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การพัฒนาชุดทดสอบโคลิฟอร์มเพื่อตรวจสอบคุณภาพน�้าทางจุลชีววิทยา
Development of coliform test kit for 

microbiological quality water

บทคัดย่อ
 แบคทเีรยีโคลฟิอร์มเป็นจลุนิทรย์ีดัชนบ่ีงชีถ้งึคุณภาพน�า้ การทดสอบคณุภาพน�า้ทางด้านจลุชวีวทิยาจ�าเป็นต้องรบีทดสอบหลงัจาก
เกบ็ตวัอย่างท�าให้บางคร้ังไม่สามารถส่งตัวอย่างทดสอบให้ห้องปฏิบตักิารได้ทัน เวลา จงึได้พฒันาชดุทดสอบเช้ือโคลฟิอร์มเบือ้งต้นในลกัษณะ
การตรวจแบบพบหรอืไม่พบ โดยอาศยัสมบตัขิองโคลฟิอร์มทีส่ามารถเปลีย่นน�า้ตาลแลคโตสเป็นกรดและแก๊สภายใน 24-48 ชัว่โมง การศึกษา
สูตรอาหารเล้ียงเช้ือและปริมาตรตัวอย่างที่เหมาะสม พบว่าอาหารเลี้ยงเชื้อลอริลซัลเฟตบรอท ที่ความเข้มข้น 3 เท่า เติมอินดิเคเตอร์ 
บรอมครีซอลเพอร์เพิล ปริมาตร 0.01 กรัมต่อลิตร  ให้ผลดีที่สุด เมื่อใช้ตัวอย่างน�้าปริมาตร 20 มิลลิลิตร อาหารเลี้ยงเชื้อเปลี่ยนสีจากสีม่วง
ใสเป็นสีเหลืองขุ่น การศึกษาเปรียบเทียบประสิทธิภาพกับวิธีมาตรฐานและชุดทดสอบของกรมอนามัยโดยใช้ตัวอย่างน�้า 49 ตัวอย่าง
(น�้าอุปโภค 29 ตัวอย่าง ตัวอย่างน�้าบริโภค 20 ตัวอย่าง) พบว่าชุดทดสอบที่พัฒนาขึ้นมีประสิทธิภาพเท่ากับชุดทดสอบของกรมอนามัยและ
วิธีมาตรฐาน (AWWA, 2012) โดยจะแสดงผลเป็นบวกเมื่อมีปริมาณโคลิฟอร์มเท่ากับ 2.2 เอ็มพีเอ็นต่อ 100 มิลลิลิตร  ดังนั้นชุดทดสอบที่
พัฒนาขึ้นนี้มีประสิทธิภาพเพียงพอส�าหรับการตรวจคุณภาพน�้าเบื้องต้นได้ 

Abstract
 Coliform bacteria is a microbiological indicator of water quality. However, water samples sometimes cannot 
be sent for test such bacteria on time. Therefore, the qualitative test kit for coliforms in water was developed as a 
preliminary investigation. The test kit was developed under the concept that coliform bacteria can use lactose and 
produce acid and gas within 24-48 hours. It was found that lauryl sulfate broth media at a concentration of 3 times 
with addition of bromocresol purple 0.01 g/l gave most effective result at 20 ml water sample. Coliform bacteria were 
detected by the changing of color from clear purple to turbid yellowish-liquid. Detection performance comparing of 
test kit with standard method (AWWA, 2012) and commercial test kit developed by Department of Health using 
49 water samples (29 non-potable water and 20 potable water) showed equal effective and detection limit equal to 
2.2 MPN/100 mL of AWWA method. Hence, the test kit can be recommended for detection of presumptive coliform 
bacteria in potable water in the field.
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1. บทน�า (Introduction)
 กลุ่มงานจุลชีววิทยา โครงการวิทยาศาสตร์ชีวภาพให้บริการ
ตรวจสอบคุณภาพทางด้านจุลชีววิทยาของน�้าอุปโภค/บริโภค การ
ทดสอบน�า้ทางด้านจลุชวีวทิยานัน้จ�าเป็นต้องรบีทดสอบหลงัจากเก็บ
ตัวอย่าง โดยไม่ควรเกิน 12 ชั่วโมง ท�าให้บางครั้งไม่สามารถส่งตัว
อย่างทดสอบให้ห้องปฏบิตักิารได้ทนั อาจมผีลท�าให้ชนิดและปรมิาณ
จลุนิทรย์ีในน�า้ตัวอย่างผิดพลาดไป นอกจากนีย้งัพบว่าสนิค้าประเภท
อาหารมีปัญหาเรื่องการปนเปื้อนจุลินทรีย์ ซึ่งอาจมาจากน�้าที่ใช้ใน
กระบวนการผลติไม่ได้คณุภาพ การส่งตวัอย่างเพือ่ตรวจสอบคุณภาพ
น�้าทีห้่องปฏบิัตกิาร ตอ้งใชเ้วลาในการเกบ็ตวัอย่างส่งห้องปฏิบตักิาร 
ท�าให้ไม่สามารถควบคุมคุณภาพน�้าได้อย่างสม�่าเสมอ 
         จากปัญหาดังกล่าวข้างต้น การพัฒนาชุดทดสอบที่ราคาไม่
แพง มีวิธีการทดสอบที่ไม่ยุ่งยาก และให้ผลการทดสอบเบื้องต้นมี
ความน่าเชื่อถือน่าจะเป็นแนวทางแก้ไขปัญหาก่อนส่งตัวอย่างน�้าไป
ทดสอบที่ห้องปฏิบัติการ กรมวิทยาศาสตร์บริการพัฒนาชุดทดสอบ
เชื้อโคลิฟอร์มและ อี. โคไล ในน�้าบริโภคในนามว่า Colicount โดย
ใช้เทคนิคการนับจ�านวนเชื้อที่เจริญบนกระดาษทดสอบที่มีอาหาร
เลี้ยงเช้ือ ชุดทดสอบดังกล่าวแม้ว่าจะสามารถใช้ทดสอบหาปริมาณ
เชื้อได้อย่างมีประสิทธิภาพใกล้เคียงกับวิธีมาตรฐานละชุดทดสอบที่
จ�าหน่ายในท้องตลาด แต่การผลิตกระดาษทดสอบใช้เทคนิคและขั้น
ตอนหลายขั้นตอน อาหารเลี้ยงเชื้อและสารเคมีราคาแพง ต้องมี
อุปกรณ์ประกอบในชุดทดสอบหลายชนิดท�าให้มีต้นทุนต่อหน่วยสูง 
และการผลติปรมิาณมากต้องใช้เวลานาน จงึมแีนวความคดิทีจ่ะพฒันา
ชุดทดสอบเชื้อโคลิฟอร์มเบื้องต้นในลักษณะการตรวจพบหรือไม่พบ 
ซึ่งสามารถให้ข้อมูลเบื้องต้นเพียงพอส�าหรับการควบคุมคุณภาพน�้า
ได้ โดยชดุทดสอบจะต้องมวีธิกีารผลติไม่ยุง่ยาก สามารถผลติในปรมิาณ
มากได้และต้นทุนต่อหน่วยลดลง

