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สถานที่ท ี่ฑ ํใการคึกษใ

ในการทคลองจะดั้งเครื่องมือเก็บตัวอย่าง Viable microbial particle sizing 
samplers ดั้ง 2 เครื่อง ไวห่างประมาณ 1 เมตร สถานีตรวจวัดคุณภาพอากาศของกองจัดการ 
คุณภาพอากาศและเสียง กรมควบคุมมลพิษ กระทรวงวิทยาศาสตร์ฯ โดยมีคุดติดดั้ง 2 แห่ง 
คือ

1. บริเวณทน้าตึก ภปร. โรงพยาบาลคุฬา เป็นตัวแทนย่านชุมชน ทึ่มการจราจรหนา 
แน่น 'ซึ่งมีดั้งอาคารสำนักงาน อาคารบ้านพักอาศัย ร้านค้า สถาบันการศึกษา ซึ่งอยู่ใกค้เคียง 
รัศมีของสถานีโดยรอบ และไม่มีอาคารสูงปีดดั้น

2. บริเวณวงเวียนโอเคียน เยาวราชเป็นตัวแทนย่านชุมชนทึ่มีลักษณะคล้ายคลึงกัน

เครื่องมือที่ใช้ในการทดสอง
1. Viable microbial particle sizing samplers (Andersen 2000 INC) เป็นเครืองมือ 

แบบ Andersen ท่ึม-จำนวน'ชัน (Stage) ของส่วนที่เก็บตัวอย่างและแต่ละชันจะมีรู (Onffice) 
เปีดหลายรูส่าหรับให้อากาศไหลผ่าน ดั้งแต่ขนาดใหญ่ไปหาเล็ก ซึ่งแยกขนาดของตัวอย่างที่ 
เกาะหรือตกตัวในแต่ละชั้น แตกต่างกันไปดั้งแต่ใหญ่ไปหาเล็ก ตังแสดงโครงสร้างภายนอก 
ในรูปที่ 3 และโครงสร้างภายในตังแสดงในรูปที่ 4 ส่วนที่ใช้เก็บเชือชุลึนทรีย์ (microbial 
aerosol) จะใช้อาหารเลียงเชือ (bacteriological agar) และมีอัตราการไหลของอากาศ 28.3 
ลึตร/ต่อนาที ซึ่งมีปีมดูดอากาศเพื่อดูดอากาศเช้าภายในเครื่องมือนี
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รูปท 3 โครง?โรางภายนอกของ Viable microbial particle sizing samplers
(Andersen Sampler 2000 INC)
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รูปท 4 โครงลโรางภาย!นของ Viable microbial particle sizing samplers
(Andersen Sampler 2000 INC)
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2. หลักการของเครื่องมือ (Andersen 200 INC)
อากาศจะไหลผ่านโครงสร้างภายนอก และผ่านเข้ารูเปิดด้วยอัตราการ 

ไหล (flow  rate) 28.3 ลิตรต่อนาที สู่นละอองที่ไหลเข้ามาสู่เครื่องมือนี้ เมื่อผ่านรูเปิดแต่ละ 
ชันแล้ว จะมีการตกกระทบกับตัวกลาง ซึ่งเป็นตัวเก็บฝ่นละอองที่มีเชื้อชุลินทรย์ โดยอาศัย 
ระบบการตกกระทบนี้นขนาดของสู่นละอองที'ดกกระทบและเกาะติดอยู่บนตัวกลาง ซ่ึงจะมี 
ขนาดแตกต่างกันจากใหญ ่ไปสู่ขนาดเล ็กจากชื้นบนลงมาสู่ช ื้นล ่าง (โดยมีขนาดของสู่น 
ละอองที'เก็บได้ในแต่ละชื้น ตังตารางที, 9

ตารางที' 9 ขนาดรูของลำดับชื้นกรองแต่ละชื้น และช่วงขนาดของอนุภาคที่จะพบในแต่
ละชื้น

