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บทคัดย่อ 
การศึกษาในครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาคุณภาพของตู้น้ำดื่มหยอดเหรียญ และการปนเปื้อนของเชื้อแบคทีเรียในน้ำดื่มจากตู้
น้ำดื่มหยอดเหรียญในพื้นที่โดยรอบมหาวิทยาลัยบูรพาในรัศมี 500 เมตร จำนวน 15 ตัวอย่าง โดยทำการเก็บตัวอย่างน้ำดื่ม 
และทำการ swab test บริเวณหัวจ่ายน้ำจากนั้นทำการตรวจสอบคุณภาพน้ำดืม่โดยการวิเคราะห์คุณภาพน้ำทางกายภาพ และ
ทางจุลชีววิทยา จากการศึกษาพบว่า ปัจจัยทางกายภาพมีน้ำดื่มไม่ผ่านเกณฑ์ตามเกณฑ์มาตรฐานของกระทรวงสาธารณสุข
จำนวน 2 ตัวอย่างจาก 15 ตัวอย่าง (ร้อยละ 13.33)และสามารถแยกเชื้อแบคทีเรียจากน้ำดื่มได้ทั้งหมด 6 ไอโซเลต  และแยก
เชื้อแบคทีเรียจากหัวจ่ายน้ำได้ทั้งหมด 15 ไอโซเลต การตรวจหาโคลิฟอร์มแบคทีเรีย และฟีคัลโคลิฟอร์มแบคทีเรียโดยวิธี 
MPN (Most Probable Number) พบว่า มีจำนวนแบคทีเรียโคลิฟอร์มมากกว่า 3-460 MPN/100 มิลลิลิตร และ ฟีคัลโคลิ-
ฟอร์มมากกว่า 3-240 MPN/100 มิลลิลิตร จำนวน 11 ตัวอย่าง และไม่พบการปนเปื้อนของโคลิฟอร์มแบคทีเรีย และฟีคัลโคลิ-
ฟอร์มแบคทีเรียน้อยกว่า 3 MPN/100 มิลลิลิตร จำนวน 4 ตัวอย่าง จากการระบุชนิดของเชื้อแบคทีเรียที่แยกได้โดยใช้ลักษณะ
สัณฐานวิทยา และสร้างสายสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการจากลำดับนิวคลีโอไทด์ในส่วนของยีน 16S rRNA กับเชื้อแบคทีเรียชนิด
อื่นๆ โดยวิธี Neighbor - joining พบว่า เชื้อแบคทีเรียที่แยกได้บริสุทธ์ิทั้ง 21 ไอโซเลต สามารถแบ่งออกเป็น 4 กลุ่ม ตามสาย
สัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ ได้แก่ กลุ่มที่ 1 Bacillus cereus จำนวน 8 ไอโซเลต และ B. subtilis จำนวน 4 ไอโซเลต กลุ่มที่ 2 
Acinetobacter sp. จำนวน 4 ไอโซเลต และ A. baumannii จำนวน 1 ไอโซเลต กลุ่มที่ 3 Pseudomonas aeruginosa 
จำนวน 2 ไอโซเลต และ กลุ่มที่ 4 Klebsiella sp. จำนวน 2 ไอโซเลต ตามลำดับ 
คำหลัก  การระบุชนิด, ตู้น้ำดื่มหยอดเหรียญ, ลำดับนิวคลีโอไทด์ 
 
Abstract 
The objectives of this study were to investigate the quality of the drinking water vending machine and to 
determine the bacterial contamination of drinking water. Samples of water and the swabbing on their 
dispenser were collected from 15 drinking water vending machines within a radius of 500 meters around 
Burapha University were collected. The quality of drinking water was examined by physical and 
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microbiological parameters. The results revealed that, 2 out of 15 samples of drinking water (13.33 %) were 
found to be contaminated with 6 isolates of bacteria.  There were 15 isolates of bacteria found from the 
swab test on the water dispensers. Analysis of bacteria using MPN method showed that 11 samples were 
contaminated with coliform bacteria (>3-460 MPN/100 ml) and 11 samples were contaminated with fecal 
coliform bacteria (>3-240 MPN/100 ml). Four samples were not found contaminated with coliform bacteria 
and fecal coliform bacteria (<3 MPN/100 ml). The identification of bacterial using their morphological 
characteristics and molecular genetic studies based on 16S rRNA sequences and the construct of 
phylogenetic relationships also showed that each isolates are genetically distinct. After the analysis of 
relatedness, the neighbor joining tree showed that a total of twenty-one of bacteria were isolated can be 
divided into four clades: clade 1  consisted of 8 isolates of Bacillus cereus, 4 isolates of B. subtilis; clade 2 
contained 4 isolates of Acinetobacter sp. 1 isolate of A. baumannii; clade 3  contained 2 isolates of 
Pseudomonas aeruginosa and clade 4 contained 2 isolates of Klebsiella sp, respectively 
Keywords:  Identification, water vending machine, nucleotide sequencing 
 