2. วิธีการวิจัย (Experimental)
      2.1 วัสดุ อุปกรณ์ และเครื่องมือ
   2.1.1 ขวดแก้วฝาด�ามขีดีปรมิาตรขนาดปรมิาตร 30 มลิลลิติร
    2.1.2 หลอดทดลองขนาด 18x180 มิลลิเมตร
 2.1.3 หลอดทดลองขนาด 16x150 มิลลิเมตร
 2.1.4 หลอดทดลองฝาเกลียวขนาด 16x150 มิลลิเมตร
 2.1.5 หลอดดักแก๊ส 
 2.1.6 เครื่องชั่งไฟฟ้า ชั่งน�้าหนักได้ละเอียด 0.01 กรัม
 2.1.7 ตู้บ่มเชื้อควบคุมอุณหภูมิที่ 35±1 oC
 2.1.8 ตู้เย็นควบคุมอุณหภูมิที่ 2-10 oC
 2.1.9 หม้อนึ่งอัดซึ่งควบคุมอุณหภูมิที่ 121±3 oC
 2.1.10 จานเพาะเชื้อ ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 
   90x150 มิลลิเมตร 
   2.1.11 ปิเปต ขนาด 2 และ 10 มิลลิลิตร
 2.1.12 ชุดทดสอบ อ 11 ของกรมอนามัย
 2.1.13 ขวดเก็บตัวอย่างน�้าปลอดเชื้อ

 2.2 อาหารเลี้ยงเชื้อ สารเคมี 
 2.2.1 ลอริลซัลเฟตบรอท (Lauryl sulfate broth) 
 2.2.2 บริลเลียนกรีนไบล์ 2% บรอท (Brilliant green bile 
   2% broth)
 2.2.3 นิวเทรียนบรอท (Nutrient broth, NB)
 2.2.4 เพลทเค้าท์อะการ์ (Plate count agar, PCA)
 2.2.5 บรอมครีซอลเพอร์เพิล (Bromocresol purple)
 2.2.6 สารละลายโซเดียมคลอไรด์  (Sodium chloride) 
   ความเข้มข้นร้อยละ 0.85
 2.2.7 กลีเซอรอล
 2.2.8 เอททิลแอลกอฮอล์ ร้อยละ 70

   2.3 จุลินทรีย์อ้างอิง
 2.3.1 เอนเทอร์โรแบคเตอร์ แอโรจีเนส (Enterobacter 
   aerogenes) ATCC 13048
 2.3.2 สแตฟิโลคอ็กคสั ออเรยีส (Staphylococcus aureus) 
   ATCC 25923

