่งจัดเป็นดัชนีชี้วัด
การปนเปื้อนเชื้อไวรัสก่อโรคในระบบทางเดินอาหาร ดังนั้น งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์ใน
การตรวจหาการปนเปื้อนโคไลเฟจจากระบบบ้าบัดน้้าเสียที่รับน้้ามาจากอาคารที่พักและ
อาคารเรียนในมหาวิทยาลัย เพื่อประเมินระดับการปนเปื้อนเชื้อไวรัสรวมถึงประเมิน
ประสิทธิภาพของระบบบ้าบัดน้้าเสียทางอ้อมได้ โดยการเก็บตัวอย่างน้้าเสียเพื่อศึกษา
ปริมาณโคไลเฟจกับแบคทีเรีย E.coli ที่จ้าเพาะด้วยเทคนิค double layer agar

1. การเก็บตัวอย่างน้้าเสีย

โดยวิธี Microbiological Standard Technique

เป็นแบคทีเรียแกรมลบ รูปท่อน

3. การตรวจหาโคไลเฟจ โดยวิธี Double Layer Agar

2. การคัดแยกเชื้อ E. coli

4. การตรวจหา Total Coliform Bacteria และ Fecal Coliform Bacteria 

• การตรวจหาความจ้าเพาะของโคไลเฟจ

• การประเมินประสิทธิภาพระบบบ้าบัดน้้าเสียของมหาวิทยาลัย

โดยวิธี Multiple Fermentation Technique 

ย้อมสีแบคทีเรียโดยวิธี Gram’s staining

การค้านวณปริมาณโคไลเฟจ
จาก PFU/ml  = จ านวนวงใส(plaque) ที่เกิดขึ้น

ปริมาตร Phage solution × อัตราการเจือจาง

จากการตรวจหาโคไลเฟจกับแบคทีเรีย E.coli ที่จ้าเพาะด้วยเทคนิค double layer agar 
พบว่ามี E.coli ที่คัดแยกได้ 3 สายพันธุ์ (3/20 สายพันธุ)์ ได้แก่ MN2 MN9 และ MN12 รวมถึง 
E.coli ATCC25922 มีจ้านวนวงใส (Plaque) เท่ากับ 93, 210, 91 และ 79 ตามล้าดับ       
ซึ่งค้านวณปริมาณโคไลเฟจที่เกิดขึ้นได้ระหว่าง 40-110 PFU/ml ดังภาพ  ในขณะที่สายพันธุ์ที่
เหลือให้ปริมาณโคไลเฟจเพียง 0-38 PFU/ml
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1. ผลการตรวจหาความจ้าเพาะของโคไลเฟจ

จากการทดสอบประสิทธิภาพของระบบบ้าบัดน้้าเสียโดยใช้ E.coli ATCC25922 เป็นโฮสต์
ตัวแทนในการหาปริมาณโคไลเฟจในตัวอย่างน้้าบริเวณบ่อ aerobic aerated lagoon และ
บริเวณจุดปล่อยน้้าทิ้งซึ่งผ่านการเติมคลอรีนแล้ว (effluent) พบว่ามีปริมาณโคไลเฟจลดลงจาก
เฉลี่ย 48.5 PFU/ml เหลือ 1.75 PFU/ml ซึ่งมีปริมาณ coliphage ลดลงถึง 27.71 เท่า ดังภาพ  

A = Aerobic aerated lagoon
B = Effluent

2. ผลการประเมินประสิทธิภาพของระบบบ้าบัดน้้าเสีย

จากการตรวจหา Total Coliform Bacteria และ Fecal Coliform Bacteria ในตัวอย่างน้้า
บริเวณบ่อ aerobic aerated lagoon และบริเวณจุดปล่อยน้้าทิ้งซึ่งผ่านการเติมคลอรีนแล้ว 
(effluent) พบว่าปริมาณมีลดลงถึง 202.5 เท่า และ 116.5 เท่า ตามล้าดับ

3. ผลการตรวจหา Total Coliform Bacteria และ Fecal Coliform Bacteria
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สรุปผลการวิจัย

ผลการคัดแยกเชื้อ E.coli จากระบบบ้าบัดน้าเสียมหาวิทยาลัย พบว่าในตัวอย่างน้้าเสียสามารถแยกได้ทั้งหมด 20 สายพันธุ์ เมื่อท้าการตรวจหาปริมาณโคไลเฟจกับเชื้อแบคทีเรีย E.coli ที่จ้าเพาะ
พบว่ามี E.coli ที่คัดแยกได้ 3 สายพันธุ์ ได้แก่ MN2 MN9 และ MN12 รวมถึง E.coli ATCC25922 มีปริมาณโคไลเฟจเกิดขึ้นระหว่าง 40-110 PFU/ml

จากการใช้ E.coli ATCC25922 เป็นโฮสต์ตัวแทนในการหาปริมาณโคไลเฟจในตัวอย่างน้้าบริเวณบ่อ aerobic aerated lagoon และบริเวณจุดปล่อยน้้าทิ้งซึ่งผ่านการเติมคลอรีนแล้ว (effluent) 
พบว่ามีปริมาณโคไลเฟจลดลง 27.71 เท่า ซึ่งสอดคล้องกับการตรวจหาดัชนีชี้วัดแบคทีเรียโดยพบว่ามีปริมาณ total coliform bacteria ลดลง 202.5 เท่า และปริมาณ fecal coliform bacteria 
ลดลง 116.5 เท่า อย่างไรก็ตามผลการศึกษานี้บ่งชี้ว่าน้้าที่ผ่านการฆ่าเชื้อด้วยคลอรีนที่มีความเข้มข้นอยู่ในน้้าขณะนั้นสามารถฆ่าเชื้อแบคทีเรีย และไวรัสได้เพียงบางส่วนเท่านั้นและควรมีการก้าหนด
เกณฑ์มาตรฐานดัชนีชี้วัดด้านจุลินทรีย์ในน้้าที่ผ่านกระบวนการบ้าบัดก่อนปล่อยลงสู่แหล่งน้้าธรรมชาติต่อไป 

3.3 วิเคราะห์ coliphage

Filtrate + working E. coli  
+ Soft Agar

TSA plate 

3.2 เตรียม Phage solution (Filtrate)

ปั่นเหวี่ยงที่ 3,500 rpm 
15 นาที

ตัวอย่างน้ าเสีย กรองและ
ดูดส่วนใสเก็บไว้ (Filtrate) 

3.1 ขั้นตอนเตรียมหัวเชื้อ E. coli
และ working E. coli 

เขี่ยเชื้อ E. coli 5 ml TSB
(หัวเชื้อ E. coli)

9 ml TSB
(working E. coli)
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จุดเก็บตัวอย่างน้้าเสีย
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