(ลำตับ)
จำนวนชื้นกรอง (stage)

ขนาดรูของแด1ละชื้น (มิลลิเมตร) 
(orifice diameter)

ช่วงขนาดของอนุภาคสู่น 
ที'จะพบได้(ไมโครเมตร)

1 1.81 7 .0 และมากกว่า
2 0.91 4.7 -7 .0
3 0.71 3 .3-4 .7
4 0.53 2.1-3 .3
5 0.34 1.1-2.1
6 0.25 0.65-1.1

3. ส่วนประกอบของเครื่องมือ
ก. ส่วนเก็บตัวอย่าง (Sampler) ถูกออกแบบให้สามารถแยกส่วนกับส่วน 

โครงสร้างได้ ประกอบไปด้วยชื้น 6 ช้ืน (six stages) ซึ่งมีรูเปิด (Jet nozzles layer) ในแต่ละ 
ชื้นจะมีขนาดของรูเปิดจากใหญ่ลงมาหาเล็ก ซึ่งทำให้ความเร็วของอากาศที่ไหลผ่านแต่ละ 
ชื้นแตกต่างกัน จึงทำให้เลิคการดกกระทบ และกัดเสือกสู่นละอองจากขนาดตังแต่ ลุ[งกว่า 7 
ไมโครเมตร (50% cut point 10 ไมโครเมตร) แล้วเล็กลงเรื่อย ๆ จนถึงชื้นฤ[ดห้าย (back up
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layer) ซึ่งคัดเลือกฝ่นที่มีขนาดใหญ่กว่า 1.1 ไมโครเมตรในการทดลองครั้งนี้จะใช้อาหาร 
เลี้ยงเชื้อ (bacteriological agar) เป็นตัวเก็บ?}นละออง ซึ่งจะใส่อยู่ในแต่ละชื้น

ข. ส่วนโครงสร้าง (separating body) ดังแสดงไว้ในรูปโครงสร้างภายนอก
และภายใน

ค. ส่วนวัดอัตราการไหล (flowmeter) ซึ่งจะประกอบอยู่บนฐานเดียวคับส่วน 
เก็บตัวอย่าง (Sampler)

ง. ป ม ดูดอากาศ (pump) ซึ่งเป็นปมลมที่มีความสามารถทำให้เกิดอัตราการ 
ไหลของอากาศไดั 1 ถึง 60 ลิตรต่อนาที

4. วัธการ'ใช้เครื่อง
ก. นำจานเพาะเชื้อ (plate) ที่ใส่อาหารเลี้ยงเชื้อ (agar) ที่ผ่านการทำให้ 

ปราศจากเชื้อแลวใส่ในชื้นทั้ง 6 ช้ืน แห้วต่อกันในแนวตัง ยดดัวยที่รัดให้แน่น
ข. ตัดทั้งเครื่องเก็บตัวอย่าง เครื่องวัคอัตราการไหล และปมโดยต่อท่อ และ 

ช้อต่อต่าง ๆ ให้แน่น
ค. เตันเครื่องโดยปรับค่าความดันให้ pressure gage และ rotameter อ่านค่า 

ให้มีอัตราการไหลที่ 28.3 ลิตรต่อนาทีดามกราฟการปรับแต่งซึ่งทำไว้

5. กห้องชุลทัศน์ เพื่อใช้ตรวจวัเคราะ ห ้ฃ นาด รูปร่าง การเรียงตัว และการตัดสีของ 
แบคทีเรียที่ปรากฎ

วัสตุช ุปกรณ์
เครื่องชัง (electric balance)
ดูไมโครเวฟ
ดูอบเพาะเชื้อ (incubator)
หม้อน์งอัดไอ (autoclave)
ปิเปต, กระบอกตวง

