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บทคัดย่อ  การตรวจวิเคราะห์จำ�นวนจุลินทรีย์ทั้งหมดในน้ำ�และน้ำ�แข็ง ด้วยวิธี pour plate ตามวิธีอ้างอิงของมาตรฐาน
สากล กำ�หนดอาหารเลีย้งเชือ้ทีใ่ชใ้นการตรวจวเิคราะหไ์วห้ลายชนดิ ทัง้ชนดิทีม่สีารอาหารมาก เชน่ plate count agar (PCA) 
และที่มีสารอาหารน้อย เช่น Reasoner’s 2A (R2A) agar โดยมีข้อแนะนำ�ว่าอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดที่มีสารอาหารสำ�หรับ 
การเจริญเติบโตของจุลินทรีย์น้อยแต่มีสารฟ้ืนฟูเซลล์บาดเจ็บจะให้จำ�นวนโคโลนีบนจานเพาะเช้ือมากกว่าอาหารเลี้ยงเช้ือที่มี
สารอาหารมากกว่าแต่ไม่มีสารฟ้ืนฟูเซลล์บาดเจ็บ การศึกษาในครั้งน้ีมีวัตถุประสงค์เพื่อทวนสอบอาหารเลี้ยงเชื้อ PCA และ 
R2A agar โดยเปรียบเทียบจำ�นวนจุลินทรีย์ในน้ำ�และน้ำ�แข็งที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อทั้งสองชนิด โดยใช้ตัวอย่างน้ำ�และ 
น้ำ�แข็งที่ส่งตรวจวิเคราะห์ในห้องปฏิบัติการของสำ�นักคุณภาพและความปลอดภัยอาหาร ระหว่างปี พ.ศ. 2555 ถึง พ.ศ. 2557 
จำ�นวน 360 ตัวอย่าง แบ่งเป็นตัวอย่างน้ำ� 4 ชนิด ได้แก่ น้ำ�ดื่มในภาชนะบรรจุที่ปิดสนิท 60 ตัวอย่าง น้ำ�ดื่ม 60 ตัวอย่าง น้ำ�
ใช้ 60 ตัวอย่าง น้ำ�ผ่านเครื่องกรอง 120 ตัวอย่าง และน้ำ�แข็ง 60 ตัวอย่าง ตรวจวิเคราะห์จำ�นวนจุลินทรีย์โดยใช้วิธี pour 
plate ด้วยอาหารเลี้ยงเชื้อ PCA เปรียบเทียบกับ R2A agar แล้วบ่มที่ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง เมื่อจำ�แนกผล 
การปนเปื้อนเช้ือจุลินทรีย์เป็น 3 ระดับคือ 1 - 1,000 CFU/มิลลิลิตร 1,001 - 100,000 CFU/มิลลิลิตร และมากกว่า 
100,000 CFU/มิลลิลิตร พบตัวอย่างน้ำ�ทุกชนิดทุกระดับการปนเป้ือนมีจำ�นวนจุลินทรีย์เฉลี่ยที่คำ�นวณได้จาก R2A agar 
มากกว่าค่าเฉลี่ยจาก PCA อย่างมีนัยสำ�คัญ (P < 0.05) และเมื่อเปรียบเทียบการกระจายของผลวิเคราะห์ของอาหารเลี้ยง
เชื้อทั้งสองด้วยสัมประสิทธิ์การแปรผัน (Coefficient of variation) พบว่าผลการนับจำ�นวนโคโลนีจาก R2A agar มีการ 
กระจายของข้อมูลน้อยกว่าข้อมูลของ PCA ส่วนตัวอย่างน้ำ�แข็งให้ค่าเฉลี่ยของจำ�นวนโคโลนีที่คำ�นวณได้จาก R2A agar 
ทีร่ะดบัการปนเปือ้นมากกวา่ 1,000 CFU/มลิลลิติร มากกวา่คา่เฉลีย่จาก PCA อยา่งมนียัสำ�คญั (P<0.05) และมคีา่สมัประสทิธิ์
การแปรผันน้อยกว่า แต่ที่ระดับการปนเปื้อน 1 ถึง 1,000 CFU/มิลลิลิตร พบค่าเฉลี่ยของจำ�นวนจุลินทรีย์ไม่แตกต่างจาก 
ค่าเฉลี่ยที่คำ�นวณได้จาก PCA อย่างมีนัยสำ�คัญ (P < 0.05) และมีค่าสัมประสิทธิ์การแปรผันใกล้เคียงกัน แสดงว่า R2A agar 
มีผลการนับจำ�นวนจุลินทรีย์ที่ดีกว่าในตัวอย่างทุกชนิด ยกเว้นในน้ำ�แข็งที่ระดับการปนเปื้อน 1 ถึง 1,000 CFU/มิลลิลิตร 
จากการทวนสอบนี้ชี้ให้เห็นว่า R2A agar เป็นอาหารเลี้ยงเชื้อที่สามารถนำ�มาใช้ในการตรวจวิเคราะห์จำ�นวนจุลินทรีย์ทั้งหมด
ในน้ำ�และน้ำ�แข็งด้วยวิธี pour plate เมื่อทำ�การบ่มเพาะเชื้อที่ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมงได้
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การทวนสอบ PCA และ R2A ส�ำหรบัการตรวจจ�ำนวนจลุนิทรย์ี  	 ปิยมาศ  แจ่มศรี และขวัญมิตร  รู้จัก

