
บทท่ี 3
วิธึดำเนินการวิจัย

เคร่ืองมอืทีI่*?ใ,นการ'ทดลอง

1. เครื่อง๓ บอากาศชนิด personal air sampler โดยใช้เทคนิค liquid
impinge เป็นเครื่องมือลำหรับเก็บรวบรวมสารอนุภาคของแข็ง ประกอบไปด้วยเครื่องปัมอากาศ 
ที่สามารถปรับอัตราการไหลได้ ดังแสดงในรูปที่2 ส่วนที่เก็บเชื้อจุสินทรื่ย์ (microbial aerosol) 
เป็นหลอดทดลองพลาลติค ที่ฝาปิดมืรู 2 รู เพื่อต่อลายยาง สำหรับไห้อากาศเช้า และต่อลายยาง 
ต่อกับปัมเพื่อดูดอากาศออก

1.1 หลักการรองเครื่องมือ

อากาศจะไหลผ่านเช้าเครื่องด้วยอัตราการไหล (Flow rate) 5 
สิตรต่อนาท เป็นเวลา 5 นาท ผ่านสายยางขนาด 1 เมตร เลันผ่าศูนย์กลาง 1 เซนตเมตร อากาศ 
และฝ่นละออกจะไหลผ่านตัวกลางที่เป็นของเหลว ( phosphate buffer) ซึ่งเป็นตัวกักเก็บฝ่น
ละอองที่มืเชื้อจุสินทรีย์ และอากาศจะไหลออกจากระบบเมื่อผ่านตัวกลางรองเหลว

1.2 . ส่วนประกอบรองเครื่องมือ

ก. เครื่องเก็บอากาศ เป็นปัมดูดอากาศที่มืรูเปิดไห้อากาศ
เช้า ทำให้เก็ดอัตราการไหลของอากาศได้

ข. ส่วนวัดอัตราการไหล (flowmeter) ซึ่งจะประกอบอยู่ไน
ส่วนของส่วนเก็บตัวอย่าง (sampler)

ค. ส่วนเก็บตัวอย่าง (sampler) เป็นหลอดเก็บอากาศ
(tube) เป็นหลอดพลาสติกที่ฝาปิดมืรู 2 รู เพื่อต่อสายยางให้อากาศเช้าและออก

ง. ลายยางขนาด 1 เมตร เลํนผ่าศูนย์กลาง 1 เซนติเมตร
เป็นทางเดินอากาศจากเคร่ืองดูดอากาศมาส่วนเก็บตัวอย่าง
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1.3 วิธการ เก็บตัวอย่าง

ก. นำหลอดเก็บตัวอย่าง (tube) ท่ีใส่ลารละลายตัวกลางสำหรับเก็บเช้ือ 

(phosphate buffer) ท่ีผ่านการทำให้ปราศจากเช้ือแล้ว ต่อกับลายยางให้อากาศเข้าและออก

ข. ตดต้ังเคร่ืองเก็บตัวอย่างท่ีได้ปรับอัตราการไหลและต้ังเวลาแล้ว

ต่อกับลายยาง และนำไปต่อกับหลอดเก็บตัวอย่าง

ศ. เดํนเคร่ือง เป็นเวลา 5 นาที เปล่ียนหลอดเก็บตัวอย่างทุกคร้ัง หลัง 

ครบเวลาเก็บตัวอย่าง เพ่ือเก็บตัวอย่างอ่ืนต่อไป

ง. กล้องจุลทรรศน์ เพ่ือใช้ตรวจวิเคราะห์จำนวน ขนาด รุปร่าง การติดสื 

ของเช้ือท่ีปรากฏ

2. แบบลอบถามความเจ็บปวย ในภาคผนวก

วัศดุอุปกรณ์

จานเพาะเล้ียงเช้ือ (petri dish) ตะเกียงแอลกอฮอล์

ปิเปต, ไมโครปีเปต, กระบอกดวง, บกเกอร์, ขวดรูปชมพู่, แท่งแก้วคน 

แผ่นสไลด์ ห่วงถ่ายเช้ือ (Loop)

หม้อน่ึงอัดไอ (autoclave) ดู้อบเพาะเช้ือ (incubator)

ตู้ไมโครเวฟ กระตํกใส่'นาแข็ง

ตู้เย็นเก็บอาหารเล้ียงเช้ือ 

อาหารทใช้เล้ียงเช้ือ (Bacteriological agar)

