
บ ท ท ี 3

วิธ ีดำเน ินการวิจ ัย

3.1 สถานที่ท่ีทำการศึกษา

ในการดำเนินการศึกษาวิจัยน้ีจะทำการเก็บตัวอย่างอากาศ ตัวอย่างละ 5 ลิตร โดยมีจุดเก็บตัว 
อย่าง คือ

3 . 1 . 1  จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย เป็นตัวแทน1ของพืนท่ีเปรียบเทียบ(ดังรูปท่ี 3 . 1  ) ซ่ึงเป็น
สถานศึกษาพ้ืนท่ีเปิดโล่ง มิได้ถูกปิดก้ันการระบายอากาศ บริเวณโดยรอบเป็นอาคารเรียน สำนักงาน 
ของมหาวิทยาลัย

รูปท่ี 3.1 บริเวณจุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย
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3.1.2 บริเวณใต้สถานีรถไฟฟ้า BTS สยามสแควร์ เป็นตัวแทนของพ้ืนท่ีศึกษาใต้สถานี 
รถไฟฟ้า BTS ท่ีถูกปิดก้ันการระบายอากาศด้วยสถานีรถไฟฟ้ามีการจราจรหนาแน่น ถูกขนาบด้วย 
อาคารพาณิชย์ มีผู้คนสัญจรไปมาหนาแน่น เน่ืองจากเป็นย่านการค้า มีห้างสรรพสินค้า โรงแรม และ 
อาคารสำนักงาน (ตังรูปท่ี 3.2)

รูปท่ี 3.2 บริเวณใต้สถานีรถไฟฟ้า BTS สยามสแควร์
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3.1.3 บริเวณจุดเปรียบเทียบปรับใต้ทางด่วนพระรามส่ี เป็นตัวแทนของพืนท่ีศึกษาใต้ทางด่วน 
ท่ีมีการจราจรหนาแน่น บริเวณโดยรอบมีบ้านพักอาศัยและอาคารพาณิชย์ ร้านค้า ใต้ทางด่วนเป็นท่ี 
ทำการของจุดเปรียบเทียบปรับใต้ทางด่วนพระรามส่ี งาน2 กองกำกับการ 1 กองบังคับการตำรวจจราจร 
ซ่ึงมีเจ้าหน้าท่ีตำรวจจราจรปฏิบัติงานภายใต้สังกัดงาน 2 กองกำกับการ 1 จำนวน 126 คน แต่โดยปกติ 
จะมีเจ้าหน้าท่ีประจำอยู่ท่ีจุดเปรียบเทียบปรับใต้ทางด่วนพระรามส่ี ประมาณ 20 คน (ตังรูปท่ี 3.3)
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รูปท่ี 3.4 แสดงท่ีตังของจุดเก็บตัวอย่างทัง 3 แห่ง
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3. 2 ระยะเวลาท ี่ฑ ํไการศ ึกษ า

ในการศึกษาครังนีได้ แบ่งการศึกษาเป็น 2 ฤดูกาล ได้แก่
1) ฤดูฝน เก็บตัวอย่างต้ังแต่เดือน สิงหาคม พ.ศ. 2544 ถึง ตุลาคม พ.ศ. 2544
2) ฤดูแล้ง เก็บตัวอย่างต้ังแต่เดือน พฤศจิกายน พ.ศ. 2544 ถึง มกราคม พ.ศ. 2545

3 . 3  ว ั ส ด ุ  อ ุ ป ก ร ณ ์ ท ี ่ ใ ช ้ ใ น ก า ร เ ก ็ บ ต ั ว อ ย ่ า ง

1) เครองเกบอากาศ ชนิด Personal Air Sampler ยีห้อ Gilian รุ่น Gilair 5
2) หลอดพลาสติกสำหรับเก็บตัวอย่าง
3) ลูกป็ด
4) กระติกนำแข็ง
5) นำแข็ง
6) สายยาง
7) ตะแกรง
8) แอลกอฮอล์70%
9) นากล่ัน

ชุดเก็บตัวอย่าง ประกอบด้วยเคร่ืองเก็บอากาศชนิด Personal Air Sampler เป็นเคร่ืองมือ 
สำหรับเก็บรวบรวมสารอนุภาคของแข็ง โดยใช้เทคนิค Liquid Impingement (Heidelberg et al.,1997, 
Dowd and Maier,2000) ต่อกับส่วนท่ีเก็บเช้ือจุลินทรีย์(Microbial Aerosal) ท่ีเป็นหลอดพลาสติกมีฝา 
ปิด 2 รู เพ่ือต่อสายยางสำหรับให้อากาศเข้าและต่อสายยางกับปิมเพ่ือดูดอากาศออก ตังรูปท่ีร.5