    2.4 ตัวอย่างน�้า
 2.4.1 ตัวอย่างน�้าส�าหรับการพัฒนาสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ
   น�้าแข็ง 3 ตัวอย่าง จากกรุงเทพมหานคร
 2.4.2 ตัวอย่างน�้าส�าหรับการเปรียบเทียบประสิทธิภาพของ
   ชดุทดสอบทีพ่ฒันาขึน้กบัวธิมีาตรฐานและชุดทดสอบ
   กรมอนามัย อ11
   ตัวอย่างน�้าที่น�ามาศึกษาจ�านวน 49 ตัวอย่าง เก็บจาก
   แหล่งต่างๆ ทั้งในกรุงเทพมหานคร และต่างจังหวัด 
   ดังนี้
   1. ตวัอย่างน�า้จากจงัหวดับงึกาฬและจังหวดัหนองคาย 
    จ�านวน 20 ตัวอย่าง
   2. ตัวอย่างน�้าบาดาล จ�านวน 16 ตัวอย่าง
   3. น�้าดื่มผ่านเครื่องกรอง เก็บจากกรุงเทพมหานคร 
    จ�านวน 6 ตัวอย่าง
   4. น�า้แข็งเกบ็จากกรงุเทพมหานคร จ�านวน 2 ตวัอย่าง
   5. น�้าสระว่ายน�้า จ�านวน 2 ตัวอย่าง
   6. น�า้ดืม่จากตูห้ยอดเหรยีญเกบ็จากกรงุเทพมหานคร 
    จ�านวน 3 ตัวอย่าง
 2.5 วิธีการทดสอบ
 2.5.1 การพัฒนาสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ และปริมาตรตัวอย่าง 
10/20 มิลลิลิตรที่เหมาะสม 
   (1)  เตรยีมอาหารเลีย้งเชือ้ ลอรลิซลัเฟตบรอท 3 ระดบั
ความเข้มข้น คือความเข้มข้นปกติ  ความเข้มข้น 2 เท่า และความ
เข้มข้น 3 เท่า เติมอินดิเคเตอร์บรอมครีซอลเพอร์เพิล 0.01 กรัมต่อ
ลติรของอาหารเลีย้งเชือ้ แล้วแบ่งบรรจใุส่ขวดแก้วขนาด 30 มลิลลิติร 
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร นึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 oC นาน 15 นาที ถ้า
ยังไม่ได้น�าไปทดสอบ เก็บอาหารเลี้ยงเชื้อไว้ที่อุณหภูมิ 4-7 oC
   (2) เตรียมตัวอย่างน�้าที่มีการเติมเชื้อจุลินทรีย์อ้างอิง 
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(Spike sample) โดยเตมิเชือ้  เอนเทอร์โรแบคเตอร์ แอโรจเีนส ATCC 
13048 (มีความเข้มข้นของเซลล์ประมาณ 100 เซลล์ต่อมิลลิลิตร) 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตรลงในตัวอย่างน�้าปลอดเชื้อ 19 มิลลิลิตร เขย่าให้
เข้ากนัจะได้สารละลายเชือ้ความเข้มข้นประมาณ 5 เซลล์ต่อมลิลลิติร 
ดังนั้นตัวอย่างน�้า 20 มิลลิลิตร มีเชื้อ 100 เซลล์ และตัวอย่างน�้า 10 
มิลลิลิตร มีเชื้อ 50 เซลล์
   (3) เตรียมตวัอย่างน�า้แขง็ทีม่เีช้ือจุลนิทรีย์ปนเป้ือนอยู่
ตามธรรมชาติ (natural contaminate sample) ใส่ตัวอย่างน�้าแข็ง 
3 ตัวอย่าง และตัวอย่างน�้าที่มีการเติมเชื้อจุลินทรีย์อ้างอิงที่เตรียมไว้
ตามข้อ 2.4.1(2) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร และ 20 มิลลิลิตรลงอาหาร
เลี้ยงเชื้อ ลอริลซัลเฟตบรอททั้ง 3 ความเข้มข้น  น�าไปบ่มที่อุณหภูมิ 
35 oC 24-48 ชั่วโมง เมื่อครบก�าหนด ตรวจสอบการเจริญของเชื้อ
โคลิฟอร์มโดยดูการเปลี่ยนแปลงลักษณะและสีอาหารเลี้ยงเชื้อ และ
ประเมินผลเพ่ือน�าไปใช้ในการพัฒนาเป็นอาหารเล้ียงเชื้อส�าหรับชุด
ทดสอบ

  2.5.2 การทดสอบเพ่ือหาความแม่นของชุดทดสอบโดยการ

เปรียบเทียบประสิทธิภาพกับกับวิธีมาตรฐาน
 น�าอาหารเลี้ยงเชื้อที่พัฒนาขึ้นจากข้อ 2.4.1(1) มาทดสอบ
หาความแม่นของชุดทดสอบโดยการเปรยีบเทยีบประสทิธภิาพกบักบั
วิธีมาตรฐานโดยการน�าผลการทดสอบทั้ง 2 วิธี มาเปรียบเทียบทาง
สถิติดูค่า 
 Relative accuracy = ระดับของความสอดคล้องของผล
ทดสอบที่ได้จากวิธีมาตรฐาน และวิธีที่พัฒนาในตัวอย่างเหมือนกัน
 Relative sensitivity = ความสามารถของวิธีที่พัฒนาในการ
ตรวจพบเชื้อที่ปนเปื้อนในตัวอย่างเปรียบเทียบกับวิธีมาตรฐาน
 Relative specificity = ความสามารถของการทดสอบทีพ่ฒันา
ในการตรวจตัวอย่างที่ไม่มีเช้ือปนเปื้อนอยู่ได้ถูกต้องเปรียบเทียบกับ
วิธีมาตรฐาน

ใช้ตัวอย่างน�้าอุปโภค/บริโภค 49 ตัวอย่าง ด�าเนินการทดสอบ ดังนี้
 วธิมีาตรฐาน Standard Methods for the Examination of 
Water and Wastewater, APHA, AWWA & WEF, 22nd ed., 
2012, Part 9221.  วิธีทดสอบมีการด�าเนินการ 2 ขั้นตอน ดังนี้ 
   (1) การตรวจขั้น Presumptive Test
   เขย่าตวัอย่างน�า้ขึน้ลง 25 คร้ัง ระยะห่าง 50 เซนตเิมตร 
เพือ่ให้น�า้ในขวดมปีรมิาณเชือ้กระจายอย่างทัว่ถงึปิเปตตวัอย่างน�า้ 10 
มิลลิลิตร ลงอาหารเลี้ยงเชื้อลอริลซัลเฟตบรอท ความเข้มข้น 2 เท่า
ที่มีหลอดดักแก๊ส จ�านวน 10 หลอด น�าหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อลอริล
ซัลเฟตบรอท ความเข้มข้น 2 เท่า ไปบ่มที่อุณหภูมิ 35 ± 0.5 °C 24-
48 ± 3 ชั่วโมง ตรวจดูการเจริญโดยสังเกตความขุ่นและการเกิดแก๊ส
ในหลอดดักแก๊ส 24 ชั่วโมง และ 48 ชั่วโมง นับจ�านวนหลอดที่ให้ผล
บวก คือหลอดที่ขุ่นและเกิดแก๊ส

   (2) การตรวจขั้น Confirmed Test 
   ถ่ายเชื้อจากหลอดที่ให้ผลบวกจากขั้น Presumptive 
Test จ�านวน 1 loop ลงอาหารเล้ียงเชื้อบริลเลียนกรีน ไบล์ 2% 
บรอท ที่มีหลอดดักแก๊สอยู่ น�าไปบ่มที่อุณหภูมิ 35 ± 0.5 °C 24-48 
± 3 ชั่วโมง ตรวจดูการเจริญโดยสังเกตความขุ่นและการเกิดแก๊สใน
หลอดดักแก๊ส 24 ชั่วโมง และ 48 ชั่วโมง นับจ�านวนหลอดที่ให้ผล
บวก คือหลอดที่ขุ่นและเกิดแก๊ส น�ามาหาค่า เอ็มพีเอ็นต่อ 100 
มิลลิลิตรโดยการเปิดตาราง เอ็มพีเอ็น แบบ 10 หลอด  