Total plate count agarosการเตรียมดูในภาคผนวก ก.
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สารเคมีท๋ึใชํใบการเก็บเช้ือและตรวจวิเคราะห์

1. สารเคมีท่ีใช้ในการเก็บเช้ือ 

- phosphate buffer

เ<2แก04 100 mM

kh2po4 30 mM

MgS04 0.4 mM

2. สารเคมีท่ีใช้ในการตรวจวิเคราะห์

Gram’s reagents(Hucher Modification) ในภาคผนวก ข.
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สถานท่ีทำการสิกษา

ในการวิจัยไส้ทำการเก็บตัวอย่างจุลินทรีย์และสำรวจแบบสอบถามประชาซนใน 

พ้ืนท่ีบรีเวณรอบๆ ดูนย์รวบรวมขยะหนองแขมในรัศมี 1 ก็โลเมตร โดยจัดต้ังเคร่ึองมีอเก็บอากาศ 

ชนิด personal air sampler โดยใช้เทศนิค liquid impinge 3 เครอง ไว้ห่างประมาณ 1 เมตร ใน 

สถานีเก็บอากาศท่ีกำหนดข้ึน โดยมีจุดติดต้ังเคร่ึองมีอและเก็บข้อมูลความเจ็บป่วยประชาชนไว้ 6 

แห่ง คอ

1. บรีเวณท่ีทำการเขตหนองแขม เป็นตัวแทนชุมชนท่ีอยู่ห่างจากสถานีกำจัดมูล 

ฝอยหนองแขมมากกว่า 1 ก็โลเมตร ห่างจากถนนเพชรเกษม เป็นระยะทาง 

20 เมตร

2. เขตโทรตัพท์นครหลวง3.1 อยู่ในชอยเพชรเกษม108 อยู่ทางทิศตะวันตกเฉยง 

ใต้ของสถานีสถานีรวบรวมขยะหนองแขม ซ่ึงห่างประมาณ 1 ก็โลเมตร

3. ซอยเพชรเกษม 106 ห่างจากถนนเพชรเกษม 50 เมตร อยู่ทางทิศตะวันตก 

เฉยงใต้ของสถานีกำจัดมูลฝอยหนองแขม ในระยะ 1 ก็โลเมตร

4. บรีเวณหน้าโรงผลตป๋ย อยู่ทางทิศตะวันตกเฉยงใต้ของสถานีรวบรวมขยะ 

หนองแขม 600 เมตร

5. คลองทวีวัฒนา อยู่ทางทิศตะวันออกเฉียงเหนีอของสถานีรวบรวมขยะหนอง 

แฃม 1 ก็โลเมตร

6. โรงเรียนอํสสํมช้ญ ธนบุรี อยู่ทางทิศตะวันออกเฉียงเหนีอ ซ่ึงมีระยะห่างจาก 

สถานีมากกว่า 1 ก็โลเมตร
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รูปที่ 3 สถานท่ีเก็บตัวอย่างอากาศ

1 = ท่ีทำการเซตหนองแขม

2 = เขต'โทรศัพท์'นครหลวง 3.า

3 = ซอยเพชรเกษม106

4 = โรงผลิตปุย

5 = คลองทวีวัฒนา

6 = ร.ร.อัลลัมชัญ ธนบุรี
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ข้ันตอบการดํ•นนบการทดลอง

1. เตรียมเคร่ึองมือเก็บตัวอย่าง

ใช้ 70% ethyl alcohol ทำความละอาดเคร่ืองมือทุกส่วนก่อนทำการเก็บ 

ตัวอย่าง โดยกำหนดให้อัตราไหล(flow rate) 5 ล๊ตรต่อนาทํ

2. การติดต้ังเคร่ืองมือเก็บตัวอย่าง

ในการทดลองจะติดต้ังเคร่ืองมือ 3 เคร่ืองท่ีต่อเช้าตับหลอดทดลองเก็บ 

อากาศท่ีบรรจุสารละลายตัวกลางลำหรบเก็บเช้ือ โดยได้ผ่านการน่ึงเพ่ือม่าเช้ือภายใต้ความตัน

15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว อุณหมื 121 เซลเช้ยส เป็นเวลา 20 นาที โดยระยะห่างชองเคร่ือง 1 