ห ล ั ก ก า ร ข อ ง ก า ร เ ก ็ บ ต ั ว อ ย ่ า ง  เก็บตัวอย่างอากาศท่ีระดับความสูง 1.5 เมตร อากาศจะไหลผ่าน 
เข้าเคร่ืองด้วยอัตราการไหล (Flow Rate) 0.5 ลิตร/นาที เป็นเวลา 10 นาที อากาศและฝนละอองจะไหล 
ลงไปในตัวกลางท่ีเป็นของเหลว (Phosphate Buffer) ซ่ึงเป็นตัวเก็บกักฝนละอองที่มีเชือจุลินทรีย์ หลัง 
จากน้ันอากาศจะไหลออกจากระบบ
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หลอดเก็บตัวอย่าง

ทางอากาศไหลเข้า

เคร่ืองเก็บอากาศ

รูปท่ี 3.5 แสดงชุดเก็บตัวอย่าง

3.4 ว ัส ด ุแล ะอ ุป ก รณ ์ท ี่ใช ใน ห ้อ งป ฏ ิบ ัต ิก าร

1) หม้อน่ึงฆ่าเช้ือด้วยไอน่ํา
2) หลอดทดลอง
3) ตู้เย็นเก็บอาหารเล้ียงเช้ือ และเช้ือ
4) ขวดรูปชมพู่
5) ตู้อบเพาะเช้ือ
6) จานเพาะเช้ือ
7) สำลี ผ้าก๊อซ พาราฟิล์ม
8) เคร่ืองเขย่าสาร
9) ตู้เข่ียเชือ
10) ห่วงถ่ายเช้ือ
11) ตะเกียงแอลกอฮอล์
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12) เคร่ืองช่ัง
13) ปีเปต
14) กระจกสไลด์
15) เตาไมโครเวฟ
16) กล้องจุลทรรศน์
17) ถุงพลาสติก
18) สายยาง
19) ถ้วยตวง
20) กระบอกตวง
21) บีกเกอร์

3.5 อ าห าร เล ี้ย ง เช ื้อ ท ี่ใช ้

1) Nutrient Agar
2) Blood Agar
3) Nutrient Broth

3.6 สารเคม ี

3.6.1 สารเคมีท่ีใช้ในการเก็บตัวอย่าง
1) แมกนเซียมซัลเฟตแฮปตะไฮเดรต(Magnesium Sulfate Heptahydrate)
2) โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต( Potassium Dihydrogen Phosphate)
3) ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟตไตรไฮเดรต (Di -  Potassium hydrogen 

Phosphate Trihydrate )
3.6.2 สารเคมีท่ีใช้ในการตรวจวิเคราะห์

1) สารละลายคริสตัลไวโอเลต (Crystal Violet Solution)
2) สารละลายแกรมไอโอดีน (Gram’s Iodine Solution)
3) สารละลายสีซาฟรานิน (Safranin O)
4) สารละลายแอลกอฮอล์(Alcohol 95%)
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3.7 ข ั้น ต อน การด ำเน ิน การ

3.7.1 การห าอ ัต ราก ารด ูด อาก าศ ใน ก าร เก ็บ ต ัวอ ย ่างท ี่เห ม าะส ม

ทำการศึกษาหาอัตราการไหล1ของอากาสท่ีเหมาะสมท่ีจะสามารถเก็บกักปริมาณ 
แบคทีเรียจากอากาศสูงท่ีสุด โดยเปรียบเทียบท่ีอัตราการไหลของอากาศ 0.1, 0.3, 0.5 ลิตรต่อนาที 
(รายละเอียดในภาคผนวก ข)

จากผลการศึกษาพบว่า ท่ีอัตราการไหลของอากาศ 0.5 ลิตรต่อนาที สามารถเก็บกัก 
แบคทีเรียลงสู่สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ได้หมด และสามารถนับจำนวนโคโลนีของแบคทีเรียได้มาก 
ท่ีสุด จึงใช้อัตราการไหลของอากาศ0.5ลิตร/นาที ในการเก็บตัวอย่างอากาศในการศึกษาคร้ังน้ี

3.7.2 การเก ็บ ต ัวอย ่าง

1) ใช้70%แอลกอฮอล์ทำความสะอาดฝาของหลอดเก็บตัวอย่าง แล้วจึงล้างด้วยนำ 
กล่ัน หลังจากน้ันเก็บไว้ในถุงพลาสติกผูกถุงให้แน่นจนกว่าจะนำไปใช้ท่ีจุดเก็บตัวอย่าง