        2.5.3 การทดสอบเปรยีบเทยีบประสทิธภิาพของอาหารเล้ียง

เชื้อที่พัฒนาขึ้นกับวิธีทดสอบชุดทดสอบ อ 11 ของกรมอนามัย 

   (1) วิธีทดสอบ อ 11 เติมน�้าตัวอย่างลงในขวดจนถึง
ขีดท่ี 4 ของขวด อย่าให้ภาชนะใส่ตัวอย่างน�า้โดนปากขวดอาหารเลีย้ง
เชื้อโดยให้อยู่ห่างจากปากขวดประมาณ 1 เซนติเมตร หมุนเกลียวฝา
ให้แน่นอีกครั้งหนึ่ง หมุนขวดเป็นวงกลมๆ ให้อาหารตรวจเชื้อ อ 11 
ผสมกับตัวอย่างน�้าให้เข้ากัน ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 24-48 
ชั่วโมง 
   การอ่านและรายงานผล
   - ถ้าอาหารเลี้ยงเชื้อเปลี่ยนจากสีแดงเป็นสีเหลือง
ภายใน 24-48 ชั่วโมง แสดงว่าพบโคลิฟอร์ม
   - ถ้าอาหารเลี้ยงเชื้อยังคงเป็นสีแดงหรือจางลงเล็ก
น้อย แสดงว่าไม่พบโคลิฟอร์ม

    (2) วธีิทดสอบชดุทดสอบทีก่รมวทิยาศาสตร์บรกิาร

พัฒนา
   เทน�้าตัวอย่างน�้าปริมาตร 20 มิลลิลิตรจนถึงขีดท่ี 5 
ของขวด ปิดฝาให้แน่นเขย่าขวดอาหารเลีย้งเชือ้ขึน้ลงเบาๆ ให้อาหาร
เล้ียงเชื้อผสมกับตัวอย่างน�้าให้เข้ากัน ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องและ 
35 °C เป็นเวลา 24-48 ชั่วโมง
   การอ่านและรายงานผล
   - ถ้าอาหารเลี้ยงเชื้อเปลี่ยนจากสีม่วงเป็นสีเหลือง
ภายใน 24-48 ชั่วโมง แสดงว่าพบโคลิฟอร์ม
   - ถ้าอาหารเลี้ยงเชื้อยังคงเป็นสีม่วงหรือจางลงเล็ก
น้อย แสดงว่าไม่พบโคลิฟอร์ม 
   ชุดทดสอบที่กรมวิทยาศาสตร์บริการพัฒนา เป็นชุด
ทดสอบภาคสนามส�าหรบัตรวจเชือ้โคลฟิอร์มแบบพบและไม่พบ หนึง่
ชุด ประกอบด้วย  1.ขวดอาหารเลี้ยงเชื้อ 2.แอลกอฮอล์ ร้อยละ 70  
3.ส�าลี  4.คู่มือการใช้งานชุดทดสอบ ดังรูปที่ 1

รูปที่ 1 ชุดทดสอบโคลิฟอร์มที่กรมวิทยาศาสตร์บริการพัฒนา
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  2.5.4 วธิทีดสอบอายกุารเกบ็ของอาหารเลีย้งเชือ้ทีพ่ฒันาขึน้
  เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อลอริลซัลเฟต บรอท ความเข้มข้น 3 
เท่า จ�านวน 25 ขวด เก็บรักษาอาหารทดสอบไว้ที่อุณหภูมิ 4-7 °C 
เม่ือครบก�าหนด 30, 60, 90, 120 และ 180 วัน น�ามาทดสอบ
ประสิทธิภาพของอาหารเลี้ยงเชื้อครั้งละ 5 ขวด น�าเชื้อ เอนเทอร์โร
แบคเตอร์ แอโรจีเนส ATCC 13048 ที่มีความเข้มข้นของเซลล์อยู่ใน
ช่วง 100 โคโลนต่ีอมลิลลิติร ทีเ่กบ็ไว้ทีอ่ณุหภมู ิ-80 °C ออกมาทดสอบ 
ปิเปต มา 1 มิลลิลิตรใส่ในน�้ากลั่นปราศจากเชื้อ 19 มิลลิลิตร เขย่า
ให้เข้ากัน น�าตัวอย่างน�้า ใส่ขวดอาหารเลี้ยงเชื้อน�าไปบ่มที่อุณหภูมิ
ห้องเป็นเวลา 24-48 ชั่วโมง ตรวจสอบการเจริญของโคลิฟอร์มโดยดู
ความขุ่นและการเปลี่ยนสีของอาหารเลี้ยงเชื้อจากสีม่วงเป็นสีเหลือง 