ห่วงถ่ายเชื้อ (loop)
แผ่นสไลด์
จานเพาะเชื้อ
ดะเกยงบุนเส่น
ดู้เย ็นเก ็บอาหารเลี้ยงเชอ
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ชนิดอาหาร!อ ียง!ช ื๋อท ีใช ้(bacteriological agar) แอะการ!ตรียมอาหาร!อี๋ยงเชอ นิ 2 ชนิด
1. Total plate count agar

Bacto - tryptone 5.0 กรัม
Bacto yeast extract 2.5 กรัม
Bacto dextrose (Glucose) 1.0 กรัม
Bacto agar 15.0 กรัม

ช่ัง plate count agar 12.75 กรัม ละลายในนากลั่น 500 มิลลิลิตร ต้มจนเดือดนำไป 
ทำลายเชื้อโดยนึ่งในหม้อนึ่งสำหรับฆ่าเชื้อภายใต้ความคัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ
121๐°ช เป็นเวลา 15 นาที ตั้งทิ้งไว้จนอุณหภูมิ 50°ซ เทลงในจานเลี้ยงเชื้อจานละ 20-25 
มิลลิลิตร ปล่อยให้แข็งตัว ควํ่าจานลง นำไปเก็บในด์เย็น จนกว่าจะนำไปใช้

2. Blood agar
Proteose peptone 15.0 กรัม
Liver digest 2.5 กรัม
Yeast extract 5.0 กรัม
Sodium chloride 5.0 กรัม
Agar 12.0 กรัม

ช่ัง blood agar base 20 กรัม ละลายในนากลั่น 500 มิลลิลิตร ต้มให้เดือด และนำไป 
ทำลายเชื้อโดยนึ่งในหม้อนึ่ง สำหรับฆ่าเชื้อภายใต้ความคัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 
121°ซ เป็นเวลา 15 นาที ตั้งทิ้งไว้จนอุณหภูมิ 50*ซ เติมเสือคแกะ (sheep blood) 35 
มิลลิลิตร พสม'ให้เช้ากัน เทลงในจานเลี้ยงเชื้อจานละ 20-25 มิลลิลิตร ปล่อยให้แข็งคัว ควํ่า 
จานลง และนำไปเก็บในดู้เย็นจนกว่าจะนำไปใช้
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สารfflม ีท ี่ใช ้ในการตรวจวิเคราะห์
1. Gram's reagents (Hucher Modification) 

Crytal violet solution
Crystal violet 2.0 กรัม
Ethyl alcohol (95%) 20.0 มืลลัลิตร
Ammonium oxalate 0.8 กรัม
นากลั่นบf q ทธ 80.0 มืลลิลิตร

Solution
Iodine 1.0 กรัม
Potassium iodide 2.0 กรัม
นากลั่นบริลฺ(ทธ 100.0 มืลลิลิตร

เท 0
Safranin 0 0.25 กรัม
Ethye alcohol 10.00 มืลลิลิตร
นากลั่นบf q ทธ 100.00 มิลลิลิตร

4. Methye alcohol 90%

ชื้นตธนการดำ!นินทารทดฉธง
1. เตรียมเครื่องมือเก็บตัวอย่าง

ใช ้ 70% Isopropyl alcohol ใช้ทำความสะอาดเครื่องมือทุกส่วนก่อนทำการ 
เก ็บตัวอย่างและหลังจากใช้เครื่องไปแลว3-4 วันนำเครื่องมือไปทำให้ปราศจากเชื้อทุกครั้ง 
และผ่านอุลตราไวโอเลตทุกครั้งก่อนบรรชุจานอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อนำไปเก็บตัวอย่าง นำจาน 
อาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมบรรชุอาหารเลี้ยงเชื้อ Total plate count agar และ Blood agar เรียบ 
ร้อยแล้ววางบนชื้นแต่ละชื้นารั้ง 6 ชื้น โดยแยกอาหารเลี้ยงเชือชนิดละ 1 ชุด ต่อเครื่องมือ 1 
ชุด ซึ่งขณะที่ใส่จานเลี้ยงเชื้อในเครื่องมือ ต้องทำในห้องปราศจากเชื้อ และลนไฟฆ่าเชื้อทุก
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ครัง แล้วนำเครื่องมือแต่ละชุด'ทุมด้วยลุงพลาสติกสะอาดทุกครง จนกว่าจะนำไปติดตั้งเก็บ 
ตัวอย่าง