1. บทนำ 

น้ำถือว่าเป็นปัจจัยพื้นฐานที่มีความสำคัญมากในการ
ดำรงชีวิตของมนุษย์ ซึ ่งใช้ในการอุปโภค บริโภคและใช้
ประโยชน์ในด้านต่างๆ โดยเฉพาะการบริโภคน้ำที่ใช้ต้อง
ปราศจากสิ ่งเจือปนที ่อาจเป็นอันตรายต่อร่างกายหาก
ปนเปื ้อนด้วยสารเคมีหร ือแบคทีเร ียในปร ิมาณที ่ เกิน
มาตรฐานย่อมแสดงถึงความไม่ถูกสุขลักษณะของน้ำ และ
หากบริโภคเข้าไปอาจก่อให้เกิดโรคเกี่ยวกับระบบทางเดิน
อาหาร เช่น โรคบิด อหิวาตกโรค ไทฟอยด์ ท้องร่วง เป็นต้น
[1] ในปัจจุบันน้ำดื่มที่วางขายมีหลากหลายรูปแบบทั้งแบบ
บรรจุขวด และแบบตู้น้ำดื่มหยอดเหรียญสาธารณะ [2]  ในปี 
2556 มีรายงานจากรัฐมนตรีว่าการกระทรวงสาธารณสุขว่า 
ช่วงฤดูร้อนเผยผลการเฝ้าระวังคุณภาพน้ำดื่มในครัวเรือน
ไทย พบว่า ผ่านเกณฑ์มาตรฐานเพียงร้อยละ 33 โดยเฉพาะ
น้ำจากตู ้หยอดเหรียญผ่านเกณฑ์ไม่ถึงครึ ่ง นอกจากนี้
องค์การอนามัยโลกเผยว่าขณะนี้ประชากรโลกเสียชีวิตจาก
การดื ่มน้ำไม่สะอาดปีละ 5 แสนคน ส่วนในประเทศไทย
สำนักระบาดวิทยารายงานเมื่อปี 2557 พบผู้ป่วยโรคอุจจาระ
ร่วง โรคบิด ซึ ่งเกิดจากการดื่มน้ำไม่สะอาดทั่วประเทศ 1 
ล้านกว่าคน และเสียชีวิต 8 คน [3]  โดยเชื้อแบคทีเรียก่อโรค
ท ี ่ ม ั กพบในการปน เป ื ้ อน ในน ้ ำ  ไ ด ้ แก ่  Coliforms, 
Escherichia coli, Salmonella spp., Staphylococcus 
aureus, และ Bacillus cereus เป็นต้น ซึ่งเป็นเชื้อสาเหตุ
สำคัญที่ทำให้เกิดอาการคลื่นไส้ อาเจียน โรคอุจจาระร่วง 
และ โรคอาหารเป็นพิษ [4-5] ปัจจุบันมีข้อมูลของหลาย
หน่วยงานท่ีแสดงว่า น้ำดื่มจากตู้หยอดเหรียญมีคุณภาพไม่ได้
มาตรฐาน เช่น กัญญา และคณะ (2558) [6] ได้รายงานการ
สํารวจคุณภาพการปนเปื ้อนจุลินทรีย์ของตู ้น้ำดื ่มหยอด

เหรียญในเขตอำเภอพระนครศรีอยุธยา และนำมาศึกษา
คุณภาพทางจุลชีววิทยา พบว่า มีน้ำดื่มไม่ผ่านเกณฑ์ จำนวน 
22 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 73.33 โดยมีจำนวนแบคทีเรีย
ทั้งหมดมากกว่า 500 โคโลนีต่อมิลลิลิตร จำนวน 13 ตัวอย่าง 
(ร้อยละ 43.33) จำนวนโคลิฟอร์มรวมโดยวิธี MPN มากกว่า 
2.2 จำนวน 7 ตัวอย่าง (ร้อยละ 23) ตรวจพบ S. aureus 
จำนวน 3 ตัวอย่าง (ร้อยละ 10) เป็นต้น จากปัจจัยดังกล่าว
ทำให้ผู้วิจัยได้เห็นถึงความสำคัญของน้ำดื่มโดยเฉพาะแบบตู้
น ้ำด ื ่มหยอดเหร ียญ ซ ึ ่ งพบมากในบร ิ เวณหอพักรอบ
มหาวิทยาลัยบูรพา ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงสนใจศึกษาคุณภาพ
ของน้ำดื่ม และตู้น้ำดื่มหยอดเหรียญ รวมทั้งตรวจสอบการ
ปนเปื ้อนของเชื ้อแบคทีเรียก่อโรคในน้ำดื ่มจากตู ้หยอด
เหรียญ และระบุชนิดของเชื ้อแบคทีเรียโดยใช้ข้อมูลทาง
ลักษณะสัณฐานวิทยา และการวิเคราะห์หาลำดับนิวคลีโอ-
ไทด์ของยีน 16S rRNA โดยคาดหวังว่าข้อมูลที่ได้จะสามารถ
นำไปใช้เป็นข้อมูลเบื้องต้นในการเฝ้าระวังคุณภาพน้ำดื่ม 
และเพื่อเป็นแนวทางสำหรับผู้บริโภคในการเลือกบริโภคน้ำ
ดื่มจากตู้หยอดเหรียญที่สะอาดปราศจากสิ่งเจือปน 
 
2. วิธีการเนินการวิจัย 
2.1 ตรวจสอบคุณภาพของตู้น้ำดื่มหยอดเหรียญ และการ
เก็บตัวอย่างน้ำด่ืม 