3. ผลและวิจารณ์ (Result and Discussion)
      3.1 การพัฒนาสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อชุดทดสอบ
   ในการทดสอบเพื่อหาความเข้มข้นของอาหารเลี้ยงเชื้อลอริล
ซัลเฟตบรอทที่เหมาะสมกับปริมาณตัวอย่างน�้าโดยอาศัยสมบัติของ
โคลิฟอร์มท่ีจะท�าให้อาหารเลี้ยงเชื้อขุ่นเนื่องจากมีการเจริญของโคลิ
ฟอร์มและเปลี่ยนสีอาหารเล้ียงเช้ือจากสีม่วงใสเป็นสีเหลืองขุ่น พบ
ว่าในการทดสอบตัวอย่างน�้าแข็งท้ัง 3 ตัวอย่างให้ผลเหมือนกัน คือ 
เมื่อใส่น�้าแข็งปริมาณ 10 มิลลิลิตร จะไม่พบเปลี่ยนแปลงของอาหาร
เลี้ยงเชื้อความเข้มข้นปกติ แต่จะท�าให้อาหารเลี้ยงเชื้อความเข้มข้น 
2 เท่า และ 3 เท่า เปลีย่นจากสม่ีวงเป็นสเีหลอืงขุน่ ดงัแสดงในตาราง
ที่ 1 
 ในการทดสอบเพือ่หาความเข้มข้นของอาหารเลีย้งเชือ้ลอริล
ซัลเฟตบรอท ทีเ่หมาะสมกบัปรมิาณตวัอย่างน�า้ทีม่กีารเตมิจลุนิทรีย์
อ้างองิ (Spike sample)  เอนเทอร์โรแบคเตอร์ แอโรจเีนส ATCC 13084 
ทัง้ 3 ตวัอย่างกใ็ห้ผลเช่นกนัเดียวกบัตวัอย่างน�า้แข็ง ดงัแสดงในตาราง
ที ่2
 จากการทดลองนี้พบว่าสัดส่วนอาหารเลี้ยงเชื้อลอริลซัลเฟต
บรอทความเข้มข้น 3 เท่า 10 มิลลิลิตรต่อปริมาณตัวอย่างน�้า 
20 มลิลลิติร จะให้ผลการทดสอบทีช่ดัเจนกว่าระดบัความเข้มข้นและ
ปรมิาตรตวัอย่างอืน่ จงึสรปุใช้สดัส่วนน้ีในการศึกษาประสทิธิภาพของ

ชุดทดสอบต่อไป

 3.2 การทดสอบเปรยีบเทยีบประสทิธภิาพของชุดทดสอบที่

พัฒนาขึ้นกับวิธีมาตรฐาน
 ผลการศึกษาพบว่าเมื่อใช้ชุดทดสอบของ กรมวิทยาศาสตร์
บรกิาร ในกลุม่น�า้อปุโภค  29 ตวัอย่าง พบเชือ้โคลฟิอร์ม 10 ตวัอย่าง 
แบ่งเป็น น�้าดิบ 8 ตัวอย่าง น�้าบาดาล 1 ตัวอย่าง น�้าสระว่ายน�้า 
1 ตวัอย่าง ในกลุม่น�า้บรโิภค 20 ตวัอย่าง พบเชือ้โคลฟิอร์ม 8 ตวัอย่าง 
แบ่งเป็นน�้าผ่านเครื่องกรอง 4 ตัวอย่าง น�้าตู้หยอดเหรียญ 2 ตัวอย่าง
และน�้าแข็ง 2 ตัวอย่าง และเมื่อเปรียบเทียบกับวิธีมาตรฐานซึ่งแสดง
ผลเป็นค่าเอ็มพีเอ็นต่อ 100 มิลลิลิตร ของตัวอย่างน�้า พบว่าตัวอย่าง
น�า้ทีใ่ช้ชดุทดสอบของกรมวิทยาศาสตร์บรกิาร ให้ผลเป็นบวกจะมีค่า
เอ็มพีเอ็นต่อ 100 มิลลิลิตร ในช่วง 2.2 ถึง มากกว่า 23 และจะให้ผล
เป็นลบในช่วง เอ็มพีเอ็นต่อ 100 มิลลิลิตร ตั้งแต่ค่า น้อยกว่า 1.1 ถึง 
1.1 แสดงให้เห็นว่าชุดทดสอบที่กรมวิทยาศาสตร์บริการพัฒนาขึ้นมี
ค่าต�่าสุดที่ทดสอบได้อยู่ที่ 2.2 เอ็มพีเอ็นต่อ 100 มิลลิลิตร นอกจาก
นี้ได้เปรียบเทียบอุณหภูมิที่ใช้ในการบ่มระหว่างอุณหภูมิห้อง และ
อุณหภูมิ 35 °C พบว่าการบ่มที่อุณหภูมิ 35 °C จะให้ผลปฏิกิริยาที่
เร็วกว่าบ่มที่อุณหภูมิห้อง โดยการบ่มที่อุณหภูมิ 35 °C จะให้ผลบวก
ภายใน 24 ชั่วโมง ส่วนการบ่มที่อุณหภูมิห้องอาจต้องใช้เวลา 
48 ชั่วโมง ดังแสดงในตารางที่ 4
 จากข้อมลูการทดลอง 49 ตัวอย่าง หาค่าความแม่นของวิธีทาง
เลือกเปรียบเทียบกับวิธีอ้างอิง เม่ือก�าหนดให้ผลการทดสอบโดยวิธี
มาตรฐาน มีค่าเอ็มพีเอ็นต่อ 100 มิลลิลิตร น้อยกว่า 1.1 เป็นผลลบ 
และค่าเอ็มพีเอ็นต่อ 100 มิลลิลิตร ตั้งแต่ 1.1 ถึง มากกว่า 23 เป็น
ผลบวก วิธีมาตรฐานให้ผลบวก 18 ตัวอย่าง ให้ผลลบ 31 ตัวอย่าง 
ส่วนชดุทดสอบทีพ่ฒันาให้ผลบวก 17 ตวัอย่าง ให้ผลลบ 32 ตวัอย่าง 
แสดงดังตารางที่ 3 
 น�าข้อมูลมาค�านวณหาค่าทางสถิติเพื่อตรวจสอบความใช้ได้
ของวิธีที่พัฒนาขึ้นตามมาตรฐาน ISO/IEC 16140 : 2003 โดยการ
หาค่า Relative accuracy, Relative specificity, และค่า Relative 
sensitivity ดังนี้
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ตารางที่ 1  ตารางเปรียบเทียบผลการพัฒนาสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อชุดทดสอบใช้ตัวอย่างน�้าแข็ง (Natural contaminate sample)

น�้าแข็ง
ระดับความเข้มข้นของ

อาหารเลี้ยงเชื้อลอริลซัลเฟต
บรอท

ปริมาตรน�้าแข็ง 10 มล. ปริมาตรน�้าแข็ง 20 มล.