2. การติดตั้งเครื่องมือเก็บตัวอย่าง ในการทดลองจะติดตั้งเครื่องมือ 2 เครื่องที่บรรชุ 
อาหารเลี้ยงเชื้อแต่ละชนิดไวัที่ชุดเดียวกัน โดยมีระยะห่างกันประมาณ 0.5 เมดร และอยู่สูง 
จากพื้นดิน 15 เมดร ซึ่งติดตั้งที่สถานีตรวจวัดอากาศหน้าตึก ภปร. โรงพยาบาลชุฬาลงกรณ์ 
และที่วงเวิยนโอเคียน

3. ช ่วงเวลาการเก ็บต ัวอย ่าง ในการทคลองเก็บตัวอย่างโดยใช้ช ่วงเวลาการเก็บ 
ตัวอย่าง อย่างละ 7 นาท ต่ออาหารเลี้ยงเชื้อแต่ละชนิด ซึ่งเก็บในช่วงเวลา 9.00-12.00 น. ของ 
ทุกวันติดต่อกันเป็นเวลา 80 วัน (80 ตัวอย่าง) ของแต่ละบริเวณ

4. การประกอบและปรับแต่งเครืองมือ viable microbial particle sizing samplers นำ 
การต่อเชื่อมระหว่างส่วนต่าง ๆ ที่เชื่อมด้วยสายยางให้แน่น ระหว่างตัวเครื่องมือ และปีบดูด 
อากาศทุกครั้งที่เรื่มติดตั้งและหลังติดตั้งแล้ว ก่อนย้ายชุดติดตัง ตองนำการปรับเช็คเครื่องมือ 
แต่ละเครื่องทุกครั้ง แล้วจึงนำการเดินเครื่องจนครบ 7 นาที พรัอม ๆ กันตั้ง 2 เครื่อง ณ 
บริเวณเดียวกันต่อการนำการเก็บตัวอย่าง 1 ตัวอย่าง ซึ่งเครื่องหนึ่งจะเก็บตัวอย่างอากาศบน 
อาหารเลี้ยงเชื้อ plate count agar และอีกเครื่องหนึ่งสำหรับเก็บตัวอย่างอากาศบนอาหาร 
เลยงเช้อ blood agar

5. นำตัวอย่างที่เก็บได้จากอากาศในจานเพาะเชื้อตั้งหมดไปเพาะเชือไว่ทดู,บ่มเชือ ท่ี 
37°ซเป ็นเวลา24 ชั่วโมง

การตรวจวิเคราะห ์ปริมาถแเกะประเกฑเชึ๋ธแบคทีเร ีย
1. การตรวจนับเชื้อ หลังจากบ่มเพาะเชื้อตามเวลาที่กำหนดแล้ว นำจานอาหารเลยง 

เช ื้อต ั้ง 2 ชนิดมานำการตรวจนับจำนวนโคโลนีของเชื้อตั้งหมดที่เจริญในอาหารตังกล่าว 
โดยรายงานผลเป็นจำนวนโคโลนีต่อปริมาตรอากาศหนึ่งดูกบาศก์เมตรหรือ colony forming 
unit/m3 (ซีเอฟยูต่อม3) ดังสูตรคำนวณจำนวนโคโลนี ส่วนในจานอาหารเลี้ยงเชือที่เป็น 
blood agar นำไปวิเคราะห์แยกกลุ่มชนิดของเชือต่อไป
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สูตรการคำนวณหาจำนวนโคโลนีของเชื้อจุสีนทรีย์
ปริมาตรอากาศทังหมด = 28.23X  จำนวนเวลาทั้งหมดที่ใช้ในการเก็บตัวอย่าง 
จำนวนโคโลนีต่ออากาศ _  จำนวนโคโลนีที,นับในจานเลี้ยงเชื้อ X 1000 
1 ถูกบาศก์เมตร ปริมาตรอากาศทั้งหมด

