
ประกาศกระทรวงสาธารณสุข 
เรื่อง  ก าหนดปริมาณไขห่นอนพยาธแิละแบคทเีรียอีโคไล  (Escherichia  coli)  และวธิีการเก็บตัวอย่าง

และการตรวจหาไขห่นอนพยาธิและแบคทีเรียอีโคไล  (Escherichia  coli)   
ในน้ าทิ้งและกากตะกอนที่ผา่นระบบก าจัดสิง่ปฏิกูลแล้ว 

พ.ศ.  ๒๕๖๑ 
 
 

โดยที่เป็นการสมควรก าหนดปริมาณไข่หนอนพยาธิและแบคทีเรียอีโคไล  (Escherichia  coli)  
และวิธีการเก็บตัวอย่างและการตรวจหาไข่หนอนพยาธิและแบคทีเรียอีโคไล  (Escherichia  coli)   
ในน้ าทิ้งและกากตะกอนที่ผ่านระบบก าจัดสิ่งปฏิกูลแล้ว 

อาศัยอ านาจตามความในข้อ  ๑๕  แห่งกฎกระทรวงสุขลักษณะการจัดการสิ่งปฏิกูล  พ.ศ.  ๒๕๖๑  
รัฐมนตรีว่าการกระทรวงสาธารณสุขโดยค าแนะน าของคณะกรรมการสาธารณสุข   จึงออกประกาศไว้  
ดังต่อไปนี้ 

ข้อ ๑ ประกาศนี้เรียกว่า  “ประกาศกระทรวงสาธารณสุข  เรื่อง  ก าหนดปริมาณไข่หนอนพยาธิ
และแบคทีเรียอีโคไล  (Escherichia  coli)  และวิธีการเก็บตัวอย่างและการตรวจหาไข่หนอนพยาธิ 
และแบคทีเรียอีโคไล  (Escherichia  coli)  ในน้ าทิ้งและกากตะกอนที่ผ่านระบบก าจัดสิ่งปฏิกูลแล้ว  
พ.ศ.  ๒๕๖๑” 

ข้อ ๒ ประกาศนี้ให้ใช้บังคบัเมือ่พ้นก าหนดสามร้อยหกสิบวนันับแต่วันประกาศในราชกิจจานุเบกษา
เป็นต้นไป 

ข้อ ๓ ในประกาศนี้   
“ไข่หนอนพยาธิ”  หมายความว่า  ไข่หนอนพยาธิที่มีชีวิต 
ข้อ ๔ ในการระบายน้ าทิ้งและกากตะกอนที่ผ่านระบบก าจัดสิ่งปฏิกูลแล้ว  น้ าทิ้งและกากตะกอน

ต้องมีปริมาณไข่หนอนพยาธิและแบคทีเรียอีโคไล  (Escherichia  coli)  ดังนี้ 
รายการทดสอบ ประเภท เกณฑ์ปริมาณที่ก าหนด 

ไข่หนอนพยาธิ   น้ าทิ้ง น้อยกวา่  ๑  ฟอง  ต่อ  ลติร 
กากตะกอน น้อยกวา่  ๑  ฟอง  ต่อ  กรมั  (น้ าหนักแหง้)   

แบคทเีรียอีโคไล 
(Escherichia  coli) 

น้ าทิ้ง น้อยกว่า  ๑,๐๐๐  MPN  (Most  Probable  Number)  
ต่อ  ๑๐๐  มิลลิลิตร   

กากตะกอน น้อยกว่า  ๑,๐๐๐  MPN  (Most  Probable  Number)
ต่อกรมั  (น้ าหนกัแห้ง)   

ข้อ ๕ วิธีการเก็บตัวอย่างน้ าทิ้ง  ดังต่อไปนี้ 
(๑) วิธีการเก็บตัวอย่างน้ าทิ้งส าหรับตรวจหาไข่หนอนพยาธิ  ให้ใช้วิธีเก็บแบบจ้วง  (Grab  sampling)  

ในบ่อสุดท้ายของระบบก าจัดหรือจุดสุดท้ายก่อนระบายน้ าทิ้งออกสู่ สิ่งแวดล้อมโดยเก็บตัวอย่างน้ าทิ้ง 

้หนา   ๓๑

่เลม   ๑๓๖   ตอนพิเศษ   ๓    ง ราชกิจจานุเบกษา ๔   มกราคม   ๒๕๖๒



ที่จุดกึ่งกลางความลึกส าหรับบ่อที่มีความลึกไม่เกิน  ๒  เมตร  และเก็บที่ระดับความลึกจากผิวน้ า  ๑  เมตร
ส าหรับบ่อที่มีความลึกเกินกว่า  ๒  เมตร  โดยเก็บตัวอย่างน้ าทิ้งให้ได้ปริมาณ  ๓  ลิตร  บรรจุในภาชนะ
พลาสติก  ขนาดความจุ  ๔  ถึง  ๕  ลิตร 

(๒) วิธีการเก็บตัวอย่างน้ าทิ้งส าหรับตรวจหาแบคทีเรียอีโคไล  (Escherichia  coli)  ให้เก็บ
ตัวอย่างน้ าทิ้งที่ระดับความลึก  ๓๐  เซนติเมตร  ของบ่อสุดท้าย  หรือภาชนะที่รองรับ  ณ  จุดตรวจสอบ
โดยเก็บตัวอย่างน้ าทิ้งให้ได้ปริมาณ  ๑๐๐  มิลลิลิตร  บรรจุในขวดแก้วขนาดความจุ  ๑๒๕  มิลลิลิตร 
ที่ผ่านการฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ  ๑๖๐  -  ๑๘๐  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  ๒  ชั่วโมง  ภายในมีคราบ 
ของสารละลายโซเดียมไธโอซัลเฟตเข้มข้น  ร้อยละ  ๑๐  ปริมาตร  ๐.๑  มิลลิลิตร  หุ้มจุกขวด 
ด้วยกระดาษอะลูมิเนียม  และบรรจุในกระป๋องท าด้วยเหล็กกล้าไร้สนิม 