ลักษณะ การเปลี่ยนสี ลักษณะ การเปลี่ยนสี

ตัวอย่าง 1 ความเข้มข้นปกติ ใส ไม่เปลี่ยน ใส ไม่เปลี่ยน

ความเข้มข้น 2 เท่า ขุ่น เปลี่ยน ขุ่น ไม่เปลี่ยน

ความเข้มข้น 3 เท่า ขุ่น เปลี่ยน ขุ่น เปลี่ยน

ตัวอย่าง 2 ความเข้มข้นปกติ ใส ไม่เปลี่ยน ใส ไม่เปลี่ยน

ความเข้มข้น 2 เท่า ขุ่น เปลี่ยน ขุ่น ไม่เปลี่ยน

ความเข้มข้น 3 เท่า ขุ่น เปลี่ยน ขุ่น เปลี่ยน

ตัวอย่าง 3 ความเข้มข้นปกติ ใส ไม่เปลี่ยน ใส ไม่เปลี่ยน

ความเข้มข้น 2 เท่า ขุ่น เปลี่ยน ขุ่น ไม่เปลี่ยน

ความเข้มข้น 3 เท่า ขุ่น เปลี่ยน ขุ่น เปลี่ยน

ตารางที่ 2 ตารางเปรียบเทียบผลการพัฒนาสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อชุดทดสอบใช้ตัวอย่าง Spike sample

ตัวอย่างที่
เติมเชื้อ

ระดับความเข้มข้นของ
อาหารเลี้ยงเชื้อลอริลซัลเฟต

บรอท

ปริมาตรน�้าแข็ง 10 มล. ปริมาตรน�้าแข็ง 20 มล.

ลักษณะ การเปลี่ยนสี ลักษณะ การเปลี่ยนสี

ตัวอย่าง 1 ความเข้มข้นปกติ ใส ไม่เปลี่ยน ใส ไม่เปลี่ยน

ความเข้มข้น 2 เท่า ขุ่น เปลี่ยน ขุ่น ไม่เปลี่ยน

ความเข้มข้น 3 เท่า ขุ่น เปลี่ยน ขุ่น เปลี่ยน

ตัวอย่าง 2 ความเข้มข้นปกติ ใส ไม่เปลี่ยน ใส ไม่เปลี่ยน

ความเข้มข้น 2 เท่า ขุ่น เปลี่ยน ขุ่น ไม่เปลี่ยน

ความเข้มข้น 3 เท่า ขุ่น เปลี่ยน ขุ่น เปลี่ยน

ตัวอย่าง 3 ความเข้มข้นปกติ ใส ไม่เปลี่ยน ใส ไม่เปลี่ยน

ความเข้มข้น 2 เท่า ขุ่น เปลี่ยน ขุ่น ไม่เปลี่ยน

ความเข้มข้น 3 เท่า ขุ่น เปลี่ยน ขุ่น เปลี่ยน

ตารางท่ี 3 ตารางผลการเปรียบเทยีบประสทิธิภาพของชดุทดสอบทีก่รมวทิยาศาสตร์บรกิารพฒันาขึน้กบัวธิมีาตรฐาน (AWWA 22nd 
ed., 2012, Part 9221) เพือ่ตรวจสอบความสมเหตสุมผลของวธิี

ตัวอย่างที่ ชุดทดสอบที่พัฒนา วิธีมาตรฐาน ตัวอย่างที่ ชุดทดสอบที่พัฒนา วิธีมาตรฐาน

1 - - 26 - -

2 - - 27 - -

3 + + 28 - -

4 - - 29 + +

5 + + 30 + +

6 - - 31 - -
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ตัวอย่างที่ ชุดทดสอบที่พัฒนา วิธีมาตรฐาน ตัวอย่างที่ ชุดทดสอบที่พัฒนา วิธีมาตรฐาน

7 - - 32 + +

8 - - 33 - -

9 + + 34 - -

10 - - 35 - -

11 + + 36 - -

12 - - 37 - -

13 + + 38 - -

14 + + 39 - -

15 + + 40 - -

16 - - 41 - -

17 + + 42 - -

18 - - 43 - -

19 + + 44 - -

20 - - 45 - -

21 + + 46 - -

22 - - 47 - -

23 - + 48 + +

24 + + 49 + +

25 + +

วิธีทางเลือก
(Alternative method)

วิธีมาตรฐาน
(Reference method)

+ - Total

+ PA  (17) PD  (1) 18

- ND  (1) NA (30) 31

Total N+  (18) N-   (31) N  (49)

เมื่อ PA = ผลการทดสอบของวิธีที่พัฒนาและวิธีมาตรฐานที่ให้ผลการทดสอบเป็นบวกเหมือนกัน
  NA = ผลการทดสอบของวิธีที่พัฒนาและวิธีมาตรฐานที่ให้ผลการทดสอบเป็นลบเหมือนกัน
  PD = ผลการทดสอบของวิธีที่พัฒนาที่ให้ผลบวก ที่เบี่ยงเบนไปจากวิธีมาตรฐานที่ให้ผลการทดสอบเป็นลบ 
      หรือเรียกว่า false positive
  ND = ผลการทดสอบของวิธีที่พัฒนาที่ให้ผลลบ ที่เบี่ยงเบนไปจากวิธีมาตรฐานที่ให้ผลการทดสอบเป็นบวก 
      หรือเรียกว่า false negative
 N  = จ�านวนตัวอย่างที่ศึกษาทั้งหมด (NA + PA + PD +ND)
 N

-
 = จ�านวนตัวอย่างที่ให้ผลลบทั้งหมดด้วยวิธีมาตรฐาน (NA + PD)

 N
+
 = จ�านวนตัวอย่างที่ให้ผลบวกทั้งหมดด้วยวิธีมาตรฐาน (PA + ND)