เมตร และสูงจากพ้ืนติน 1.5 เมตร

3. ช่วงเวลาการเก็บตัวอย่าง

ในการเก็บตัวอย่าง ใช้เวลาในการเก็บตัวอย่าง 5 นาที ต่อ 1 หลอด 

ทดลอง ซ่ึงจะเก็บในช่วงเวลา 10.00-15.00 น. รองทุกเดอน เดือนละ 1 คร้ัง เป็นเวลา 7 เดือน 

รวมต้ังหมด 126 ตัวอย่าง

4. การประกอบและปรํบแต่งเคร่ืองมือ

ทำการต่อเช่ือมเคร่ืองมือระหว่างส่วนต่างท่ีเช่ือมด้วยลายยางให้แน่นทุก 

คร้ัง แห้วจงเดนเคร่ืองเป็นเวลา 5 นาที พ!?'อมๆ ตันต้ัง 3 เคร่ือง

5. นำตัวอย่างอากาศท่ีเก็บได้เก็บในกระติกน้ําแข็ง ก่อนนำกลบ

ห้องทดลองเพ่ือทำการทดลองต่อไป

การตรวจวเคราะห์ปริมาณและประเภทเขั้อแบคทีเรีย

1. การตรวจนับเช้ือ โดยทำการย้อม gram strain เช้ือจากสารละลายท่ีเก็บเช้ือ 

โดยหยดลารละลาย0.01 มืลลลตร ชนาด 1 ตารางเซนติเมตรบนสไลด์ ต้ังท้ิงใช้ไห้แห้งท่ี

อุณหภูมืห้อง แห้วนำไปลนบนเปลวไฟโดยผ่านไปมา 3-4 คร้ัง และท้ิงให้เย็น จากน้ันนำไปย้อมล 

แกรม (gram stain) วธทำในภาคผนวก ก และนำไปดูด้วยกล้องจุลทรรศน์ (Microscopic
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examination) โดยใส่ตารางสำหรับนับจุลนทรีย์ลงบน eye piece โดยดูด้วยเลนส์กำลัง,ขยายต่ํา 

(1 Ox) ก่อน และเปล่ียนเป็นกำล้งฃยายสูง (100x) ซ่ึงใช้ Oilimmersion จากน้ันบันทึกผลท่ีนับได้

สูตรการคำนวนหาจำนวนของจุลินทรีย์

จำนวนเซลลัตออากาศ 1 ลูกบาศก์เมตร

=(จำนวนเช้ือเฉล่ียท่ีนับได้ต่อfieldlrôานวนfie^น1ดารางเชนตเมตร)(300)1000

ปริมาตรตัวอย่างอากาศ

2. การเพาะเล้ียงเช้ือเพ่ีอดูล'กษณะ'โค'โลนีและลักษณะเช้ือดังน้ี

ก. หยดเช้ือจากสารละลายท่ีเกํบเช้ือ 0.1 มลลีลีตร บน

อาหารเพาะเล้ียงท่ีเตรียมไว้ ทาให้ท่ัวบนผิวสารอาห่าร

ข. นำไปบ่มท่ีอุณหภูม 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชม.

ค. ตรวจนับเช้ือ หลังจากบ่มเช้ือตามเวลาท่ีกำหนดแล้ว

นำอาหารเล้ียงเช้ือมาทำการตรวจนับจำนวนโคโลนํของเช้ือท่ังหมดท่ีเจริญในอาหาร โดยรายงาน 

ผลเป็นโคโลนํต่อหน่ึงลูกบาศก์เมตร ตามเวลาท่ีกำหนดแล้วนำจานอาหารเล้ียงเช้ือ มาทำการตรวจ 

นับจำนวนโคโลนํของเช้ือท่ังหมดท่ีเจรีญในอาหาร โดยรายงานผลเป็นโคโลนํต่อบ่ริมาตรอากาศ

หน่ึงลูกบาศก์เมตร หรอ colony forming unit/m3 (ซีเอฟลูต่อลูกบาศก์เมตร) ดังสูตรคำนวณ 

จำนวนโคโลนํ

จำนวนโคโลนํต่ออากาศ 1 ลูกบาศก์เมตร

= (จำนวนโคโลนัท่ีนับในจานเล้ียงเช้ือ1(300)1000 

ปริมาตรตัวอย่างอากาศ

3. การวิเคราะห์เช้ือ ทำโดย

2.1 ลังเกตลักษณะโคโลนีท่ีเจริญบน nutrient agar โดยดูขนาด
เปร่าง ผิว ลี
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2.2 ทำการย้อม Gram stain โดยหยดน้ํากล่ันบนสไลด์ใช้เข็มหรือ 