ในกรณีไม่สามารถท าการตรวจได้ทันที  ให้เก็บรักษาตัวอย่างน้ าทิ้งในภาชนะควบคุมอุณหภูมิไว้
ที่  ๔  ถึง  ๑๐  องศาเซลเซียส  และด าเนินการตรวจภายในเวลา  ๒๔  ชั่วโมง 

ข้อ ๖ วิธีการเก็บตัวอย่างกากตะกอน  ให้เก็บตัวอย่างกากตะกอนจากที่กองเก็บกากตะกอน  
โดยสุ่มเก็บให้เป็นตัวแทน  จ านวน  ๑๐  จุด ๆ  ละไม่น้อยกว่า  ๑๐๐  กรัม  คลุกผสมตัวอย่าง 
กากตะกอนที่ได้ให้เข้ากันอย่างทั่วถึงรวมเป็นกองเดียวกัน  แล้วแบ่งเป็น  ๔  ส่วนเท่า ๆ  กัน  แล้วสุ่มเลือก  
๒  ส่วน  ที่อยู่ตรงข้ามมารวมกัน  ตักตะกอนปริมาณ  ๔๐๐  กรัม  ใส่ในถุงพลาสติกที่สะอาดส าหรับ
ตรวจหาไข่หนอนพยาธิและตักตะกอนอีกปริมาณ  ๑๐๐  กรัม  ใส่ในถุงพลาสติกหรือภาชนะที่สะอาด
และปลอดเชื้อ  ส าหรับตรวจหาแบคทีเรียอีโคไล  (Escherichia  coli) 

ในกรณีไม่สามารถท าการตรวจได้ทันที  ให้เก็บรักษาตัวอย่างกากตะกอนในภาชนะควบคุม
อุณหภมูิไว้ที่  ๔  ถึง  ๑๐  องศาเซลเซียส  และด าเนินการตรวจภายในเวลา  ๒๔  ชั่วโมง 

ข้อ ๗ การตรวจหาปริมาณไข่หนอนพยาธิและแบคทีเรียอีโคไล  (Escherichia  coli)  ในน้ าทิ้ง
และกากตะกอนที่ผ่านระบบก าจัดสิ่งปฏิกูลแล้ว  ให้ผู้มีหน้าที่จัดการสิ่งปฏิกูลด าเนินการตรวจหา  
ปริมาณไข่หนอนพยาธิในน้ าทิ้งและกากตะกอนให้เป็นไปตามคู่มือแนบท้ายประกาศนี้   และด าเนินการ
ตรวจหาปริมาณแบคทีเรียอีโคไล  (Escherichia  coli)  ในน้ าทิ้งและกากตะกอนตามวิธี  Most  
Probable  Number  (MPN)  ห รือ   Multiple  Tube  Fermentation  Technique  (Standard  
Method  Part  9221)  อย่างน้อยปีละ  ๑  ครั้ง  และรายงานผลการตรวจต่อราชการส่วนท้องถิ่น   
ในกรณีที่ราชการส่วนท้องถิ่นด าเนินการให้รายงานต่อคณะกรรมการสาธารณสุขจังหวัดหรือคณะกรรมการ
สาธารณสุขกรุงเทพมหานครแล้วแต่กรณี 

 
ประกาศ  ณ  วนัที่  ๑๙  พฤศจิกายน  พ.ศ.  ๒๕๖๑ 

ปิยะสกล  สกลสตัยาทร 
รัฐมนตรีว่าการกระทรวงสาธารณสขุ 
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คู่มือแนบท้ายประกาศ 
(ก) การตรวจหาปริมาณไข่หนอนพยาธิในน้้าทิ้งที่ผ่านการก าจัดสิ่งปฏิกูลแล้วให้ด าเนินการ ดังนี้ 
1. เครื่องมืออุปกรณ์และสารเคมี ที่ต้องใช้ประกอบด้วย 

1.1 ถ้วยตวงทรงกรวย (Conical cylinder) ขนาด 1,000 มิลลิลิตร 
1.2 บีกเกอร์ (beaker) ขนาด 200 มิลลิลิตร 
1.3 หลอดพลาสติกก้นแหลมขนาด 50 มิลลิลิตร 
1.4 หลอดพลาสติกก้นแหลมขนาด 15 มิลลิลิตร 
1.5 เครื่องเขย่าสาร (Vortex) 
1.6 ซัคชั่น ปั๊ม (Suction pump) หรืออุปกรณ์อ่ืนที่สามารถดูดของเหลว 
1.7 เครื่องปั่นเหวี่ยง (Centrifuge) 
1.8 ปิเปตอัตโนมัติ (Automatic Pipette) 
1.9 กระจกสไลด์ 
1.10 พาราฟิล์ม 
1.11 กระจกปิดสไลด์ขนาด 22x22 มิลลิเมตร 
1.12 สารละลาย 0.1 เปอร์เซ็นต ์ไทรทันเอกซ์-100 (0.1% TritonX-100)  
1.13 สารละลายฟอร์มัล ซาไลน์ (Formal saline) (40 เปอร์เซ็นต์ ฟอร์มาลิน (Formalin)  

100 มิลลิลิตร, โซเดียมคลอไรด์ (Sodium chloride) 9 กรัมต่อลิตร) 
1.14 เอทิล อะซิเตต (Ethyl acetate)  
1.15 สารละลายน ้าเกลืออ่ิมตัวความถ่วงจ้าเพาะ 1.20 (ถ.พ. 1.20) สารละลายน ้าตาลอ่ิมตัว 

ความถ่วงจ้าเพาะ 1.27 (ถ.พ. 1.27) สารละลายซิงค์ซัลเฟตอ่ิมตัวความถ่วงจ้าเพาะ 3.0 (ถ.พ. 3.0) 
1.16 สารละลายน ้าเกลือ 0.85 เปอร์เซ็นต ์