บทนำ�

Heterotrophic plate count (HPC) คือวิธีการตรวจนับจ�ำนวนจุลินทรีย์กลุ่ม Heterotrophs ในน�้ำ 

หรอืเป็นวธิทีีรู่จ้กักนัโดยท่ัวไปคอื Standard plate count (SPC) จลุนิทรย์ีในกลุม่ Heterotrophs รวมถงึแบคทเีรยี 

ยีสต์ และรา อาศัยสารอินทรีย์คาร์บอน (organic carbon) เป็นอาหารในการเจริญเติบโต การตรวจนับจ�ำนวน

จุลินทรีย์หรือแบคทีเรียในน�้ำเป็นวิธีทดสอบทางจุลชีววิทยามาเป็นเวลานาน สามารถใช้เป็นข้อมูลที่บ่งชี้ประสิทธิภาพ

ของกระบวนการจัดการน�้ำบริโภค เช่นการผลิตน�้ำประปา และอาจบ่งชี้ความปลอดภัยของน�้ำถ้าพบปริมาณสูง และ

ถ้ามีจุลินทรีย์ปนเปื้อนหลายชนิด อาจมีความเสี่ยงของเช้ือก่อโรคปะปนอยู่ด้วย ในหลายประเทศมีการก�ำหนดจ�ำนวน

จลุนิทรย์ีทัง้หมดไว้ในมาตรฐานน�ำ้บรโิภค ใช้เป็นข้อบงัคบัทางกฎหมายหรอืเป็นข้อแนะน�ำด้านสขุลกัษณะความสะอาด

ของน�้ำ(1) วิธีการตรวจหาปริมาณจ�ำนวนจุลินทรีย์ทั้งหมดในน�้ำมีหลายวิธีที่นิยมกันมาก คือ วิธี pour plate ทดสอบ

โดยปิเปตตัวอย่างน�้ำที่ระดับความเจือจางที่ต้องการลงในจานเพาะเชื้อ เทอาหารเลี้ยงเชื้อผสมกับตัวอย่างให้เข้ากัน 

แล้วตั้งทิ้งไว้ให้วุ้นแข็งตัว จากน้ันน�ำไปบ่มเพาะเชื้อ นับจ�ำนวนโคโลนีและค�ำนวณผล แต่เดิมเอกสารอ้างอิงส�ำหรับ 

การตรวจนับปริมาณจุลินทรีย์ในน�้ำด้วยวิธี pour plate ระบุให้ใช้อาหารเลี้ยงเชื้อ Plate count agar (PCA) 

ต่อมาได้มีการน�ำเสนออาหารเลี้ยงเชื้อชนิดใหม่ คือ Reasoner’s 2A (R2A) agar และมีข้อแนะน�ำว่าอาหารเลี้ยงเชื้อ 

ที่มีสารอาหารส�ำหรับการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์มาก แต่ไม่มีสารฟื้นฟูเซลล์บาดเจ็บ เช่น PCA จะให้จ�ำนวนโคโลนี 

บนจานเพาะเชื้อมากกว่าอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีสารอาหารน้อยกว่า แต่มีสารฟื้นฟูเซลล์บาดเจ็บ เช่น R2A agar และ 