ตารางท่ี 3 ตารางผลการเปรียบเทยีบประสทิธภิาพของชดุทดสอบทีก่รมวทิยาศาสตร์บรกิารพฒันาขึน้กบัวธิมีาตรฐาน (AWWA 22nd 
ed., 2012, Part 9221) เพือ่ตรวจสอบความสมเหตสุมผลของวธิ ี(ต่อ)
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 น�าผลการทดสอบของทัง้ 2 วธิมีาเปรยีบเทยีบทางสถติเิพ่ือ
ตรวจสอบความใช้ได้ของวธิขีองชุดทดสอบดูค่า Relative accuracy,  
Relative specificity   และ Relative sensitivity  ดังนี้

Relative accuracy = ระดับของความสอดคล้องของผลทดสอบ
    ที่ได้จากวิธีมาตรฐาน และวิธีที่พัฒนาใน
    ตัวอย่างเหมือนกัน
Relative sensitivity = ความสามารถของวิธีที่พัฒนาในการตรวจ
    พบเชื้อที่ปนเปื้อนในตัวอย่างเปรียบเทียบ
    กับวิธีมาตรฐาน 

Relative specificity = ความสามารถของการทดสอบที่พัฒนาใน
    การตรวจตัวอย่างที่ไม่มีเชื้อปนเปื้อนอยู่ได้
    ถูกต้องเปรียบเทียบกับวิธีมาตรฐาน
 สรุป จากข้อมูลการทดลอง 49 ตัวอย่าง น�ามาค�านวณหา
ค่าทางสถิติ ตรวจสอบความแม่น หาค่าความแม่นของวิธีทางเลือก
เปรยีบเทยีบกบัวธีิอ้างองิ หาค่า Relative accuracy ได้ 97.95% ค่า 
Relative specificity  ได้ 100% และค่า Relative sensitivity  ได้ 
94.44% ทัง้ 3 ค่า มค่ีาเกิน 70% แสดงว่าชดุทดสอบทีก่รมวทิยาศาสตร์
บริการพัฒนาขึ้นมีความแม่นไม่ต่างจากวิธีทดสอบมาตรฐาน

 3.3  การทดสอบเปรยีบเทยีบประสทิธภิาพของชดุทดสอบ

ที่พัฒนาขึ้นกับวิธีทดสอบชุดทดสอบ อ 11 ของกรมอนามัย
 ในการศกึษาชดุทดสอบทีก่รมวทิยาศาสตร์บรกิารพัฒนาขึน้
เปรยีบเทยีบกบัชดุทดสอบของกรมอนามยั อ11 พบว่าให้ผลสอดคล้อง
กนัทกุตัวอย่างไม่มคีวามแตกต่างกนัจงึสรปุได้ว่า ชุดทดสอบโคลฟิอร์ม
ในน�้าอุปโภค/บริโภคที่กรมวิทยาศาสตร์บริการพัฒนาขึ้นมี
ประสิทธิภาพเทียบเท่ากับชุดทดสอบที่มีจ�าหน่ายในท้องตลาด 
ดังตารางที่ 4

ตารางที ่4 ตารางการทดสอบเพือ่หาความแม่นของชดุทดสอบโดยการเปรยีบเทยีบประสทิธภิาพกบักบัวธีิมาตรฐานและและเปรยีบเทยีบ
กับชุดทดสอบ อ 11 ของกรมอนามัย

ตัวอย่าง ชื่อตัวอย่าง
วิธีมาตรฐาน

 (MPN/100 ml)
ชุดทดสอบ

อ.11

ชุดทดสอบ วศ. 24-48 ชม.

บ่มอุณหภูมิห้อง บ่มอุณหภูมิ 35oC

24 ชม 48 ชม  24 ชม 48 ชม

1
น�้าดิบก่อนเข้าเครื่องกรอง  

ตัวอย่าง 1
<1.1 ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ

2
น�้าผ่านเครื่องกรอง 

ตัวอย่าง 2
<1.1 ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ

3
น�้าดิบก่อนเข้าเครื่องกรอง 

ตัวอย่าง 3
>23 พบ พบ พบ พบ พบ

4
น�้าผ่านเครื่องกรอง 

ตัวอย่าง 4
<1.1 ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ

5
น�้าดิบก่อนเข้าเครื่องกรอง 

ตัวอย่าง 5
5.1 พบ ไม่พบ พบ พบ พบ

6
น�้าผ่านเครื่องกรอง

ตัวอย่าง 6
<1.1 ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ

7
น�้าดิบก่อนเข้าเครื่องกรอง 

ตัวอย่าง 7
<1.1 ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ

8
น�้าผ่านเครื่องกรอง 

ตัวอย่าง 8
<1.1 ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ

9
น�้าดิบก่อนเข้าเครื่องกรอง

ตัวอย่าง 9
23 พบ พบ พบ พบ พบ
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ตัวอย่าง ชื่อตัวอย่าง
วิธีมาตรฐาน

 (MPN/100 ml)
ชุดทดสอบ

อ.11

ชุดทดสอบ วศ. 24-48 ชม.