2. วิธีด าเนินการ 
 การปฏิบัติงานจะแบ่งออกเป็น 3 ขั นตอน โดยขั นตอนที่  1 วิธีการตรวจอย่างง่ายหรือ 
การตกตะกอนโดยใช้การปั่นเหวี่ยง (Simple – Centrifugal sedimentation) โดยน้าตัวอย่างน ้าทิ ง
มาท้าให้เข้มข้นด้วยการปั่นเหวี่ยง (Centrifugal Sedimentation) แล้วน้าตะกอนที่ได้มาตรวจด้วย
กล้องจุลทรรศน์ ถ้าพบไข่หนอนพยาธิให้รายงานผลโดยไม่ต้องท้าขั นตอนต่อไป แต่หากไม่พบ 
ไข่หนอนพยาธิ ต้องท้าการทดสอบต่อในขั นตอนที่ 2 วิธีฟอร์มาลิน – เอทิล อะซิเตต เซตดิเมนเตชั่น 
(Formalin – Ethyl acetate sedimentation) โดยการน้าตะกอนที่เหลือมาขจัดไขมันและสิ่งสกปรกอ่ืนๆ 
แล้วน้าตะกอนที่ได้มาตรวจหาไข่หนอนพยาธิด้วยกล้องจุลทรรศน์ ถ้าพบไข่หนอนพยาธิ ให้รายงานผล
โดยไม่ต้องท้าขั นตอนต่อไป แต่หากไม่พบไข่หนอนพยาธิ ให้ทดสอบต่อไปในขั นตอนที่ 3 วิธีการท้าให้
ตะกอนลอยตัว (Floatation) โดยใช้สารละลายที่มีความถ่วงจ้าเพาะที่เหมาะสม แล้วตรวจหาไข่หนอนพยาธิ
ที่ลอยขึ นมาด้วยกล้องจุลทรรศน์และรายงานผล  

2.1 การตรวจด้ วยวิธี การตรวจอย่ างง่ ายหรื อการตกตะกอนโดยใช้ การปั่ นเห ว่ี ยง  
(Simple – Centrifugal sedimentation) 
   2.1.1 เตรียมถ้วยตวงทรงกรวยขนาด 1,000 มิลลิลิตร และติดฉลากหมายเลขตัวอย่าง 
ลงบนถ้วย  
   2.1.2 เขย่าขวดตัวอย่างน ้าแล้วเทตัวอย่างน ้าปริมาณ 1 ลิตร ลงในถ้วยตวงทรงกรวย 
ที่เตรียมไว้ แต่หากตัวอย่างน ้ามีเศษตะกอนขนาดใหญ่ ให้น้าตัวอย่างน ้ามากรองผ่านผ้าก็อซ 2 ชั นก่อน 



-๒- 
 

 

   2.1.3 ตั งทิ งไว้ที่อุณหภูมิห้องอย่างน้อย 12 ชั่วโมง แล้วด้าเนินการในขั นตอน 2.1.4 ต่อไป 
หรือปั่นเหวี่ยงที ่1,000 จ ี(xg) เป็นเวลา 15 นาที เพ่ือให้ตกตะกอน แล้วข้ามไปด้าเนินการในขั นตอน 2.1.8
   ๒.๑.๔ เมื่อครบเวลาดูดส่วนใสออก ให้เหลือของเหลวที่ก้นภาชนะ 200 มิลลิลิตร 
   2.1.5 แกว่งถ้วยตวงทรงกรวย เพ่ือผสมน ้ากับตะกอนให้เข้ากันและชะตะกอนที่ติดข้างถ้วย 
จากนั นเทใส่ในบีกเกอร์ขนาด 500 มิลลิลิตร  
  ๒.๑.๖ ฉีดสารละลาย 0.1 เปอร์เซ็นต ์ไทรทันเอกซ์-100 เพ่ือชะตะกอนที่ติดข้างถ้วยแล้วเทรวมกับ
ตัวอย่างน ้าในบีกเกอร์ 
  ๒.๑.๗ เทตัวอย่างน ้าจากบีกเกอร์ลงในหลอดพลาสติกก้นแหลมขนาด 50 มิลลิลิตร 
แล้วน้าไปปั่นด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยง ความเร็ว 1,000 จี (xg) เป็นเวลา 15 นาท ี
  ๒.๑.๘ ดูดส่วนใสด้านบนทิ ง แล้วปั่นตัวอย่างน ้าซ ้าจนกว่าจะหมด 
  ๒.๑.๙ หลังจากปั่นรอบสุดท้าย ให้ดูดส่วนใสทิ งจนเหลือส่วนใสประมาณ 3 เท่า 
ของปริมาตรตะกอนแล้วใช้ปิเปตอัตโนมัติ โดยตัดปลายปิเปต ทิป (Pipette tip) ให้เป็นรูกว้าง 
ดูดส่วนผสมมาใส่รวมกันในหลอดพลาสติกก้นแหลมขนาด 15 มิลลิลิตร วัดปริมาตรส่วนผสมตะกอน 
เป็นหน่วยมิลลิลิตร 
  ๒.๑.๐ น้าตัวอย่างมาตรวจหาไข่หนอนพยาธิด้วยกล้องจุลทรรศน์ โดยมีรายละเอียด ดังนี   

2.1.10.1 เตรียมกระจกสไลด์  จ้านวน 2 สไลด์ และเขียนหมายเลขก้ากับ 
ลงบนกระจกสไลด์ 

2.1.10.2 หยดสารละลายน ้าเกลือ 0.85 เปอร์เซ็นต์ ปริมาณ 50 ไมโครลิตร 
ลงบนกระจกสไลด์  

2.1.10.3 ใช้ปิเปตอัตโนมัติดูดตัวอย่าง 50 ไมโครลิตร โดยตัดปลายปิเปต ทิป 
(Pipette tip) ให้เป็นรูกว้าง แล้วหยดลงบนกระจกสไลด์ คนตัวอย่างกับน ้าเกลือให้เข้ากัน ปิดด้วย
กระจกปิดสไลด์ขนาด 22x22 มิลลิเมตร  

2.1.10.4 น้าสไลด์ไปตรวจหาไข่หนอนพยาธิ ด้วยกล้องจุลทรรศน์ ทั ง ๒ สไสด์ 
- หากกรณีไม่พบไข่หนอนพยาธิ ให้น้าตัวอย่างที่เหลือในบีกเกอร์มาท้าให้เข้มข้น 

ด้วยวิธีฟอร์มาลิน – เอทิล อะซิเตต เซตดิเมนเตชั่น (Formalin – Ethyl acetate sedimentation) 
ตามขั นตอน 2.2 ต่อไป 