สามารถใช้ได้ทั้งวิธี pour plate, spread plate และ membrane filter(2) ห้องปฏิบัติการตรวจวิเคราะห์น�้ำของ 

ส�ำนักคุณภาพและความปลอดภัยอาหาร (สคอ.) กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ เป็นหน่วยงานภาครัฐที่ให้บริการ 

ตรวจวิเคราะห์ต้องใช้วิธีมาตรฐานที่ทันสมัย และเหมาะสมในการตรวจวิเคราะห์ทุกรายการทดสอบ รวมท้ังการตรวจ

นับจ�ำนวนจุลินทรีย์ และจากคุณสมบัติของอาหารเลี้ยงเชื้อ R2A agar เรื่องการให้จ�ำนวนจุลินทรีย์ที่มากกว่า จึงได้ท�ำ 

การศึกษาเพ่ือทวนสอบ (verification) อาหารเลี้ยงเชื้อ R2A agar ส�ำหรับปรับใช้ในการตรวจวิเคราะห์จ�ำนวน

จุลินทรีย์ในตัวอย่างน�้ำและน�้ำแข็ง และการควบคุมคุณภาพน�้ำที่ใช้ในห้องปฏิบัติการทางจุลชีววิทยา โดยใช้ตัวอย่าง 

น�้ำและน�้ำแข็งที่ส่งตรวจที่ห้องปฏิบัติการ สคอ. ด้วยวิธี pour plate ที่ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 

โดยเปรียบเทียบกับ PCA agar

วัสดุและวิธีการ

ตัวอย่าง

น�้ำและน�้ำแข็งที่ได้รับจากผู้ส่งภาครัฐ และเอกชน (ตุลาคม พ.ศ. 2555 ถึงกันยายน พ.ศ. 2557) รวมทั้ง 

น�้ำผ่านเครื่องกรองในห้องปฏิบัติการรวม  360 ตัวอย่าง แบ่งเป็นน�้ำดื่มในภาชนะบรรจุที่ปิดสนิท จ�ำนวน 60 ตัวอย่าง 

น�้ำดื่ม เช่น น�้ำดื่มผ่านเครื่องกรองน�้ำ น�้ำดื่มจากส�ำนักงาน เป็นต้น จ�ำนวน 60 ตัวอย่าง น�้ำใช้ในการผลิตอาหารและ 

น�้ำ จ�ำนวน 60 ตัวอย่าง น�้ำผ่านเครื่องกรอง จ�ำนวน 120 ตัวอย่าง และน�้ำแข็ง จ�ำนวน 60 ตัวอย่าง

วัสดุอุปกรณ์

เครือ่งน่ึงท�ำลายเชือ้  เครือ่งชัง่ เครือ่งนบัโคโลน ีตะเกียงบนุเสน ตู้อบเพาะเช้ือ ตูอ้บร้อน เครือ่งผสมสารละลาย 

เครื่องวัดความเป็นกรด-เบส อ่างน�้ำแบบควบคุมอุณหภูมิ เครื่องแก้วหรือพลาสติก และวัสดุที่จ�ำเป็นอ่ืน ๆ เช่น 

ส�ำลี ช้อนตักสาร เป็นต้น
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Verification of PCA and R2A  for Enumeration of Bacteria 	 Piyamas  Jamsri and Khwunmit  Roojug 

อาหารเลี้ยงเชื้อและสารเคมี

อาหารเลี้ยงเชื้อ ได้แก่ plate count agar (PCA) และ R2A agar ที่มีสูตรตามเอกสารอ้างอิง(2)

สารเคมี ได้แก่  70% เอทานอล และสารละลายส�ำหรบัเจอืจาง (diluent) ได้แก่ butterfield’s phosphate 

buffered-dilution water (PBS) 

การตรวจวิเคราะห์

ปิเปตตัวอย่างเริ่มต้น (ไม่เจือจาง) และตัวอย่างที่เจือจางด้วย PBS ที่ระดับความเจือจาง 1:10, 1:100 

และ 1 : 1,000 เพ่ือให้สามารถค�ำนวณจ�ำนวนจุลนิทรย์ีได้ทีร่ะดบัการปนเป้ือน 3 ระดบั คือ 1 - 1,000, 1,001 - 100,000 

และมากกว่า 100,000 CFU/มิลลิลิตร ระดับละ 1 มิลลิลิตร ปิเปตใส่ลงในจานเพาะเชื้อระดับความเจือจางละ 4 จาน