บ่มอุณหภูมิห้อง บ่มอุณหภูมิ 35oC

24 ชม 48 ชม  24 ชม 48 ชม

10
น�้าผ่านเครื่องกรอง

ตัวอย่าง 10
<1.1 ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ

11
น�้าดิบก่อนผ่านเครื่องกรอง

ตัวอย่าง 11
23 พบ พบ พบ พบ พบ

12
น�้าผ่านเครื่องกรอง 

ตัวอย่าง 12
<1.1 ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ

13
น�้าดิบก่อนเข้าเครื่องกรอง 

ตัวอย่าง 13
6.9 พบ ไม่พบ พบ พบ พบ

14
น�้าผ่านเครื่องกรอง

ตัวอย่าง 14
5.1 พบ ไม่พบ พบ พบ พบ

15
น�้าดิบก่อนเข้าเครื่องกรอง 

ตัวอย่าง 15
>23 พบ พบ พบ พบ พบ

16
น�้าผ่านเครื่องกรอง 

ตัวอย่าง 16
<1.1 ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ

17
น�้าดิบก่อนเข้าเครื่องกรอง

ตัวอย่าง 17
6.9 พบ ไม่พบ พบ พบ พบ

18
น�้าผ่านเครื่องกรอง

ตัวอย่าง 18
<1.1 ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ

19
น�้าดิบก่อนเข้าเครื่องกรอง

ตัวอย่าง 19
23 พบ พบ พบ พบ พบ

20
น�้าผ่านเครื่องกรอง 

ตัวอย่าง 20
<1.1 ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ

21
น�้าดื่มผ่านเครื่องกรอง 

ตัวอย่าง 21
2.2 พบ ไม่พบ พบ พบ พบ

22
น�้าดื่มผ่านเครื่องกรอง 

ตัวอย่าง 22
<1.1 ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ

23
น�้าดื่มผ่านเครื่องกรอง 

ตัวอย่าง 23
1.1 ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ

24
น�้าแข็ง

ตัวอย่าง 24
12 พบ พบ พบ พบ พบ

25
น�้าดื่มผ่านเครื่องกรอง 

ตัวอย่าง 25
16 พบ พบ พบ พบ พบ

26 น�้ากลั่น  ตัวอย่าง 26 <1.1 ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ

27 น�้ากลั่น ตัวอย่าง 27 <1.1 ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ

28
น�้าดื่มตู้หยอดเหรียญ

ตัวอย่าง 28
<1.1 ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ
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ตัวอย่าง ชื่อตัวอย่าง
วิธีมาตรฐาน

 (MPN/100 ml)
ชุดทดสอบ

อ.11

ชุดทดสอบ วศ. 24-48 ชม.

บ่มอุณหภูมิห้อง บ่มอุณหภูมิ 35oC

24 ชม 48 ชม  24 ชม 48 ชม

29 น�้าแข็ง ตัวอย่าง 29 23 พบ พบ พบ พบ พบ

30 น�้าสระว่ายน�้า ตัวอย่าง 30 >23 พบ พบ พบ พบ พบ

31 น�้าสระว่ายน�้า ตัวอย่าง 31 <1.1 ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ

32 น�้าบาดาล ตัวอย่าง 32 >23 พบ พบ พบ พบ พบ

33 น�้าบาดาล ตัวอย่าง 33 <1.1 ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ

34 น�้าบาดาล ตัวอย่าง 34 <1.1 ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ

35 น�้าบาดาล ตัวอย่าง 35 <1.1 ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ

36 น�้าบาดาล ตัวอย่าง 36 <1.1 ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ

37 น�้าบาดาล ตัวอย่าง 37 <1.1 ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ

38 น�้าบาดาล ตัวอย่าง 38 <1.1 ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ

39 น�้าบาดาล ตัวอย่าง 39 <1.1 ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ

40 น�้าบาดาล ตัวอย่าง 40 <1.1 ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ

41 น�้าบาดาล ตัวอย่าง 41 <1.1 ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ

42 น�้าบาดาล ตัวอย่าง 42 <1.1 ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ

43 น�้าบาดาล ตัวอย่าง 43 <1.1 ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ

44 น�้าบาดาล ตัวอย่าง 44 <1.1 ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ

45 น�้าบาดาล ตัวอย่าง 45 <1.1 ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ

46 น�้าบาดาล ตัวอย่าง 46 <1.1 ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ

47 น�้าบาดาล ตัวอย่าง 47 <1.1 ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ

48 น�้าบาดาล ตัวอย่าง 48 3.6 พบ ไม่พบ พบ พบ พบ

49 น�้าบาดาล ตัวอย่าง 49 9.2 พบ ไม่พบ พบ พบ พบ

 3.4 วธิทีดสอบอายกุารเกบ็ของอาหารเลีย้งเชือ้ทีพ่ฒันาขึน้
 ในการศกึษาผลการทดสอบอายกุารเก็บของอาหารทดสอบ
ที่พัฒนาขึ้นเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4-7 °C เป็นเวลา 30, 60, 90, 120 และ 
180 วัน พบว่าอาหารเลี้ยงเชื้อยังมีสีม่วงใส ไม่มีตะกอน และเมื่อน�า
ตัวอย่างน�้าที่มีการ spike ด้วยเชื้อ เอนเทอร์โรแบคเตอร์ แอโรจีเนส 
ATCC 13048 มาทดสอบ พบว่า อาหารเลีย้งเชือ้ยงัให้ผลการทดสอบ
เป็นบวก คอื มีการเปลีย่นสขีองอาหารเลีย้งเชือ้จากสม่ีวงเป็นสเีหลอืง 
จึงสรุปได้ว่าอาหารเล้ียงเชื้อโคลิฟอร์มท่ีพัฒนาน้ีมีอายุการเก็บได้ถึง 
180 วัน เมื่อเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4-7 °C ดังรูปที่ 2

A

รูปที่ 2 อาหารเลี้ยงเชื้อเปลี่ยนสีจากสีม่วง (ไม่เติมเชื้อ) 
เป็นสีเหลือง (เติมเชื้อ) 

B
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4. สรุป (Conclusion)
 ผลจากการศกึษาพฒันาชดุทดสอบเชือ้โคลฟิอร์มเพือ่ตรวจสอบ
คณุภาพน�า้ทางจุลชวีวทิยาท�าให้ได้ชดุทดสอบส�าเรจ็รปูเหมาะสมส�าหรับ
การตรวจสอบโคลฟิอร์มทีส่ามารถใช้งานได้สะดวก ราคาไม่แพง วิธทีดสอบ
ทีไ่ม่ยุง่ยาก การอ่านและวเิคราะห์ผลเข้าใจง่ายและให้ผลเบือ้งต้นท่ีน่าเชือ่
ถอื สามารถอ่านผลได้ใน 24-48 ช่ัวโมง  และมปีระสทิธภิาพในการทดสอบ
เชือ้โคลฟิอร์มเทียบเท่าวิธมีาตรฐานในห้องปฏบัิตกิาร และชดุทดสอบที่
จ�าหน่ายทางการค้า
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