- หากกรณีที่พบไข่หนอนพยาธิ ให้ค้านวณหาจ้านวนไข่หนอนพยาธิที่พบต่อน ้า 1 
ลิตร จากจ้านวนไข่หนอนพยาธิที่นับได้ และปริมาตรส่วนผสมตะกอนในขั นตอน 2.1.9 ในหน่วย
มิลลิลิตร (V1) โดยใช้สูตรค้านวณ ดังนี   

 
ปริมาณไข่หนอนพยาธิต่อน ้า 1 ลิตร = จ้านวนรวมของไข่หนอนพยาธิที่นับได้จาก 2 สไลด์ x V1 x 10 

                     
ถ้าผลการค้านวณได้ค่าน้อยกว่า 1 ฟองต่อลิตร ให้ด้าเนินการตรวจหาปริมาณไข่หนอนพยาธิ 
ในข้อ 2.2 ต่อไป แต่ถ้าผลการค้านวณได้ค่ามากกว่า 1 ฟองต่อลิตร ให้รายงานจ้านวนไข่หนอนพยาธิ
ที่พบต่อน ้า 1 ลิตร 
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 2.2 การตรวจด้วยวิธีฟอร์มาลิน – เอทิล อะซิเตต เซตดิเมนเตชั่น (Formalin - Ethyl acetate 
sedimentation) 
   ๒.๒.๑ น้าตะกอนที่เหลือจากขั นตอนที่ 2.1.10 ไปปั่นด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยง 1,000 จี (xg) 
เป็นเวลา 15 นาท ีจากนั นเทส่วนใสด้านบนทิ ง 
  ๒.๒.๒ เติมสารละลายฟอร์มัล ซาไลน์ (Formal saline) 4 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากันโดยใช้
เครื่องเขย่าสาร (Vortex) 
  ๒.๒.๓ เติมเอทิลอะซิเตต (Ethyl acetate) 2 มิลลิลิตร โดยใช้หลอดดูดพลาสติกท่ีมีกระเปาะ 
ปิดปากหลอดด้วยพาราฟิล์มหรือปิดฝา จากนั นเขย่าแรงๆ ประมาณ 30 ครั ง เพ่ือผสมสารให้เป็นเนื อเดียวกัน 
ตั งทิ งไว้ 10 นาท ี
  ๒.๒.๔ น้าไปปั่นด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยง 1,000 จี (xg) เป็นเวลา 15 นาที จากนั นน้าไม้เขี่ย
ตะกอนที่อยู่บริเวณข้างหลอดซึ่งมีรอยต่อระหว่างชั นเอทิล อะซิเตต (Ethyl acetate) และ ฟอร์มาลิน 
(Formalin) ให้หลุดออกแล้วเทส่วนใสด้านบนทิ ง 
  ๒.๒.๕ เติมสารละลายน ้าเกลือ 0.85 เปอร์เซ็นต์ ให้ได้ปริมาตร 3 เท่าของปริมาตรตะกอน
ใช้ไม้กวนผสมน ้าเกลือและตะกอนให้เป็นเนื อเดียวกัน แล้วจดบันทึกปริมาตรส่วนผสมตะกอนเป็น
หน่วยมิลลิลิตร 
  ๒.๒.๖ น้าตัวอย่าง 2.2.5 มาตรวจหาไข่หนอนพยาธิ ตามขั นตอน 2.1.10.1 ถึง 2.1.10.4 
แล้วน้ามาค้านวณตามสูตร 
 - หากไม่พบไข่หนอนพยาธิ  ให้น้าตะกอนที่ เหลือจากขั นตอน 2.2.6 มาตรวจด้วย 
วิธีการท้าให้ตะกอนลอยตัว (Floatation) ตามขั นตอน 2.3 ต่อไป 
 -  หากพบไข่หนอนพยาธิ  ให้ค้านวณหาจ้านวนไข่หนอนพยาธิที่พบต่อน ้ า  1 ลิตร 
จากจ้านวนไข่หนอนพยาธิที่นับได้และปริมาตรส่วนผสมตะกอนในขั นตอน 2.2.5 (V2) ในหน่วย
มิลลิลิตร โดยใช้สูตรค้านวณ ดังนี  

 
ปริมาณไข่หนอนพยาธิต่อน ้า 1 ลิตร = จ้านวนรวมของไข่หนอนพยาธิที่นับได้จาก 2 สไลด์ x V2 x 10 