สุ่มตัวอย่างตู้น้ำดื่มหยอดเหรียญรอบมหาวิทยาลัยบูรพา
ในรัศมี 500 เมตร จำนวน 15 ตู้ โดยวิธีการเลือกเก็บตัวอย่าง
โดยทำการสุ่มแบบการเลือกแบบบังเอิญ [7] จากนั้นทำการ
ตรวจสอบหลักเกณฑ์เกี ่ยวกับสถานที่ตั ้ง และหลักเกณฑ์
เกี่ยวกับคุณลักษณะตู้น้ำโดยใช้เกณฑ์ประกาศการควบคุม
การประกอบกิจการตู ้น้ำดื ่มหยอดเหรียญของกระทรวง
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สาธารณสุข พ.ศ. 2553 [2] สังเกต และบันทึกผล จากนั้น
ตรวจสอบความสะอาดของหัวจ่ายน้ำ และการทำ swab 
test บริเวณหัวจ ่ายน้ำแล ้วนำไปเพาะเล ี ้ยงเช ื ้อต ่อใน
ห้องปฏิบัติการ สำหรับการเก็บตัวอย่างน้ำดื่มทำโดยบรรจุ
ตัวอย่างน้ำใส่ในขวดแก้วดูแรนขนาด 250 มล. ที่ปราศจาก
เชื ้อทันทีเนื ่องจากในสถานการณ์จริงผู ้บริโภคบรรจุน้ำใส่
ภาชนะทันที ปิดฝาขวดให้แน่นเพื่อให้ได้ตัวอย่างลักษณะ
เดียวกับน้ำที่ผู ้บริโภคมาใช้บริการ โดยเก็บ 1 ตัวอย่าง/ตู้ 
จากนั้นเก็บรักษาตัวอย่างน้ำดื่มในกล่องโฟมที่บรรจุน้ำแข็งที่
อ ุณหภ ูมิ  4 องศาเซลเซ ียส และป ิดฉลากพร ้อมระบุ
รายละเอียดให้ชัดเจนเพื่อนำไปศึกษาในขั้นตอนต่อไป 
2.2 การตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างน้ำด่ืมทางกายภาพ   

ก่อนเก็บตัวอย่างน้ำดื่มทำการล้างภาชนะบรรจุตัวอย่าง
น้ำด้วยน้ำที่จะเก็บ 2 – 3 ครั้ง จากนั้นเก็บตัวอย่างน้ำจน
เกือบเต็มขวด เหลือที่ว่างไว้ประมาณ 1 นิ้ว ปิดฝาขวดให้
สนิท และนำไปทดสอบคุณภาพน้ำดื ่มโดยวัดค่าความเป็น
กรด-เบส (pH)  โดยใช้ pH meter (HP9010, Singapore) 
ทดสอบสีและความขุ่นจากการสังเกตด้วยตาเปล่า ทดสอบ
รสชาติด้วยการชิม ทดสอบกลิ่นด้วยการดม  โดยใช้ผู้ทดสอบ
อย่างน้อย 5 คน [6] 
2.3 การตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างน้ำด่ืมทางจุลชีววิทยา   
 ตรวจหาปริมาณแบคทีเรียโคลิฟอร์ม และฟีคัลโคลิฟอร์ม
โดยใช้วิธี MPN (Most Probable Number) โดยเลือกระบบ
หลอดเลี ้ยงเชื ้อระบบ 3 หลอดซึ ่งแสดงถึงจำนวนหลอด
อาหารเหลว lauryl sulfate tryptose (LST) ที ่ใช้หมักต่อ
ปริมาณตัวอย่างน้ำชุดหนึ่งๆ เป็น 3 โดยระบบ 3 หลอดจะใช้
หลอดหมักทั้งหมด 9 หลอด โดยนำตัวอย่างน้ำที่ต้องการ
ตรวจหาแบคทีเรียโคลิฟอร์ม และฟีคัลโคลิฟอร์ม 10, 1 และ 
0.1 มล. ใส่ในหลอดทดลองที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อ LST broth 
และม ีหลอดด ักแก ๊ส (Durham tube) บรรจ ุอย ู ่ภายใน  
จากนั้นนำไปบ่มที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24-
48 ชั ่วโมง หลังจากนั ้นคัดเลือกหลอดที ่มีแก๊สจาก LST 
broth หลังจากบ่มเชื้อนาน 24-48 ชั่วโมง แตะของเหลวมา
ใส ่ ในอาหารเหลว  Brilliant green lactose bile (BGLB) 
นำไปบ่มที ่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24-48 
ชั่วโมง สังเกตหลอดที่เกิดแก๊ส นำผลที่ได้ไปอ่านผลตาม
ตาราง MPN ของจุล ินทรีย์ต่อ 100 มล. เพื ่อหาปริมาณ 
coliform ในการยืนยันผลคัดเลือกหลอดที่มีแก๊สจากอาหาร
เหลว BGLB broth หลังจากบ่มเชื้อนาน 24-48 ชั่วโมง แตะ
ของเหลวมาใส่ใน EC broth นำไปบ่มที่อุณหภูมิ 44±0.5 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24-48 ชั ่วโมง หลังจากนั้นแตะ
ของเหลวจากหลอด EC broth ที ่เกิด แก๊สมา streak บน

อาหาร Eosin-methylene blue (EMB) agar ที่อุณหภูมิ 35 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง โดยเชื้อแบคทีเรีย
กลุ่มโคลิฟอร์มเท่านั้นที่เจริญเติบโตได้เป็นโคโลนีโคโลนีจะมี
ลักษณะสีโลหะตะกั่วหรือสีดำ (metallic sheen) จากนั้นให้
ใช้ลวดเขี่ยเช้ือ (loop) จุ่มเอาโคโลนีท่ีแยกเดี่ยว ๆ เห็นชัดใน
แต่ละจานเพาะเชื้อประมาณ 2-3 โคโลนีใส่ลงในอาหาร LST 
broth แล้วนำบ่มที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 
ชั่วโมง ถ้าเป็นเชื้อโคลิฟอร์มจะให้แก๊สเกิดขึ้นในหลอดดัก
แก๊ส สำหรับเชื้อฟีคัลโคลิฟอร์มแบคทีเรียนำมาเพาะเลี้ยงใน
อาหาร Nutrient agar นำไปบ่มที่ 35 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 24 ชั่วโมง จึงนำเชื้อไปทำการย้อมสีแกรม และนำไป
ตรวจดูลักษณะของรูปร่างสปอร์ การติดสีย้อม ภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์และบันทึกผล [8]    
2.4 การแยกเชื้อแบคทีเรียก่อโรคจากตัวอย่างน้ำดื่ม และ
หัวจ่ายน้ำ 