เพาะเชื้อ เทอาหาร PCA และ R2A agar 12 - 15 มิลลิลิตร ในจานเพาะเชื้อชนิดละ 2 จานเพาะเชื้อต่อระดับความ 

เจือจาง ผสมตัวอย่างและอาหารเลี้ยงเชื้อให้เข้ากัน ตั้งทิ้งไว้ให้วุ ้นแข็งตัว แล้วพลิกจานเพาะเชื้ออีกด้านหนึ่งขึ้น 

บ่มเพาะเชื้อที่ 35 ± 1 องศาเซลเซียส นาน 48 ± 3 ชั่วโมง นับจ�ำนวนโคโลนีบนจานเพาะเชื้อ ค�ำนวณและรายงานผล 

จ�ำนวนจุลินทรีย์ทั้งหมดเป็น CFU/มิลลิลิตร อ้างอิงวิธีการทดสอบจ�ำนวนจุลินทรีย์จาก Standard Method for 

the Examination of Water and Wastewater(2)

การควบคุมคุณภาพ

ตรวจสอบความปราศจากเชื้อของอาหารเล้ียงเช้ือ สารละลายส�ำหรับเจือจาง และอุปกรณ์ที่ใช้ในการตรวจ

วิเคราะห์ ได้แก่ จานเพาะเชื้อ และปิเปต ทุกคร้ังที่ท�ำการทดสอบ และวิเคราะห์ตัวอย่างซ�้ำทุก 10% ของตัวอย่าง 

ที่วิเคราะห์ หรือถ้ามีตัวอย่างน้อยกว่า 10 ตัวอย่างต่อวัน ให้วิเคราะห์ซ�้ำ 1 ตัวอย่างทุกครั้งที่ท�ำการวิเคราะห์

การวิเคราะห์ผลทางสถิติ

แบ่งระดบัการปนเป้ือนของจ�ำนวนจลุนิทรย์ีทีเ่จรญิบนอาหารเลีย้งเชือ้ในแต่ละชนดิตวัอย่างออกเป็น 3 ระดบั 

คือ 1 - 1,000, 1,001 - 100,000 และมากกว่า 100,000 CFU/มิลลิลิตร แปลงค่าจาก CFU เป็น log10 CFU 

ใช้พารามิเตอร์ทางสถิติในการค�ำนวณ ได้แก่ ค่าเฉลี่ย (average) ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) ค่าร้อยละสัมประสิทธิ์

ของการแปรผัน (%CV)(3) เปรียบเทียบการกระจายข้อมูลตั้งแต่สองชุดข้ึนไป และใช้สถิติทดสอบความแตกต่างของ 

ค่าเฉลี่ย one-tail Paired t-test ที่ระดับนัยส�ำคัญ 0.05 (P<0.05; t-test)(4) 

 

ผล

ผลการตรวจวิเคราะห์จ�ำนวนจุลินทรีย์ทั้งหมดในน�้ำและน�้ำแข็งจ�ำนวน 360 ตัวอย่าง ด้วยวิธี pour plate 

บนอาหารเลี้ยงเชื้อ 2 ชนิด คือ PCA และ R2A agar ซึ่งแบ่งระดับการปนเปื้อน 3 ระดับ พบว่าจ�ำนวนจุลินทรีย ์

ที่ค�ำนวณได้จาก R2A agar ทุกระดับการปนเปื้อนมีค่าเฉลี่ยมากกว่าค่าเฉลี่ยที่ค�ำนวณได้จาก PCA อย่างมีนัยส�ำคัญ

ทางสถิติ (P < 0.05; t-test) และการกระจายของข้อมูลผลการทดสอบจาก R2A agar มีค่าร้อยละของสัมประสิทธิ์

ของการแปรผัน (%CV) น้อยกว่าข้อมูลที่ได้จาก PCA ในทุกระดับการปนเปื้อน ดังแสดงในตารางที่ 1 

เมื่อแบ่งตามประเภท คือตัวอย่างน�้ำ จ�ำนวน 300 ตัวอย่าง และน�้ำแข็ง 60 ตัวอย่าง พบตัวอย่างน�้ำมีค่าเฉลี่ย

จ�ำนวนจุลินทรีย์ที่ค�ำนวณได้จาก R2A agar ทุกระดับการปนเปื้อนมากกว่าจ�ำนวนจุลินทรีย์ที่ค�ำนวณได้จาก PCA 