 
ถ้าผลการค้านวณได้ค่าน้อยกว่า 1 ฟองต่อลิตร ให้ด้าเนินการตรวจหาปริมาณไข่หนอนพยาธิ 
ในข้อ 2.3 ต่อไป แต่ถ้าผลการค้านวณได้ค่ามากกว่า 1 ฟองต่อลิตร ให้รายงานจ้านวนไข่หนอนพยาธิ
ที่พบต่อน ้า 1 ลิตร 
 ๒.๓ การตรวจด้วยวิธีการท าให้ตะกอนลอยตัว (Floatation)  
  ๒.๓.๑ น้าตัวอย่างตะกอนจากขั นตอน 2.2.6 มาท้าขั นตอนต่อไป 
  ๒.๓.๒ เทน ้าเกลือ 0.85 เปอร์เซ็นต์ ใส่ลงในหลอดก้นแหลม ให้ถึงระดับ 14 มิลลิลิตร 
ปิดปากหลอดด้วยพาราฟิล์มหรือปิดฝา เขย่าหลอดแบบกลับไปมา (Invert) 5 ครั ง เพ่ือผสมตะกอน
กับน ้าเกลือ  
  ๒.๓.๓ ปั่นด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยง 1,000 จี (xg) เป็นเวลา 15 นาท ีจากนั นเทส่วนใสด้านบนทิ ง  
 ๒.๓.๔ ท้าขั นตอน 2.3.2 ถึง 2.3.3 ซ ้าอีก 1 ครั ง เพ่ือล้างตะกอนและก้าจัดฟอร์มาลิน 
(formalin) และเอทิล อะซิเตต (ethyl acetate) ออกให้หมด 
 ๒.๓.๕ เติมสารละลายน ้าเกลืออ่ิมตัวความถ่วงจ้าเพาะ 1.20 (ถ.พ. 1.20) หรือน ้าตาลอิ่มตัว
ความถ่วงจ้าเพาะ 1.27 (ถ.พ. 1.27) หรือ ซิงค์ซัลเฟตอ่ิมตัวความถ่วงจ้าเพาะ 3.0 (ถ.พ. 3.0)  
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ลงในหลอดก้นแหลมให้ถึงระดับ 6 มิลลิลิตร ใช้ไม้กวนให้เข้ากันและเติมสารละลายให้ถึงขอบบน 
ของหลอด  
 ๒.๓.๖ วางกระจกปิดสไลด์ขนาด 22x22 มิลลิเมตร จ้านวน 2 แผ่น โดยน้าแต่ละสไลด์ 
มาวางไว้บนปากหลอด อย่าให้มีช่องว่างหรือฟองอากาศที่กระจกปิดสไลด์ กรณีท่ีใช้น ้าเกลืออ่ิมตัวหรือ
น ้าตาลอ่ิมตัว ให้รอ 15 นาที หรือกรณีใช้ซิงค์ซัลเฟตอ่ิมตัว ให้รอ 10 นาที แล้วตรวจหา 
ไข่หนอนพยาธิที่ลอยขึ นมาติดที่กระจกปิดสไลด์ด้วยกล้องจุลทรรศน์  
 2.3.7 น้าตัวอย่างมาตรวจหาไข่หนอนพยาธิด้วยกล้องจุลทรรศน์ และรายงานผล 
 - หากไม่พบไข่หนอนพยาธิ ให้รายงานว่า “ไม่พบ” (Not found) 
 - หากพบไข่หนอนพยาธิ ให้ค้านวณหาจ้านวนไข่หนอนพยาธิที่พบต่อน ้า 1 ลิตร จากจ้านวน
ไข่หนอนพยาธิที่นับได ้โดยใช้สูตรค้านวณ ดังนี  
 

ปริมาณไข่หนอนพยาธิต่อน ้า 1 ลิตร = จ้านวนรวมของไข่หนอนพยาธิที่นับได้จาก 2 สไลด์ 
 
 ถ้าผลการค้านวณได้ค่าน้อยกว่า 1 ฟองต่อลิตร ให้รายงานว่า “ไม่พบ” (Not found) แต่ถ้าผลการค้านวณ
ได้ค่ามากกว่า 1 ฟองต่อลิตร ให้รายงานจ้านวนไข่หนอนพยาธิที่พบต่อน ้า 1 ลิตร 
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ขั้นตอนการตรวจหาปริมาณไข่หนอนพยาธิในน า้ทิง้ทีผ่่านการก าจัดส่ิงปฏิกูลแล้ว   

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ขั้นตอนที ่1 วธีิการตรวจอยา่งง่ายหรือ        
การตกตะกอนโดยใชก้ารป่ันเหวีย่ง 

ค านวณหาจ านวนไขห่นอนพยาธิท่ีพบ        
ต่อน ้ า 1 ลิตร 

พบไข่หนอนพยาธิ 

ขั้นตอนที ่2 วธีิฟอร์มาลิน- เอทิล อะซิเตต           
เซตดิเมนเตชัน่ 

ขั้นตอนที ่3 วธีิการท าให้
ตะกอนลอยตวั 

รายงานผล “ไม่พบ” 
(Not found) 

ตรวจดว้ยกลอ้งจุลทรรศน ์

ไม่พบไข่หนอนพยาธิ 

ตรวจดว้ยกลอ้งจุลทรรศน ์

ค านวณหาจ านวนไขห่นอนพยาธิท่ีพบ        
ต่อน ้ า 1 ลิตร 

พบไข่หนอนพยาธิ 

รายงานผล 

ไม่พบไข่หนอนพยาธิ 

ตรวจดว้ยกลอ้งจุลทรรศน ์

ค านวณหาจ านวนไขห่นอนพยาธิท่ีพบ        
ต่อน ้ า 1 ลิตร 

พบไข่หนอนพยาธิ 

รายงานผล 

ไม่พบไข่หนอนพยาธิ 

รายงานผล 
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(ข) การตรวจหาปริมาณไข่หนอนพยาธิในกากตะกอนที่ผ่านการก้าจัดสิ่งปฏิกูลแล้วให้ด้าเนินการ ดังนี้ 
1. เครื่องมืออุปกรณ์และสารเคมี ที่ต้องใช้ประกอบด้วย 
 1.1 ถ้วยตวงทรงกรวย (Conical cylinder) ขนาด 1,000 มิลลิลิตร 
 1.2 บีกเกอร์ (beaker) ขนาด 500 มิลลิลิตร 
 1.3 กระบอกตวง 500 มิลลิลิตร 
 1.4 หลอดพลาสติกก้นแหลมขนาด 15 มิลลิลิตร 
 1.5 เครื่องชั่ง (balance analytical) 
 1.6 ซัคชั่น ปั๊ม (Suction pump) หรืออุปกรณ์อ่ืนที่สามารถดูดของเหลว 
 1.7 เครื่องปั่นเหวี่ยง (Centrifuge) 
 1.8 ไม้เข่ียปลายแหลม 
 1.9 ผ้าก็อซ 
 1.10 พาราฟิล์ม  
 1.11 ถุงพลาสติก 
 1.12 กรรไกร 
 1.13 แท่งแก้ว 
 1.14 พลาสเจอร์ปิเปต 
 1.15 ปิเปตพลาสติกแบบมีกระเปาะ 
 1.16 ปิเปตอัตโนมัติ (Automatic Pipette) 
 1.17 กระจกสไลด์ 
 1.18 กระจกปิดสไลด์ขนาด 22x22 มิลลิเมตร 
 1.19 น ้ากลั่น  
 1.20 โซเดียมไฮโปคลอไรด์เข้มข้น 5 เปอร์เซ็นต ์(Sodium hypochlorite 5%) 
 1.21 สารละลายฟอร์มัล ซาไลน์ (Formal saline) (40 เปอร์เซ็นต์  ฟอร์มาลิน (Formalin)  
100 มิลลิลิตร, โซเดียมคลอไรด์ (Sodium chloride) 9 กรัมต่อลิตร) 
 1.22 เอทิล อะซิเตต (Ethyl acetate)  
 1.23 สารละลาย Floatation เช่น น ้าเกลืออ่ิมตัวความถ่วงจ้าเพาะ 1.20 (ถ.พ. 1.20) น ้าตาลอ่ิมตัว
ความถ่วงจ้าเพาะ 1.27 (ถ.พ. 1.27) ซิงค์ซัลเฟตอ่ิมตัวความถ่วงจ้าเพาะ 3.0 (ถ.พ. 3.0) 
 1.24 สารละลายน ้าเกลือ 0.85 เปอร์เซ็นต ์
2. วิธีด าเนินการ 