ปิเปตตัวอย่างน้ำดื่ม 1 มล. ลงบนจานอาหาร Nutrient 
agar (NA) จากนั้นทำการเกลี่ยทั ่วผิวหน้าอาหาร (spread 
plate) นำไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 
ชั่วโมง  สำหรับหัวจ่ายน้ำเมื่อทำการ swab test แล้วนำมา
เกลี่ยทั่วผิวหน้าอาหาร Nutrient agar นำไปบ่มที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ชั่วโมง จากนั้นนับจำนวน
โคโลนีท ี ่เจร ิญบนจานอาหารด้วยเทคนิค plate count 
บันทึกผล และทำการคัดเลือกเชื ้อแบคทีเรียที่มีลักษณะ
โคโลนีที่แตกต่างกัน จากนั้นเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียที่แยกได้บริ
สุทธ์แล้วบนอาหาร NA โดยเทคนิค quadrant streak บ่มที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ชั่วโมง จากนั้น
สังเกตลักษณะโคโลนี รูปร่าง ขอบโคโลนี ระดับ ความนูน สี
ของโคโลนี และบันทึกผล 
2.5 ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อแบคทีเรีย 

 เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียที่แยกได้บริสุทธิ์แล้วบนอาหาร NA 
จากนั้นนำแบคทีเรียมาย้อมสีแบบแกรม (Gram staining) 
[9] และนำไปตรวจดูลักษณะของรูปร่างสปอร์ การติดสีย้อม 
ภายใต้กล้องจุลทรรศน์และบันทึกผล 
2.6 การระบุชนิดของเชื้อแบคทีเรีย 

นำเชื้อแบคทีเรียที่แยกได้บริสุทธิ์แล้วมาเลี้ยงในอาหาร
เหลว NB และนำไปสกัดดีเอ็นเอโดยใช้ชุดสกัด Bacterial 
DNA extraction KIT (Vivantis, Malaysia) จากนั ้นนำไป
เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของเชื้อแบคทีเรียในส่วนของ 16S rRNA 
ด้วยเทคนิค Polymerase chain reaction (PCR) โดยใช้
ไพรเมอร์ fD1 primer (5’-AGA GTT TGA TCC TGG CTC-
3) แ ล ะ  rP2 primer (5’-ACG GCT ACC TTG TTA CGA 
CTT-3’) [10] ตามวิธ ีการของบร ิษ ัท  Vivantis, Malaysia 
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4 
 

จากนั ้นทำการหาลำดับนิวคลีโอไทด์เพื ่อระบุชนิดของ
แบคท ี เร ียโดยใช ้บร ิการจาก MACROGEN Advancing 
through Genomics ประเทศเกาหลีใต้ แล้วนำข้อมูลลำดับ
นิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rRNA ที่ได้ไปเปรียบเทียบกับลำดับ
นิวคลีโอไทด์ที่มีรายงานมาก่อนในฐานข้อมูล GenBank จน
ทราบสกุล ชนิด และ สายพันธุข์องแบคทีเรียที่มีความเหมือน
หรือใกล้เคียงกันมากท่ีสุดในฐานข้อมูลโดยรู้ได้จากเปอร์เซน็ต์
ของความเหมือนในการจำแนกสายพันธุ์ โดยใช้โปรแกรม 
BLAST (www.ncbi.nih.gov/blast) จัดเรียงตำแหน่งของ
ลำด ับน ิวคล ี โอไทด ์ด ้ วยการ align โดยใช ้  ClustalW 
Multiple alignment [11]  ซ ึ ่ ง เป ็นโปรแกรมประย ุกต์
เพิ่มเติมที่มีอยู่ในโปรแกรม BioEdit Sequence Alignment 
Editor version 7.2.5 [12] จากนั้นนำมาสร้างสายสัมพันธ์
ทางว ิว ัฒนาการ ด ้วยโปรแกรม MAGA X โดยใช ้ ว ิ ธี  
Neighbor - joining ตามหลักการ Kimura 2 – parameter 
model (1,000 bootstrap replications) [13]    

3. ผลการวิจัย 
3.1 การตรวจสอบตู้น้ำด่ืมหยอดเหรียญ  

จากการสำรวจสุขลักษณะ และหลักเกณฑ์เกี่ยวกับสถาน
ที่ตั้งของตู้น้ำดื่มหยอดเหรียญทั้งหมด 15 ตัวอย่าง พบว่ามี 1 
ตัวอย่างจาก 15 ตัวอย่างผ่านเกณฑ์มาตรฐานตามประกาศ
การควบคุมการประกอบกิจการตู้น้ำดื ่มหยอดเหรียญของ
กระทรวงสาธารณสุข พ.ศ. 2553  (ตารางที่ 1) 
3.2 การตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างน้ำด่ืมทางกายภาพ   