อย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ (P < 0.05; t-test) และมีการกระจายของข้อมูลผลการทดสอบน้อยกว่าข้อมูลที่ได้จาก 

PCA ส่วนตัวอย่างน�้ำแข็งให้ค่าเฉลี่ยของจ�ำนวนโคโลนีที่ค�ำนวณได้จาก R2A agar ที่ระดับการปนเปื้อนมากกว่า 

1,000 CFU/มิลลิลิตร มากกว่าค่าเฉลี่ยจาก PCA อย่างมีนัยส�ำคัญ (P < 0.05) และมีค่าสัมประสิทธิ์การแปรผัน 
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น้อยกว่า แต่ที่ระดับการปนเปื้อน 1 ถึง 1,000 CFU/มิลลิลิตร พบค่าเฉลี่ยของจ�ำนวนจุลินทรีย์ไม่แตกต่างจากค่าเฉลี่ย

ที่ค�ำนวณได้จาก PCA อย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ (P < 0.05) และมีค่าสัมประสิทธิ์การแปรผันใกล้เคียงกัน

เมื่อแบ่งตัวอย่างน�้ำเป็น 4 ชนิด คือ น�้ำดื่มในภาชนะบรรจุที่ปิดสนิท (n = 60) น�้ำดื่ม เช่น น�้ำดื่มผ่านเครื่อง

กรองน�้ำ น�้ำดื่มจากส�ำนักงาน เป็นต้น (n = 60) น�้ำใช้ในการผลิตอาหารและน�้ำ (n = 60) และน�้ำผ่านเครื่องกรอง 

(n = 120) พบตัวอย่างน�้ำทุกชนิด ทุกระดับการปนเปื้อนมีจ�ำนวนจุลินทรีย์ที่ค�ำนวณได้จาก R2A agar เฉลี่ยมากกว่า

จ�ำนวนจุลินทรีย์ที่ค�ำนวณได้จาก PCA อย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ (P < 0.05) และการกระจายของข้อมูลผลการทดสอบ

จาก R2A agar มีค่าสัมประสิทธิ์การแปรผันน้อยกว่าข้อมูลที่ได้จาก PCA 

ตารางที่ 1	 การเปรยีบเทียบผลการตรวจวิเคราะห์จ�ำนวนจลุนิทรย์ีทัง้หมดในตวัอย่างน�ำ้และน�ำ้แขง็บนอาหารเลีย้งเชือ้  

	 R2A agar และ PCA แบ่งตามระดับการปนเปื้อน 3 ระดับ
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ตารางที่ 2	 การเปรียบเทียบผลการตรวจวิเคราะห์จ�ำนวนจุลินทรีย์ทั้งหมดจ�ำแนกตามประเภทของตัวอย่างน�้ำ 

	 บนอาหารเลี้ยงเชื้อ R2A agar และ PCA แบ่งตามระดับการปนเปื้อน 3 ระดับ
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วิจารณ์

โดยทั่วไปห้องปฏิบัติการใช้อาหารเลี้ยงเชื้อ PCA ที่มีสารอาหารมากเพื่อตรวจหาจุลินทรีย์ในน�้ำและน�้ำแข็ง 

ด้วยคุณสมบัติของอาหารเลี้ยงเชื้อดังกล่าวท�ำให้จุลินทรีย์ที่เจริญได้อย่างรวดเร็ว (fast-growth microorganism) 

เจรญิกดทบัจลิุนทรย์ีท่ีเจริญได้ช้า (slow-growth microorganism) หรอืทีบ่าดเจบ็ (injure) หรอืเครยีด (stressed) 

ท�ำให้เจริญช้า ไม่สามารถเจริญแข่งขันกับจุลินทรีย์ที่เจริญได้อย่างรวดเร็ว ผลตรวจวิเคราะห์จึงตรวจไม่พบ หรือตรวจ

พบในจ�ำนวนน้อยกว่าความเป็นจริง(5) เม่ือน�ำผลวิเคราะห์ไปตัดสินจึงพบว่าผลดังกล่าวผ่านเกณฑ์ก�ำหนด น�้ำและ 

น�้ำแข็งเหล่านั้นจะถูกน�ำไปใช้งานหรือบริโภคทันที แต่ถ้าสภาพแวดล้อมเหมาะสมจุลินทรีย์ดังกล่าวก็จะสามารถฟื้นตัว