การปฏิบัติงานจะแบ่งออกเป็น 3 ขั นตอน โดยขั นตอนที่ 1 วิธีการตรวจอย่างง่ายหรือการตกตะกอน
โดยใช้การปั่นเหวี่ยง (Simple – Centrifugal sedimentation) โดยน้าตัวอย่างกากตะกอนมาท้าให้
ละลายแล้วกรองเพ่ือก้าจัดเศษขยะขนาดใหญ่ และท้าให้ตกตะกอนโดยการตั งทิ งไว้นาน 12 ชั่วโมง 
หรือการปั่นเหวี่ยง และน้ากากตะกอนที่ได้มาตรวจด้วยกล้องจุลทรรศน์ ถ้าพบไข่หนอนพยาธิ 
ให้รายงานผลโดยไม่ต้องทดสอบด้วยขั นตอนต่อไป แต่หากไม่พบไข่หนอนพยาธิ ต้องท้าการทดสอบต่อ
ในขั นตอนที่  2 วิธีฟอร์มาลิน – เอทิล อะซิ เตต เซตดิ เมนเตชั่น (Formalin – Ethyl acetate 
sedimentation) โดยการน้าตะกอนที่เหลือมาขจัดไขมันและสิ่งสกปรกอ่ืนๆ แล้วน้าตะกอนที่ได้ 
มาตรวจหาไข่หนอนพยาธิด้วยกล้องจุลทรรศน์ ถ้าพบไข่หนอนพยาธิ ให้รายงานผลโดยไม่ต้องท้าขั นตอน
ต่อไป  
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แต่หากไม่พบไข่หนอนพยาธิ ให้ทดสอบต่อไปในขั นตอนที่ 3 วิธีการท้าให้ตะกอนลอยตัว (Floatation) 
โดยใช้สารละลายที่มีความถ่วงจ้าเพาะที่ เหมาะสม แล้วตรวจหาไข่หนอนพยาธิที่ลอยขึ นมาด้วย 
กล้องจุลทรรศน์และรายงานผล  

2.1 การตรวจด้วยวิธีการตรวจอย่างง่ายหรือการตกตะกอนโดยใช้การปั่นเหว่ียง (Simple – 
Centrifugal sedimentation)  

     2.1.1 เตรียมถ้วยตวงทรงกรวยขนาด 1,000 มิลลิลิตร และติดฉลากหมายเลขตัวอย่าง 
ลงบนถ้วย 

     2.1.2 ชั่งตัวอย่างตะกอนจ้านวน 50 กรัม ใส่ลงในถ้วยตวงทรงกรวยที่เตรียมไว้ 
     2.1.3 ตวงน ้ากลั่น 175 มิลลิลิตร โดยใช้กระบอกตวงแล้วเทน ้าลงถ้วยตวงทรงกรวย 

ที่มีตัวอย่างตะกอนอยู ่
     2.1.4 ตวงโซเดียมไฮโปคลอไรด์เข้มข้น 5 เปอร์เซ็นต์ (Sodium hypochlorite 5%) 

จ้านวน 75 มิลลิลิตร โดยใช้กระบอกตวงแล้วเทลงถ้วยตวงทรงกรวยที่มีตัวอย่างตะกอนอยู่  
     2.1.5 ใช้แท่งแก้วคนให้ตะกอนและสารละลายเข้าเป็นเนื อเดียวกัน อย่างน้อย 30 นาที  

แล้วน้าส่วนผสมดังกล่าวมากรองผ่านผ้าก็อซ 2 ชั น ซึ่งวางอยู่บนถ้วยตวงทรงกรวย ขนาด 1,000 มิลลิลิตร 
     2.1.6 เทน ้ากลั่นปริมาณ 100 มิลลิลิตร ลงในภาชนะเดิม เพ่ือชะตะกอนที่เหลืออยู่ 
ในภาชนะ แล้วค่อยๆเทผ่านผ้าก็อซ 2 ชั น เพ่ือล้างตะกอน 

     2.1.7 ตั งทิ งไว้ที่อุณหภูมิห้องอย่างน้อย 12 ชั่วโมง หรือปั่นเหวี่ยงที ่800 จี (xg) เป็นเวลา 3 นาที 
เพ่ือให้ตกตะกอน 

     2.1.8 เมื่อครบเวลาดูดส่วนใสออก ให้เหลือของเหลวที่ก้นภาชนะในปริมาตรหนึ่งเท่าของ
ปริมาตรตะกอน แล้วจดบันทึกปริมาตรส่วนผสมตะกอนเป็นหน่วยมิลลิลิตร 

     2.1.9 แกว่งถ้วยตวงทรงกรวยเพ่ือผสมน ้ากับตะกอนให้เข้ากันและชะตะกอนที่ติดข้างถ้วย 
จากนั นเทใส่ในบีกเกอร์ขนาด 500 มิลลิลิตร  

     2.1.10 น้าตัวอย่างมาตรวจหาไข่หนอนพยาธิด้วยกล้องจุลทรรศน์ โดยมีรายละเอียด ดังนี   
 2.1.10.1 เตรียมกระจกสไลด์ จ้านวน 2 สไลด์ และเขียนหมายเลขก้ากับ 

ลงบนกระจกสไลด์ 
 2.1.10.2 หยดสารละลายน ้าเกลือ 0.85 เปอร์เซ็นต์ ปริมาณ 50 ไมโครลิตร ลงบน