จากตัวอย่างน้ำดื่มทั้งหมด 15 ตัวอย่าง  ผลการทดสอบ
รสชาติ กลิ่น สีและความขุ่น จากการสำรวจความพึงพอใจ
ของผู้ทดสอบ พบว่า มีตัวอย่าง 2 ตัวอย่าง จาก 15 ตัวอย่าง
ที่มีลักษณะไม่ปกติในด้านรสชาติ ตามความคิดเห็นของผู้
ทดสอบ และค่า pH ของตัวอย่างน้ำดื ่มอยู ่ในสภาวะเป็น
กลาง คือ 6.89-7.10 ซึ่งเป็นไปตามเกณฑ์ประกาศกระทรวง
สาธารณสุข (ฉบับที่ 362) พ.ศ. 2556 เรื่อง น้ำบริโภคจากตู้
น้ำดื่มอัตโนมัติ [14] (ตารางที่ 2) 
3.3 การตรวจวิเคราะหตั์วอย่างน้ำด่ืมทางจุลชีววิทยา  
 จากการตรวจหาโคลิฟอร์มแบคทีเรีย และฟีคัลโคลิฟอร์ม
แบคทีเรียโดยวิธี MPN พบว่า มีจำนวนแบคทีเรียโคลิฟอร์ม
มากกว่า 3-460 MPN/100 มิลลิลิตร จำนวน 11 ตัวอย่าง   
ฟีคัลโคลิฟอร์มากกว่า 3 -240 MPN/100 มิลลิลิตร จำนวน 
11 ตัวอย่าง และไม่พบการปนเปื้อนของโคลิฟอร์มแบคทีเรีย 
และฟีคัลโคลิฟอร์มแบคทีเรยีน้อยกว่า 3 MPN/100 มิลลลิติร 
จำนวน 4 ตัวอย่าง (ตารางที่ 2) โดยเชื้อแบคทีเรียกลุ่มโคลิ
ฟอร์ม และฟีคัลโคลิฟอร์ม พบว่ามีลักษณะสีของโคโลนีบน

อาหารคัดเลือก EMB ที่แตกต่างกัน ได้แก่ โคโลนีมีสีดำ สีฟ้า
คล้ำ สีม่วงอมชมพู สีม่วง และสีชมพู เป็นต้น 
ตารางที่ 1 หลักเกณฑ์เกี่ยวกับสถานที่ตั้ง และคุณลักษณะของตู้น้ำดื่ม
หยอดเหรียญเทียบกับประกาศการควบคุมการประกอบกิจการตู้น้ำดื่ม
หยอดเหรียญของกระทรวงสาธารณสุข พ.ศ. 2553 

เกณฑ์การตรวจสอบตู้น้ำดื่มหยอดเหรยีญ 
รหัส 1 2 3 4 5 6 7 
J1 + + - - - + - 
J2 + + + + - + + 
G1 + + + + - + - 
G2 - - + - - - - 
G3 + - - - - - - 
B1 + - + + - + - 
B2 + - - + - + - 
B3 + - + + - - - 
L1 + - + + - - - 
S1 + + + + + + + 
S2 + + + + - + - 
S3 + - - + - + + 
F1 + - + + - + + 
F2 - - + + - + - 
F3 - - - - - - - 

หมายเหตุ: สัญลักษณ์ (+) ใช้แทนไม่ผ่านเกณฑ์ สัญลักษณ์ (-) ใช้แทน
ผ่านเกณฑ์  1= ที ่ต ั ้งอยู ่ห ่างจากสิ ่งปฏิกูลไม่น้อยกว่า 30 ม.  2=   
บริเวณพื้นที่ตั้งไม่เฉอะแฉะ 3= ยกระดับสูงจากพื้น(≥10ซม.) 4= สภาพ
ตู้ภายนอก 5= ฝาเปิดปิดของช่องรับน้ำ 6=หัวจ่าย 7= ช่องจ่ายน้ำ 
 
3.4 การแยกเชื้อแบคทีเรียก่อโรคจากตัวอย่างน้ำดื่ม และ
หัวจ่ายน้ำ 

จากการแยกเชื้อแบคทีเรียจากน้ำดื่มจากตู้น้ำดื่มหยอด
เหรียญ พบว่าสามารถแยกเชื้อแบคทีเรียให้บริสุทธิ์ได้จำนวน 
6 ไอโซเลต และการแยกเชื้อแบคทีเรียที่พบบนหัวจ่ายน้ำได้
จำนวน 15 ไอโซเลต ซึ่งพบว่า ลักษณะโคโลนีเจริญบนจาน
อาหารของตัวอย่างน้ำดื่มแบ่งออกเป็น 3 กลุ่ม และลักษณะ
โคโลนีเจริญบนจานอาหารของหัวจ่ายน้ำแบ่งออกเป็น 4 
กลุ่ม ดังแสดงผลในตารางที่ 3 และ 4 ตามลำดับ 
 
ตารางที่ 2 ผลการตรวจสอบน้ำดื่มโดยใช้วิธีทางกายภาพ และผลการ
ทดสอบการตรวจแบคทีเรียกลุ่มโคลิฟอร์ม และ ฟีคัลโคลิฟอร์มต่อ 100 
มิลลิลิตร 

รหัส 1 2 3 4 5 6 
J1 - - - 7.05 39 39 
J2 - - - 6.98 23 23 
G1 - - - 7.09 <3 <3 
G2 - - - 6.92 23 23 
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5 
 

รหัส 1 2 3 4 5 6 
G3 - - - 7.02 <3 <3 
B1 - - - 6.95 23 7.4 
B2 - - - 6.97 23 23 
B3 - - - 6.89 23 9 
L1 - - - 6.99 23 23 
S1 - - - 7.10 240 93 
S2 - + - 6.93 460 240 
S3 - - - 6.91 23 23 
F1 - - - 7.02 43 43 
F2 - + - 6.97 <3 <3 
F3 - - - 7.07 <3 <3 

หมายเหตุ: สัญลักษณ์ (+) ใช้แทนไม่ผ่านเกณฑ์ สัญลักษณ์ (-) ใช้แทน
ผ่านเกณฑ์  1= สี และความขุ่น 2= รสชาติ 3= กลิ่น 4= ค่าความเป็น
กรด-ด ่าง  5= โคล ิฟอร ์ม (MPN/100 มล.)  6= ฟ ีค ัลโคล ิฟอร์ม 
(MPN/100 มล.) 
 