ได้อย่างรวดเร็ว และเพิ่มจ�ำนวนในระยะเวลาต่อมา หากเป็นจุลินทรีย์ชนิดที่สามารถก่อโรคอาหารเป็นพิษได้ ผู้บริโภค 

จะเกดิการเจบ็ป่วย หรือเกดิความเสยีหายต่อผลติภณัฑ์ทีใ่ช้น�ำ้และน�ำ้แขง็ในการผลติ ดังนัน้การคดัเลอืกอาหารเล้ียงเชือ้ 

ทีส่ง่เสรมิและฟ้ืนฟูเซลล์บาดเจบ็จึงเป็นสิ่งทีห่อ้งปฏบิัตกิารควรน�ำมาพิจารณาเพื่อให้ได้ผลการตรวจวเิคราะห์ทีถู่กต้อง

ที่สุด

R2A agar เป็นอาหารเลีย้งเช้ือท่ีถกูพฒันาขึน้โดย Reasoner และ Geldreich ใช้ส�ำหรบันบัจ�ำนวนแบคทเีรยี

ในน�้ำใช้ที่ผ่านกระบวนการ (treated potable water) R2A agar เป็นอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีสารอาหารน้อย และเมื่อน�ำ

มาบ่มที่อุณหภูมิต�่ำระยะเวลานาน สามารถกระตุ้นการเจริญของแบคทีเรียที่เครียด บาดเจ็บ และทนคลอรีน (chorine 

tolerant) เพราะใน R2A agar มี soluble starch เป็นส่วนประกอบในการช่วยฟื้นฟูเซลล์บาดเจ็บ และ sodium 

pyruvate ช่วยฟื้นฟูเซลล์ที่เครียด(6-10) ในขณะที่อาหารเล้ียงเช้ือมีสารอาหารมาก เช่น PCA จะสนับสนุนการเจริญ

ของแบคทีเรียที่เจริญเติบโตได้เร็ว ซึ่งจะเจริญกดทับแบคทีเรียที่เครียด หรือเจริญได้ช้าที่สามารถพบได้ในน�้ำที่ผ่าน

กระบวนการ ด้วยคุณสมบัติดังกล่าวท�ำให้ผลการทดสอบในตัวอย่างน�้ำโดยใช้ R2A agar มีค่าเฉล่ียมากกว่าจ�ำนวน

จุลินทรีย์ที่ค�ำนวณได้จาก PCA อย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ (P<0.05; t-test) สอดคล้องกับผลศึกษาของ Salvatore  

Massa และคณะ(11) ท่ีเปรียบเทียบ PCA และ R2A agar ในการวิเคราะห์จ�ำนวนจุลินทรีย์ในน�้ำแร่ธรรมชาติ 

ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วัน ด้วยวิธี pour plate ซึ่งพบว่าค่าเฉลี่ยของจ�ำนวนจุลินทรีย์ที่ค�ำนวณได้

จาก R2A agar มีค่าสูงกว่าค่าจาก PCA และผลศึกษาของ Klaas van der Linde และคณะ(12) ที่เปรียบเทียบ 

Tryptic soy agar (TSA) และ R2A agar ในการวิเคราะห์จ�ำนวนจุลินทรีย์ในน�้ำที่ใช้ในการฟอกไต ท่ีได้มาจาก 

ระบบ RO ที่อุณหภูมิ 25 ± 2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 วัน ด้วยวิธี spread plate ซึ่งพบว่าค่าเฉลี่ยของจ�ำนวน

จุลินทรีย์ที่ค�ำนวณได้จาก R2A agar มีค่าสูงกว่าค่าจาก TSA 

ในขณะที่ผลการทดสอบตัวอย่างน�้ำแข็ง R2A agar ให้ค่าเฉลี่ยจ�ำนวนจุลินทรีย์ที่ดีกว่าหรือไม่แตกต่างจาก 

PCA เมื่อบ่มที่ 35 องศาเซลเซียส 48 ชั่วโมง เพราะที่อุณหภูมิแช่แข็งเป็นสาเหตุที่ท�ำให้เชื้อจุลินทรีย์ตาย หรือบาดเจ็บ 

หรือเจริญช้าลงท�ำให้อาจต้องใช้ระยะเวลาในการบ่มเชื้อให้มากขึ้น(5,13) แต่อย่างไรก็ตามสามารถใช้ R2A agar บ่มที่ 