กระจกสไลด์  
 2.1.10.3 แกว่งบีกเกอร์เพ่ือผสมตะกอนให้เข้ากัน ใช้ปิเปตอัตโนมัติดูดตัวอย่าง 

50 ไมโครลิตร โดยตัดปลายปิเปต ทิป (Pipette tip) ให้เป็นรูกว้าง แล้วหยดลงบนกระจกสไลด์ 
คนตัวอย่างกับน ้าเกลือให้เข้ากัน ปิดด้วยกระจกปิดสไลด์ขนาด 22x22 มิลลิเมตร  

 2.1.10.4 น้าสไลด์ไปตรวจหาไข่หนอนพยาธิ ด้วยกล้องจุลทรรศน์ ทั ง 2 สไลด์ 
                   - หากกรณีไม่พบไข่หนอนพยาธิ ให้น้าตะกอนที่เหลือในบีกเกอร์มาท้าให้เข้มข้น 
ด้วยวิธีฟอร์มาลิน – เอทิล อะซิเตต เซตดิเมนเตชั่น (Formalin – Ethyl acetate sedimentation) 
ตามขั นตอน 2.2 ต่อไป 

-  หากกรณีที่พบไข่หนอนพยาธิ  ให้ค้านวณหาจ้านวนไข่หนอนพยาธิที่พบ 
ต่อกากตะกอน 1 กรัม จากจ้านวนไข่หนอนพยาธิที่นับได้ และปริมาตรส่วนผสมตะกอนในขั นตอน 
2.1.8 ในหน่วยมิลลิลิตร (V1) โดยใช้สูตรค้านวณ ดังนี  

 



-๘- 
 

 

ปริมาณไข่หนอนพยาธิต่อกากตะกอน 1 กรัม = จ้านวนรวมของไข่หนอนพยาธิที่นับได้จาก 2 สไลด์ x V1 x 0.2 
 

ถ้าผลการค้านวณได้ค่าน้อยกว่า 1 ฟองต่อกรัม ให้ด้าเนินการตรวจหาปริมาณไข่หนอนพยาธิ 
ในข้อ 2.2 ต่อไป แต่ถ้าผลการค้านวณได้ค่ามากกว่า 1 ฟองต่อกรัม ให้รายงานจ้านวนไข่หนอนพยาธิ
ที่พบต่อกากตะกอน 1 กรัม 

2.2 การตรวจด้วยวิธีฟอร์มาลิน – เอทิล อะซิเตต เซตดิเมนเตชั่น (Formalin - Ethyl acetate 
sedimentation)  

  2.2.1 น้าตะกอนที่เหลือจากขั นตอนที่ 2.1.10 เขย่าตะกอนให้เข้ากัน แล้วเทลงในหลอด
พลาสติ กก้ นแหลมขนาด 15 มิ ลลิ ลิ ตร  จ้ านวน 2 หลอด โดยเทจนเกื อบ เต็ มหลอด 
ประมาณ 14 มิลลิลิตร 

  2.2.2 น้าตัวอย่างตะกอนทั ง 2 หลอด ไปปั่นด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยง  800 จี  (xg) 
เป็นเวลา 3 นาท ีจากนั นเทส่วนใสด้านบนทิ ง 

  2.2.3 เติมสารละลายฟอร์มัล ซาไลน์ (Formal saline) ลงในหลอดจนปริมาณสารละลาย
ถึงระดับ 9 มิลลิลิตร แล้วใช้ไม้เข่ียตะกอนที่ก้นหลอดให้แตกออก  

  2.2.4 เติมเอทิล อะซิเตต (Ethyl acetate) ลงในหลอด ให้ถึงระดับ 13 มิลลิลิตร 
โดยใช้หลอดดูดพลาสติกที่มีกระเปาะ ปิดปากหลอดด้วยพาราฟิล์มหรือปิดฝา จากนั นเขย่าแรงๆ 
ประมาณ 30 ครั งเพ่ือผสมสารให้เป็นเนื อเดียวกัน ตั งทิ งไว้ 10 นาท ี

  2.2.5 น้าไปปั่นด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยง 800 จี (xg) เป็นเวลา 3 นาท ีจากนั นน้าไม้เขี่ยตะกอน
ที่อยู่บริเวณข้างหลอด ซึ่งมีรอยต่อระหว่างชั นเอทิล อะซิเตต (Ethyl acetate) และฟอร์มาลิน 
(Formalin) ให้หลุดออกแล้วเทส่วนใสด้านบนทิ ง 

  2.2.6 เติมสารละลายน ้าเกลือ 0.85 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 3 เท่า ของปริมาตรตะกอน  
ใช้ไม้กวนผสมน ้าเกลือและตะกอนให้เป็นเนื อเดียวกัน แล้วจดบันทึกปริมาตรส่วนผสมตะกอนรวม 2 หลอด 
เป็นหน่วยมิลลิลิตร 

  2.2.7 น้าตัวอย่าง 2.2.6 มาตรวจหาไข่หนอนพยาธิ ตามขั นตอน 2.1.10.1 ถึง 2.1.10.4 
โดยตรวจหลอดละ 2 สไลด์  

- หากไม่พบไข่หนอนพยาธิ ให้น้าตะกอนที่เหลือจากขั นตอน 2.2.6 มาตรวจด้วยวิธีการ 
ท้าให้ตะกอนลอยตัว (Floatation) ตามขั นตอน 2.3 ต่อไป 

- หากพบไข่หนอนพยาธิ ให้ค้านวณหาจ้านวนไข่หนอนพยาธิที่พบต่อกากตะกอน 1 กรัม 
จากจ้านวนไข่หนอนพยาธิที่นับได้ ปริมาตรส่วนผสมตะกอนในขั นตอน 2.1.8 (V1) และขั นตอน 
2.2.6 (V2) ในหน่วยมิลลิลิตร โดยใช้สูตรค้านวณ ดังนี  

 
ปริมาณไข่หนอนพยาธิต่อกากตะกอน 1 กรัม = จ้านวนรวมของไข่หนอนพยาธิที่นับได้จาก 4 สไลด์ x V1 x V2 