3.5 ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อแบคทีเรีย  

จากการทดสอบการย้อมแกรมแบคทีเรีย พบว่า มีเช้ือ
แบคทีเรียจำนวน 9 ไอโซเลตที่ย้อมติดสีแดงของซาฟรานิน 
ซึ่งสามารถระบุได้ว่าเป็นแบคทีเรียแกรมลบโดยมีรูปร่างเป็น
รูปร่างท่อนสั้น และแท่ง และพบเชื้อแบคทีเรียแกรมบวก
จำนวน 12 ไอโซเลต เนื่องจากติดสีม่วงของคริสตัลไวโอเลตมี
รูปร่างเป็นแท่ง  
 
ตารางที ่  3 ลักษณะโคโลนีของแบคทีเร ียที ่เจร ิญบนจานอาหาร 
Nutrient agar ของตัวอย่างน้ำดื่ม 

กลุ่ม ลักษณะโคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อ NA ไอโซเลต 
1 โคโลนีมีสีขาวขุ่น มันวาว ตรงกลางนูน ขอบ

เรียบ 
3 

2 โคโลนีมีสีขาวขุ่นมันวาวและเปลีย่นสีอาหาร
เป็นสีเขียว ตรงกลางนูน ขอบหยัก 

2 

3 โคโลนีมีสีเหลืองอ่อน มันวาว ตรงกลางนูน 
ขอบหยกั 

1 

 
ตารางที ่  4 ลักษณะโคโลนีของแบคทีเร ียที ่เจร ิญบนจานอาหาร 
Nutrient agar (NA) ของหัวจ่ายน้ำ 

กลุ่ม ลักษณะโคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อ NA ไอโซเลต 
1 โคโลนีมีสีขาวขุ่น มันวาว ขอบเรียบ 3 
2 โคโลนีมีสีขาวขุ่น มันวาว ตรงกลางนูน ขอบ

เรียบ 
7 

3 โคโลนีมีสีขาวขุ่น พื้นผิวของโคโลนีขรุขระ 
และด้าน ตรงกลางนูน ขอบหยัก 

4 

4 โคโลนีมีสขีาว มันวาว ตรงกลางนูน ขอบเรียบ 1 
 
 
 

3.6 การระบุชนิดของเชื้อแบคทีเรีย  
จากการระบุชนิดของเชื ้อแบคทีเรียที ่แยกได้บริสุทธิ์

จำนวน 21 ไอโซเลต มาเพิ่มปริมาณด้วยเทคนิค PCR โดยใช้
ไพรเมอร์ fD1 และ ไพรเมอร์ rP2 พบว่า สามารถเพิ่มปริมาณ
จีโนมิกดีเอ็นเอในส่วนยีน 16S rRNA ของเชื้อแบคทีเรียได้ทั้ง 
21 ไอโซเลต โดยมีขนาดประมาณ 1500 bp ทุกไอโซเลตเมือ่
เปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน และเมื่อนำลำดับนิวคลีโอ
ไทด์ที ่ได้ไปเปรียบเทียบกับยีน 16S rRNA ในฐานข้อมูล 
GenBank ด้วยโปรแกรม Blast search พบว่า สามารถเช้ือ
แบคทีเรียที่แยกได้บริสุทธิ ์จากน้ำดื ่มจำนวน 6  ไอโซเลต 
ได้แก่  WB1, WF3, WG2, WL1, WS2 และ WS3 และจาก
หัวจ่ายน้ำจำนวน 15 ไอโซเลต ได้แก่ SF1-1, SG3-1, SJ1-1, 
SB1-2, SB2-2, SB3-2, SF3-2, SG2-2, SL1-2, SS3-2, SF1-
3, SG1-3, SJ2-3, SG2-3 และ SF2-4 (ตารางที่ 5 และ 6) 
 
ตารางที่ 5 ชนิดของแบคทีเรียจากน้ำดื่มโดยใช้การเปรียบเทียบจาก
ฐานข้อมูล Genbank 

ไอโซเลต สายพันธุ ์ ความ
เหมือน (%) 

WB1 Bacillus cereus strain RTR 99 
WF3 Klebsiella sp. strain 

CCFM8380 
99 

WL1, WS2 Pseudomonas aeruginosa 
NO2 

99 

WG2 Acinetobacter sp. ALBL 205 99 
WS3 Acinetobacter baumannii  

strain st10 
99 

 
ตารางที่ 6 ชนิดของแบคทีเรียจากหัวจ่ายน้ำโดยใช้การเปรียบเทียบจาก
ฐานข้อมูล Genbank 

ไอโซเลต สายพันธุ ์ ความ
เหมือน (%) 