2) ปรับแต่ง (Calibration) เคร่ืองเก็บอากาศก่อนเก็บตัวอย่างอากาศ ทุกคร้ังโดยปรับ 
ให้มีอัตราการไหล 0.5 ลิตรต่อนาที

3) นำหลอดเก็บตัวอย่างท่ีบรรจุสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 5 มิลลิลิตร ปิดฝาซ่ึงมี 
ช่องให้อากาศเข้าและออก ซ่ึงต่อกับสายยางไปยังปิมลูดอากาศท่ีได้ปรับอัตราการไหลไว้เรียบร้อยแล้ว

4) วางชุดเก็บตัวอย่างให้อยู่สูงจากพืนดินประมาณ 1.5 เมตร
5) ช่วงเวลาการเก็บตัวอย่าง จะเก็บในช่วงเวลา 16.00- 18.00 น.ด้วยอัตราการไหล

0.5 ลิตรต่อนาทีเป็นเวลา 10 นาที เม่ือเก็บตัวอย่างเสร็จ ปิดฝาหลอดเก็บตัวอย่าง
6) นำตัวอย่างท่ีเก็บได้แช่ในกระติกน้ีาแข็งก่อนท่ีจะนำกลับห้องทดลองเพ่ือทำการ

วิเคราะห์ต่อไป
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3.7.3 ก ารต รวจ ว ิเค ราะห ์ห าป ร ิม าณ แบ ค ท ีเร ีย ท ั้งห ม ด แล ะแบ ค ท ีเร ืย ท ี่ท ำให ้เก ิด โรค

1) นำสารละลายท่ีเก็บเชือไปเลียงเชือบนอาหารเลียงเชือ Nutrient Agar และ Blood
Agar

2) นำไปเพาะเชือไว้ท่ีลู้บ่มเชือท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง
3) ตรวจนับจำนวนโคโลนี โดยรายงานผลเป็นจำนวนโคโลนีต่อปริมาตรอากาศหน่ึง 

ลูกบาศกเมตร หรอ Colony Forming Unit / Cubicmeter (CFU/m'1) ดังสูตรคำนวณจำนวนโคโลนี
ปริมาตรอากาศท้ังหมด = 0.5 X  เวลาท่ีใช้ในการเก็บตัวอย่าง

จำนวนโคโลนีต่ออากาศ 1 ลบ.ม. = จำนวนโคโลนีท่ีนับในจานเล้ียงเช้ือ X  (250X1000)
ปริมาตรอากาศทังหมด

3.7.4 ก ารว ิเค ราะห ์ช น ิด ข อ งแบ ค ท ีเร ีย

1) สังเกตลักษณะโคโลนีท่ีเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือ โดยดูขนาด รูปร่าง การยกตัว ผิว 
ขอบ สี ความโปร่งใส เน้ือ กล่ิน และการสลายเม็ดเลือดแดง

2) ทำการย้อมสีแบบแกรม ( Gram Stain )
3) ดูด้วยกล้องจุลทรรศน์ โดยดูด้วยกำลังขยายต่ํา(10x) ก่อน และเปล่ียนเป็นกำลัง 

ขยายสูง(lOOx) ใช้ Oil Immersion สังเกตรูปร่าง ขนาด การเรียงตัว การติดสีแกรมของแบคทีเรีย และ 
ปฏิกิริยาการย่อยสลายเม็ดเลือดแดงบนอาหารเลียงเชือ Blood Agar บันทึกผล
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3.8 การวิเคราะห์ข ้อม ูลท างส ถ ิต ิ

นำข้อมูลปริมาณแบคทีเรียในตัวอย่างอากาศมาวิเคราะห์ทางสถิติ เพ่ือเปรียบเทียบความแตก
ต่างของค่าเฉล่ียปริมาณแบคทีเรียในตัวอย่างอากาศ ท่ีระดับความเช่ือม่ันร้อยละ 95 โดยทำการเปรียบ 
เทียบดังนี

1) เปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉล่ียปริมาณแบคทีเรียในตัวอย่างอากาศ ใน 
ฤดูฝนและฤดูแล้ง โดยใช้สถิติ t-test

2) เปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉล่ีย ปริมาณแบคทีเรียในตัวอย่างอากาศ จากพืน 
ท่ีจุดเก็บตัวอย่างทัง 3 จุด โดยใช้สถิติ ANOVA

ถ้ามีความแตกต่างกัน ทำการทดสอบต่อไปโดยทำการเปรียบเทียบค่าเฉล่ียระหว่าง
กลุ่ม โดยวิธี Least Significant Difference (LSD)
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