35 องศาเซลเซียส 48 ชั่วโมง ตามที่ United States Food and Drug Administration ก�ำหนดไว้ในการตรวจ 

เพื่อเฝ้าระวัง หรืออาจบ่มในระยะเวลาที่มากขึ้นตามที่ American Public Health Association แนะน�ำ ซึ่งจาก 

ข้อมูลในค่าต่างๆ ที่ศึกษาใน R2A agar ที่มีมากกว่า PCA จึงถือว่า R2A agar เป็นอาหารเลี้ยงเช้ือที่สามารถ 

น�ำมาใช้แทน PCA ในการตรวจวิเคราะห์จ�ำนวนจุลินทรีย์ในน�้ำและน�้ำแข็งได้
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สรุป

จากการทวนสอบ (Verification) อาหารเลี้ยงเชื้อ R2A agar โดยเปรียบเทียบกับอาหารเลี้ยงเชื้อ PCA 

ส�ำหรับการวิเคราะห์จ�ำนวนจุลินทรีย์ในตัวอย่างน�้ำและน�้ำแข็ง ด้วยวิธี pour plate บ่มเพาะเชื้อที่ 35 องศาเซลเซียส 

48 ชั่วโมง โดยมีน�้ำดื่มในภาชนะบรรจุที่ปิดสนิท น�้ำดื่ม น�้ำใช้ในการผลิตอาหารและน�้ำ น�้ำผ่านเครื่องกรอง และน�้ำแข็ง 

เป็นตัวแทนกลุ่มตัวอย่างน�้ำและน�้ำแข็ง ผลการทดสอบสามารถยืนยันได้ว่า R2A agar ให้ผลการนับจ�ำนวนจุลินทรีย์

มากกว่าอาหารเลี้ยงเชื้อ PCA ตามที่ระบุในเอกสารอ้างอิง ดังนั้นห้องปฏิบัติการสามารถน�ำ R2A agar ไปใช้ใน 

การตรวจวิเคราะห์จ�ำนวนจุลินทรีย์เพื่อเฝ้าระวังคุณภาพน�้ำและน�้ำแข็ง

กิตติกรรมประกาศ
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ABSTRACT  Pour plate technique is well-recognized as a standard method for enumerating 

heterotrophic bacteria in water and ice. Either high-nutrient medium such as plate count 

agar (PCA) or low-nutrient medium such as Reasoner’s 2A (R2A) agar can be used for this 

standard method. It has been recommended that the low-nutrient medium containing 

essential substances for recovering injured cells will increase bacterial counts as compared to 

the high-nutrient medium without any essential substances. This study was aimed to verify 

the culture medium by comparing the number of heterotrophic bacteria in water and ice grown 

on PCA and R2A agar. A total of 360 samples of water and ice received at Bureau of Quality 

and Safety of Food during 2012 - 2014 were divided into 4 types of waters including 60 samples 

of bottled drinking water, 60 samples of drinking water, 60 samples of potable water, 120 filtrated 

water samples and 60 samples of ice. All samples were tested by pour plate method using PCA 

and R2A agar. After incubation at 35°Celsius (°C) for 48 hours, growing colonies on culture 

plates were counted and categorized into 3 levels: 1-1,000 CFU/ml, 1,001-100,000 CFU/ml and 

more than 100,000 CFU/ml. The results showed that the mean values of bacterial counts of 

all types of water samples calculating from the R2A agar were significantly higher than those 

from the PCA agar (P<0.05) at all 3 levels. Comparing the distribution of test results from 

both media by coefficient of variation (CV), it was found that the R2A agar showed lower CV 

results than the PCA agar. For ice samples, the mean values and CV results of bacterial counts 

at the levels greater than 1,000 CFU/ml on the R2A agar were significantly higher and lower 

than those of the PCA agar (P<0.05), respectively. On the contrary, the mean value and CV 
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result of bacterial counts, at the level of 1 - 1,000 CFU/ml, obtained from the R2A agar were not 

significantly different from the PCA agar. Taken together, it can be concluded that, for higher 

productivity, the R2A agar could be used for determining heterotrophic bacteria in water and ice 

by pour plate technique at 35°C for 48 hours.

Keywords: Verification, PCA and R2A agar, heterotrophic plate count, water and ice