SF1-1, SG3-1, 
SJ1-1 

Acinetobacter sp. Strain 
EX-1 

97-99 

SB1-2, SB2-2 
SB3-2, SF3-2, 
SG2-2, SL1-2, 

SS3-2 

Bacillus cereus strain B105 98-99 

SF1-3, SG1-3, 
SJ2-3, SG2-3 

Bacillus subtilis strain 
APBSMLB131 

97-99 

SF2-4 Klebsiella sp. Strain KL-1 99 
 
จากนั้นนำลำดับนิวคลีโอไทด์ของเชื้อแบคทีเรียทั้ง 21 ไอโซ-
เลตมาสร้างสายสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการร่วมกับแบคทีเรีย
อื ่นๆ ที ่ใกล ้เค ียงกันด ้วยโปรแกรม MEGA X โดยใช้ว ิธี 
Neighbor - joining วิเคราะห์ค่า Bootstrap จำนวน 1,000 
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ครั้งตามวิธีการของ Kimura 2-parameter model ในการ
วิเคราะห์ พบว่า สามารถระบุชนิดของแบคทีเรียที่แยกได้
บริสุทธิ์จากน้ำดื่มแบ่งออกเป็น 4 กลุ่มใหญ่ ได้แก่ กลุ่มที่ 1 
Acinetobacter sp. และ A. baumannii   จำนวน 2 ไอโซ-
เลต, กลุ่มที่ 2 P. aeruginosa จำนวน 2 ไอโซเลต, กลุ่มที่ 3 
Klebsiella sp. จำนวน 1 ไอโซเลต, และกลุ่มที่ 4 B. cereus 
จำนวน 1 ไอโซเลต (ภาพท่ี 1) 

 
ภาพที ่1 แสดงสายวิวัฒนาการระหว่างแบคทีเรียที่แยกได้จากน้ำดื่ม 6 
ไอโซเลต กับแบคทีเรียอื่นๆ ที่มีรายงานมาก่อนในฐานข้อมูล GenBank 

ด้วยโปรแกรม MEGA X โดยใชว้ิธ ีNeighbor - joining ใช้โมเดล 
Kimura 2-parameter model (1,000 bootstrap replications) 

 
และสามารถระบุชนิดของแบคทีเรียที่แยกได้จากหัวจ่ายน้ำ
แบ่งออกเป็น 4 กลุ่มใหญ่ ได้แก่ กลุ่มที่ 1 B. cereus จำนวน 
7 ไอโซเลต, กลุ่มที่ 2 B. subtilis จำนวน 4 ไอโซเลต, กลุ่มที่ 
3  Klebsiella sp. จำนวน 1 ไอโซ เลต  และกล ุ ่ มท ี ่  4 
Acinetobacter sp.จำนวน 3 ไอโซเลต (ภาพท่ี 2) 
 

 
ภาพที ่2 แสดงสายวิวัฒนาการระหว่างเชื้อแบคทีเรียที่แยกได้จากหัว

จ่ายนำ้ 15 ไอโซเลต กับเชื้อแบคทีเรียอืน่ๆ ที่มีรายงานมาก่อนใน
ฐานข้อมูล GenBank ด้วยโปรแกรม MEGA X โดยใช้วธิี Neighbor - 
joining ใช้โมเดล Kimura 2-parameter model (1,000 bootstrap 

replications) 