Loop เข่ียเช้ือจากโคโลนํท่ีสังเกตได้ ในข้อ 2.1 แล้วมา emulsify ในหยดน้ัากล่ันจนเป็นเน้ือ 

เดยวกัน ให้เข่ียเช้ือจากโคโลนีเดียวเท่าน้ัน เม่ือ smear เรืยบร้อยแล้ว ให้ต้ังท้ิงไข้!ห้แห้งเองท่ี 

อุณหภูมิห้อง แล้วจึงนำไปลนบนเปลวไฟโดยผ่านไปผ่านมา 3-4 คร้ัง แล้วท้ิงให้เย็นก่อน นำไปย้อม 

สืแกรม (Gram stain) (ในภาคผนวก ก)

วิธีการส่ารวจแบบสอบถาม

แบบลอบถาม ซ่ึงได้สร้างช้ืนจากการคืกษาข้อมูล เอกลารต่างๆ  โดยได้ด์ดแปลง 

มาจากแบบลอบถามชอง National institute for occupation safty and health ชงเป็น 

แบบสอบถามเก่ียวกับความเจ็บป่วยทางเดินหายใจ ในภาคผนวก โดยแบ่งออกเป็นส่วนต่างๆ

เพ่ือใช้ในการแบ่งกลุ่มและคัดเลือกกลุ่มต้วออ่าง

ตอนท่ี 1 เป็นคำถามเก่ียวกับข้อมูลท่ัวไปชองประชาซน ได้แก่ อายุ เพศ 

อาช้พ ท่ีอยู่ สถานท่ีทำงาน ระยะเวลาท่ีอยู่ในพ้ืนท่ี เคยทำงานใกล้กองชยะ และเคยได้กลนจาก 

กองขยะ

ตอนท่ี 2 ความเจ็บป่วย โดยเป็นคำถามแบบปลายเปิดเก่ียวกับจำนวนการ 

ไอหรือมีเสมหะต่อวัน มีเกณฑ์ให้คะแนนคังน้ื

ตอนท่ี 3 ความเจ็บป่วยในอดีต

ตอนท่ี 4 ประวัติการลูบบุหร

ตอนท่ี 5 ประวิติความเจ็บป่วยในครอบคร้ว

การรวบรวมข้อมูล

การเก็บรวบรวมข้อมูลกระทำโดยผู้วิจัยได้เก็บรวบรวมข้อมูลจากประชาชนท่ี 
อยู่ในบรืเวณท่ีผู้วิจัยเก็บตัวออ่างอากาศ และเด้าหน้าท่ีท่ีทำงานในสถานท่ีราชการท่ีใช้เป็นสถาน 
เก็บอากาศ ท่ัง 2 ฤดู คือ เดีอนกันยายน 2542 และเดีอนกุมภาพันธ์2543 การเก็บข้อมูลได้ใช้วิธ 
แจกแบบสอบถามให้ทำ และสัมภาษณ์ หสัง'จากทำเสร็จ นำแบบลอบถามท่ีได้มาตรวจดูความ 
เรืยบร้อย เพ่ือให้ได ้คำตอบท่ีครบล้วนสมมูรณ์ โดยคัดเลือกกลุ่มเป้าหมายเฉพาะท่ีไม่มีปัจจัยอ่ืน 
ท่ีทำให้เกิดปัญหาสุขภาพ โดยแบ่งคนป่วยออกเป็น 4 กลุ่ม
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ไม่ไอเลย

ไอและมีเลมหะ 1-2 คร้ัง ต่อวัน 

ไอและม่เสมหะ 2-5 คร้ัง ต่อวัน 

ไอและมีเสมหะ 5-10คร้ัง ต่อวัน 

ไอนละมีเสมหะ มากกว่า 10 คร้ัง ต่อวัน 

การวัเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ

1 .ใช้สถิติเช๊งทรรณนา เพ่ือวํเคราะห์ลักษณะการกระจายของปริมาณและจำนวน 

ของเช้ือจุลนทริยโคยใช้ร้อยละ ค่าเฉล่ีย นำเสนอในรูปตาราง นละการบรรยาย

2.ใช้ลถิติวิเคราะห์ Linear regression ในการหาความลัมฟันธ์ปริมาณจุลนทรีย์ 

ในอากาศก้บปัญหาสุขภาท
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