2. การวิเคราะห์เชื้อแบคทีเรียทำได้โดย
2.1 สังเกตลักษณะโคโลนีที,เจริญบน blood agar โดยดูขนาด รูปร่าง ผิว ขอบ 

สี ความโปร่งใส เนื้อ กลิ่น และการสลายเม็ดเลือดแดง แล้วบันทึกผล
2.2 ทำการย้อม Gram stain โดยหยดนื้าเกลือ 1 หยดบนสไลด์ ใช้เข็มหรือ 

loop เขี่ยเชือจากโคโลนีที่ได้สังเกตลักษณะในช้อ 2.1 แล้วมา emulsify ในหยดนื้าเกลือจน 
เป็นเนื้อเดียวกัน ให์เขี่ยเชื้อจากโคโลนีเดียวเท่านื้น เมื่อ smear เรียบรอยแล้ว ให้ทั้งทั้งไวิไห์ 
แห้งเองที่อุณหฎมิห้อง แล้วจึงนำไปลนบนเปลวไฟโดยผ่านไปมา 3-4 ครั้ง โดยใช้มือจับ 
สไลด์ (fixing) และทั้วไวให้เย็นก่อน นำไปย้อมสีแกรม (Gram stain) โดยนำสไลด์ที่ป๋าย 
และตรึงไว้เรียบร้อยแล้วมาย้อมสีตามขั้นดอนต่อไปนื้

ก. หยด gentian violet นาน 1/2 - 1 นาที 
ข. ล้างด้วยนื้า
ค. หยด Gram iodine นาน 1 นาที เพื่อให้ส ี gentian violet ติดแน่นขึ้น 
ง. ล้างด้วยนื้า
จ. เอยงสไลด ์4 0 องศาค ่อยๆเทแอลกอฮอล ์นาน10วินาที หรือจนไม่มืสี 

หถูคออกมาอีก (decolorization)
ฉ. ล้างด้วยน่า
ช. Counterstain ด้วย saframn 0  นาน 1/2 นาที แล้วล้างด้วยนา 
'ช. ซับให้แห้งด้วยกระดาษทึชชุ และนำไปดูด้วยกล้องจุลทัศน์

3. การดูด้วยกล้องจุลทัศน์ (Microscopic examination) ดูด้วยเลนส์กำลังขยายดํ่า 
(10 X )  ก่อน และเปลิ่ยนเป็นกำลังขยายสูง (100 x) ซึ่งใช้ oil immersion จากนั้นบันทึกผล 
วาดภาพที่เห็นในกล้อง โดยสังเกตดู รูปร่าง ขนาด การเรียงตัว การติคสีแกรมของแบคทีเรีย 
ที่ปรากฎนื้น

T m  ร  °f
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การวิ(คราะห์ฃอยูอทางสถิติ
1. ใช ้สถ ิต ิเช ิงพรรณาเพ ื่อว ิเคราะห ์ล ักษณะการกระจายของปริมาณและชน ิดของ 

แบคทีเรีย โดยใช ้ร ้อยละ ค่าเฉลี่ย มัชณิมเรขาคณิต พิสัย นำเสนอในรูปตาราง และการ 
บรรยาย

2. ใช ้สถ ิต ิเช ิงว ิเคราะห ์ หาค่าความสัมพ ันธ์ของปริมาณและชนิดของแบคทีเร ีย กับ 
ปริมาณฝ่นละออง PM10 โดย'ใช้ T-test, F-test ทดสอบความสัมพันธ์น ัยสำคัญทางสถิต และ 
ใช ้ Regression analysis ร่วม
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