สรุปและอภิปรายผล 
ค ุณภาพน้ำด ื ่มจากตู ้น ้ำด ื ่มหยอดเหร ียญโดยรอบ

มหาวิทยาลัยบูรพานั้นมีหลายตัวอย่างที่ไม่เป็นไปตามเกณฑ์
มาตรฐานน้ำดื่มของกระทรวงสาธารณสขุ ซึ่งพบการปนเปื้อน
ของเชื ้อแบคทีเรียทั ้งในน้ำดื ่ม และหัวจ่ายน้ำ โดยจาก
ผลการวิจัยแสดงให้เห็นว่า คุณภาพของตู้น้ำดื่มหยอดเหรียญ
มี  1 ตัวอย่าง จาก 15 ตัวอย่างที่ผ่านเกณฑ์มาตรฐาน ได้แก่ 
ตู ้รหัส F3 คิดเป็นร้อยละ 6.67  ของตัวอย่างทั้งหมด โดย
ปัจจัยที่ทำให้ตู้น้ำดื่มหยอดเหรียญไม่เป็นไปตามเกณฑ์นั้นมี
ได้หลายสาเหตุ ซึ ่งสาเหตุหลักเกิดจากขาดการบำรุงดูแล
รักษาตู ้ และการไม่ดูแลรักษาภายในบริเวณตู ้ เช่น จาก
ตัวอย่างตู้น้ำดื่มหยอดเหรียญบางแห่งมีสาหร่ายและตะไคร่
น้ำสีเขียวเกาะภายในตู้และหัวจ่ายน้ำ ซึ่งอาจกลายเป็นแหล่ง
สะสมจุลินทรีย์ได้ ปัญหาในข้อนี้ถึงแม้ว่าจะมีการบำรุงรักษา
เครื่องกรองน้ำเป็นประจำ แต่ถ้าหัวจ่ายไม่สะอาดสามารถ
ส่งผลให้ผู้บริโภคได้รับจุลินทรีย์ที่ปนเปื้อนได้ทำให้เกิดความ
ไม่ปลอดภัยต่อผู้บริโภค ซึ่งผู้ประกอบการธุรกิจตู้น้ำดื่มหยอด
เหรียญควรต้องมีการบำรุงดูแลรักษาตู้น้ำดื่มหยอดเหรียญ
อย่างสม่ำเสมอ โดยผลการวิจัยครั้งนี้สอดคล้องกับงานวิจัย
ของ นรา ระวาดชัย และ วรางคณา สังสิทธิสวัสดิ์ (2555) 
[15] พบว่า ปัจจัยที่มีผลต่อคุณภาพน้ำดื่มจากตู้หยอดเหรียญ
อัตโนมัติคือ สภาพพร้อมใช้งานของประตูเปิด-ปิด ช่องจ่าย
น้ำ เช่น ไม่มีประตูเปิด-ปิดช่องจ่าย หรือประตูเปิดปิดช่อง
จ่ายน้ำชำรุด มีผลต่อคุณภาพน้ำดื่มตู้หยอดเหรียญอัตโนมัติ 
อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (P-value = 0.03) เป็นต้น จาก
การระบุชนิดของเชื ้อแบคทีเรียจากน้ำดื ่ม และหัวจ่ายน้ำ 
จากตู้น้ำดื่มหยอดเหรียญ พบว่า มีเชื้อแบคทีเรียที่ปนเปื้อน
มากับน้ำดื ่มและหัวจ่ายน้ำ ได้แก่ B. cereus, B. subtilis 
Acinetobacter sp., A. baumannii, P. aeruginosa, และ
Klebsiella sp. ซึ่งกลุ่มของแบคทีเรียที่แยกได้พบกลุ่มที่เป็น
แบคทีเรียโคลิฟอร์ม เช่น Klebsiella sp. เป็นต้น แต่ไม่พบ
กลุ่มที่เป็นฟีคัลโคลิฟอร์ม นอกนั้นจะเป็นเชื้อที่ปนเปื้อนจาก 
ดิน, บ่อน้ำ, ขยะ หรืออาจมาจากการสัมผัสจากผิวหนังที่มี
การปนเปื้อนซึ่งการพบเชื้อจุลินทรีย์เหล่านี ้อาจส่งผลต่อ
คุณภาพของน้ำดื่มทำให้น้ำดื ่มไม่ผ่านตามเกณฑ์มาตรฐาน
ของกระทรวงสาธารณสุข [2]  นอกจากน้ีกลุ่มแบคทีเรียที่พบ
ในการปนเปื้อนมากับน้ำดื่มสอดคล้องกับงานวิจัยของ กัญญา 
และคณะ (2558) พบว่าคุณภาพน้ำดื ่มตู ้หยอดเหรียญใน
อำเภอพระนครศรีอยุธยามีหลายแหล่งที่ไม่เป็นไปตามเกณฑ์
มาตรฐานน้ำดื่มของกระทรวงสาธารณะสุขโดยพบแบคทีเรีย
โคล ิฟอร ์มรวม  ได ้แก ่  แบคท ี เร ี ยกล ุ ่ ม  Escherichia, 
Klebsiella, Enterobacter และ Citrobacter  และยังตรวจ
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พบการปนเปื้อนของแบคทีเรีย S. aureus โดยเชื้อเหล่านี้
สามารถสร้างสารพิษ และยังเป็นสารพิษที่อาจก่อโรคทาง
ทางเดินอาหารได้ นอกจากนี้ยังสอดคล้องกับงานวิจัยของ 
McFeters (1990) [16]  ได้ศึกษาการปนเปื้อนของจุลินทรยี์
ในน้ำดื่มในประเทศสหรัฐอเมริกา พบว่า  จุลินทรีย์ที่พบสว่น
ใหญ ่ เป ็นกล ุ ่ม เฮเทอโรโทรฟ ิกแบคท ี เร ีย ได ้แก ่ เ ช้ือ 
Acinetobacter,Cytophoga,Moraxella, Pseudomonas 
Alcaligenes spp., Flavobacterium,  Achromobacter 
เป็นต้น Bitton (1994) [17] รายงานว่าในน้ำดื่มจากตู้กดน้ำ
สาธารณะมักพบการปนเปื้อนของเชื้อแบคทีเรียเช่นกัน ได้แก่ 
เชื้อ P. aeruginosa, Alcaligenes faecalis, A. baumanii  
และ Flavobacterium meningosepticum จะเห็นได้ว่า
เชื้อเหล่านี้ส่วนใหญ่เป็นเชื้อแบคทีเรียฉวยโอกาสที่สามารถ
ทำให้เกิดโรคได้หลายโรค และหลายอาการได้ซึ่งกำลังเป็น
ปัญหาสำคัญต่อกระทรวงสาธารณสุขในปัจจุบัน  โดยใน
งานวิจัยครั้งนี้แสดงให้เห็นถึงความเสี่ยงของการแพร่กระจาย
ของเชื้อโรคที่อาจส่งผลกระทบต่อผู้บริโภคโดยตรง เช่น นิสิต 
นักเรียน และประชาชนทั่วไปที่นิยมดื่มน้ำจากตู้กดน้ำหยอด
เหรียญเนื่องจากสะดวกและใกล้หอพักหรือที่อยู ่อาศัยใน
บริเวณนั้น ดังนั้น ผู้บริโภคจึงควรตระหนักถึงอันตรายที่อาจ
เกิดขึ้น และควรมีการตรวจสอบสภาพตู้น้ำดื่มหยอดเหรียญ
ก่อนบริโภคเสมอโดยต้องเลือกตู ้กดน้ำที ่สะอาด และถูก
สุขลักษณะตามที่ประกาศการควบคุมการประกอบกิจการตู้
น้ำดื ่มหยอดเหรียญของกระทรวงสาธารณสุข พ.ศ. 2553 
รวมถึงให้ผู ้ประกอบการทำการตรวจสอบ และบํารุงดูแล
รักษาตู้น้ำดื่มหยอดเหรียญอย่างสม่ำเสมอ โดยเฉพาะชิ้นส่วน
ไส้กรองน้ำที่ทำหน้าที่ในการกรองจุลินทรีย์ที่ปนเปื้อนมากับ
น้ำดิบ และบริเวณหัวจ่ายน้ำที่ต้องสัมผัสกับน้ำดื่มที่ออกมา
จากตัวเครื่อง เพื่อความปลอดภัยของผู้บริโภคในการเลือก
บริโภคน้ำดื่มจากตู้น้ำดื่มหยอดเหรียญ 
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