              280 
 
ถ้าผลการค้านวณได้ค่าน้อยกว่า 1 ฟองต่อกรัม ให้ด้าเนินการตรวจหาปริมาณไข่หนอนพยาธิ 
ในข้อ 2.3 ต่อไป แต่ถ้าผลการค้านวณได้ค่ามากกว่า 1 ฟองต่อกรัม ให้รายงานจ้านวนไข่หนอนพยาธิ 
ที่พบต่อกากตะกอน 1 กรัม 
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2.3 การตรวจด้วยวิธีการท าให้ตะกอนลอยตัว (Floatation)  
2.3.1 น้าตัวอย่างตะกอนทั ง 2 หลอดจากขั นตอน 2.2.6 มาท้าขั นตอนต่อไป 
2.3.2 เทน ้าเกลือ 0.85 เปอร์เซ็นต์ ใส่ลงในหลอดก้นแหลม ให้ถึงระดับ 14 มิลลิลิตร 

ปิดปากหลอดด้วยพาราฟิล์มหรือปิดฝา เขย่าหลอดแบบกลับไปมา (Invert) 5 ครั ง เพ่ือผสมตะกอน 
กับน ้าเกลือ  
 2.3.3 ปั่นด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยง 800 จี (xg) เป็นเวลา 3 นาท ีจากนั นเทส่วนใสด้านบนทิ ง  

2.3.4 ท้าขั นตอน 2.3.2 ถึง 2.3.3 ซ ้าอีก 2 ครั ง เพ่ือล้างตะกอนและก้าจัดฟอร์มาลิน 
(Formalin) และเอทิล อะซิเตต (Ethyl acetate) ออกให้หมด 

2.3.5 เติมสารละลายน ้าเกลืออ่ิมตัวความถ่วงจ้าเพาะ 1.20 (ถ.พ. 1.20) หรือน ้าตาลอ่ิมตัว 
ความถ่วงจ้าเพาะ 1.27 (ถ.พ. 1.27) หรือซิงค์ซัลเฟตอ่ิมตัวความถ่วงจ้าเพาะ 3.0 (ถ.พ. 3.0)  
ลงในหลอดก้นแหลมให้ถึงระดับ 6 มิลลิลิตร ใช้ไม้กวนให้เข้ากันและเติมสารละลายให้ถึงขอบบน 
ของหลอด 

2.3.6 วางกระจกปิดสไลด์ขนาด 22x22 มิลลิเมตร จ้านวน 2 แผ่น โดยน้าแต่ละสไลด์ 
มาวางไว้บนปากหลอด อย่าให้มีช่องว่างหรือฟองอากาศที่กระจกปิดสไลด์ กรณีที่ใช้น ้าเกลืออ่ิมตัว 
หรือน ้าตาลอ่ิมตัว ให้รอ 15 นาที หรือกรณีใช้ซิงค์ซัลเฟตอ่ิมตัว ให้รอ 10 นาที แล้วตรวจหา 
ไข่หนอนพยาธิที่ลอยขึ นมาติดที่กระจกปิดสไลด์ด้วยกล้องจุลทรรศน์  

2.3.7 ท้าขั นตอน 2.3.6 ซ ้ากับหลอดตัวอย่างที่เหลืออีก 1 หลอด 
2.3.8 น้าตัวอย่างมาตรวจหาไข่หนอนพยาธิด้วยกล้องจุลทรรศน์ และรายงานผล 

            - หากไม่พบไข่หนอนพยาธิ ให้รายงานว่า “ไม่พบ” (Not found)    
 - หากพบไข่หนอนพยาธิ ให้ค้านวณหาจ้านวนไข่หนอนพยาธิที่พบต่อกากตะกอน 1 กรัม 
จากจ้านวนไข่หนอนพยาธิที่นับได้ ปริมาตรส่วนผสมตะกอนในขั นตอน 2.1.8 ในหน่วยมิลลิลิตร (V1) 
โดยใช้สูตรค้านวณ ดังนี  
 
ปริมาณไข่หนอนพยาธิต่อกากตะกอน 1 กรัม = จ้านวนรวมของไข่หนอนพยาธิที่นับได้จาก 4 สไลด์ x V1 

         1,400 
 
 ถ้าผลการค้านวณได้ค่าน้อยกว่า 1 ฟองต่อกรัม ให้รายงานว่า “ไม่พบ” (Not found) แต่ถ้า 
ผลการค้านวณได้ค่ามากกว่า 1 ฟองต่อกรัม ให้รายงานจ้านวนไข่หนอนพยาธิที่พบต่อกากตะกอน 1 กรัม  
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ขั้นตอนการตรวจหาปริมาณไข่หนอนพยาธิในกากตะกอนทีผ่่านการก าจัดส่ิงปฏิกูลแล้ว   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ขั้นตอนที ่1 วธีิการตรวจอยา่งง่ายหรือ        
การตกตะกอนโดยใชก้ารป่ันเหวีย่ง 

ค านวณหาจ านวนไขห่นอนพยาธิท่ีพบ        
ต่อกากตะกอน  1 กรัม 

พบไข่หนอนพยาธิ 

รายงานผล 

ขั้นตอนที ่2 วธีิฟอร์มาลิน- เอทิล อะซิเตต           
เซตดิเมนเตชัน่ 

ขั้นตอนที ่3 วธีิการท าให้
ตะกอนลอยตวั 

รายงานผล “ไม่พบ” 
(Not found) 

ตรวจดว้ยกลอ้งจุลทรรศน ์

ไม่พบไข่หนอนพยาธิ 

ตรวจดว้ยกลอ้งจุลทรรศน ์

ค านวณหาจ านวนไขห่นอนพยาธิท่ีพบ        
ต่อกากตะกอน  1 กรัม 

พบไข่หนอนพยาธิ 

รายงานผล 

ไม่พบไข่หนอนพยาธิ 

ตรวจดว้ยกลอ้งจุลทรรศน ์

ค านวณหาจ านวนไขห่นอนพยาธิท่ีพบ        
ต่อกากตะกอน  1 กรัม 

พบไข่หนอนพยาธิ 

รายงานผล 

ไม่พบไข่หนอนพยาธิ 


