
 
 
 
 

 
 

34 
 

บทที่ 3 
ระเบียบวิธีวจิัย  

1. การเก็บตวัอยาง  
        1.1 สถานที่และจํานวน  
                แมลงสาบที่ใชในการทดลองทั้งหมด 920 ตัว ระยะตวัเต็มวัย (อวัยวะครบสมบูรณและมีชีวิต)  
นํามาจากตลาด 18 แหง ของจังหวดัสมุทรปราการใน 5 อําเภอ และ 1 กิ่งอําเภอ แบงออกเปน 3 เขตไดแก  

1. เขตตะวนัออก (อําเภอบางบอ และ กิ่งอําเภอบางเสาธง)  
2. เขตกลาง (อําเภอเมือง และ อําเภอบางพลี) 
3. เขตตะวนัตก ( อําเภอพระประแดง และ อําเภอพระสมุทรเจดีย)     

 1.1.1 เขตตะวนัออก (อําเภอบางบอ และ ก่ิงอําเภอบางเสาธง)         
        อําเภอบางบอ ประกอบดวย 
        ตลาดสดเสริมสุข                     จํานวน    50   ตัว 
        ตลาดสดแสงเจริญ                              จํานวน    50   ตัว 
        ตลาดสดบางพลีนอย               จํานวน   50   ตัว 
        ก่ิงอําเภอบางเสาธง ประกอบดวย 
        ตลาดสดบางเสาธง                  จํานวน   50   ตัว 
        ตลาดสดศีรษะจระเขนอย        จํานวน   50   ตัว 
        ตลาดสดศีรษะจระเขใหญ       จํานวน   50   ตัว 
 1.1.2 เขตกลาง (อําเภอเมือง และ อําเภอบางพลี) 
        อําเภอเมอืง ประกอบดวย 
        ตลาดเทพประทาน                      จํานวน   54   ตัว 
        ตลาดสําโรง                             จํานวน   54   ตัว 
        ตลาดปากน้ํา                        จํานวน   60   ตัว 
        อําเภอบางพล ีประกอบดวย 
        ตลาดกิ่งแกว                             จํานวน   50   ตัว 
        ตลาดแกววรรณะ                  จํานวน   50   ตัว 
        ตลาดบางโฉลง                   จํานวน   50   ตัว 
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 1.1.3 เขตตะวนัตก ( อําเภอพระประแดง และ อําเภอพระสมุทรเจดีย)     
        อําเภอพระประแดง ประกอบดวย 
        ตลาดพระประแดง                  จํานวน   50   ตัว 
        ตลาดบางพึ่ง                  จํานวน   50   ตัว 
        ตลาดหนาวัดครุใน                   จํานวน   50   ตัว 
      อําเภอพระสมุทรเจดีย ประกอบดวย 
        ตลาดสามแยกเจดยี                  จํานวน   50   ตัว 
        ตลาดวัดใหญ                   จํานวน   50   ตัว 
        ตลาดทาเรือ                            จํานวน   50   ตัว 
 
        1.2วิธีการเก็บตัวอยางในเวลากลางคนื บริเวณตลาด 
                1.2.1 การใชกับดัก ชวงเวลาประมาณ 19.00 น. – 07.00 น. ของวันถัดไป 

- นําขวดพลาสติกมาเจาะรูขนาดเทาถวยเยลล่ีขนาดเล็ก 
- นําถวยเยลลี่มากรีดเปนชองเล็กๆนําไปใสในรูที่เจาะไว 
- ปดใหแนนสนทิโดยใชกาวไฟฟา 
- ใสอาหารลอแมลงสาบ เชน ขนมปง น้ําตาลทรายชนิดกอน 
- นําไปวางไวตามทอระบายน้าํ ถังขยะ ใตโตะ   

                1.2.2 การใชมือจับ ชวงเวลาประมาณ 20.00 – 24.00 น. 
- แตงกายใหมดิชิด 
- สวมถุงมือกอนเริ่มจับแมลงสาบ 

                    -  จับแมลงสาบบริเวณตลาดตามที่สกปรก เชน ทอระบายน้ํา ใกลกองขยะ ตลาดละ 50  ตัว โดย
ทําการเก็บตัวอยางแบบสุม (Random sample) ภายในบริเวณตลาด จับแมลงสาบกลุมตัวอยางบรรจุใน
ถุงพลาสติก  (โดยถุงพลาสติก 1 ถุง บรรจุแมลงสาบ 1 ตัว ทําการปดปากถุงใหเรียบรอยพรอมเจาะรูเพื่อให
แมลงสาบหายใจ)  บันทึกวัน เวลา และสถานที่ลงบนถุงพลาสติก  ในชวงเวลาจากนั้นเก็บแมลงสาบไว 1 คนื  
กอนนํามาหองปฏิบัติการ  เพื่อทําการจําแนกเพศ ชนิด ของแมลงสาบ และทําการตรวจหาเชื้อปรสิตจากผิว
ภายนอก (cuticle) ของมัน  
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1.3 อุปกรณในการเก็บตัวอยาง  
 1.3.1 อุปกรณในการเก็บตัวอยางดวยกับดัก 
                - ขวดพลาสติก  
                - ถวยเยลลี่ขนาดเลก็ 
                - มีดขนาดเล็ก 
                - กาวไฟฟา 
                - ขนมปง  
                - น้ําตาลทรายชนิดกอน 
                - ถุงมือ 
                -ไฟฉาย 
            1.3.2 อุปกรณในการเก็บตัวอยาง ดวยมือ 
        - ถุงมือ 
                -ไฟฉาย 
   - ถุงพลาสติก ขนาด 3x4 นิ้ว พรอมเจาะร ู   
   - ตะกรา 
 
1.4 น้ํายาและสารเคมี 
     1.4.1 10% Formal saline                          
                1.4.2 0.85% NaCl  
                1.4.3 Iodine solution 
                1.4.4 Kinyoun carbol fuchsin     
                1.4.5 Acid fast alcohol                                
                  1.4.6 Methylene blue             
 
2. วิธีการตรวจวิเคราะห 
2.1 การตรวจหาเชื้อปรสิตจาก (cuticle) ของแมลงสาบ 
                2.1.1 นําแมลงสาบกลุมตัวอยางที่เก็บไดจากบริเวณตลาด ทีม่ีอวัยวะครบสมบูรณและมชีีวิต มา
แยกเพศ และจาํแนกชนิดโดยอนุกรมวิธานแมลงสาบของ ดร.อภิวัฎ ธวชัสิน( 3 ) ดวยกลองจุลทรรศนชนิด 
Stereomicroscope 
                2.1.2 นําแมลงสาบกลุมตัวอยางที่ตองการตรวจสอบการเปนพาหะนําเชื้อปรสิตมาทําใหสลบโดย 
ใช ether( 19 ) (นําแมลงสาบใสในกระปองที่มีสําลีชุบ ether ประมาณ 5 นาที) 
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                2.1.3 ใช forceps คีบแมลงสาบบรรจุใน centrifuge tube ที่มี 10% formal saline solution  5 ml ลง
ใน centrifuge tube 
                2.1.4 ปด centrifuge tube ดวย paraffin แลวเขยาอยางแรงดวยเครื่อง vortex mixer นาน 2 นาที 
แลวแกะ paraffin ออกจาก centrifuge tube 
                2.1.5 ใช forceps คีบแมลงสาบออก  และนําน้ําลางผิวดานนอกของแมลงสาบไปปนดวยเครื่อง 
Centrifuge 2,000 rpm  5 นาที  
                2.1.6 เทน้ําสวนที่ใสทิ้ง(supernatant) แลวนําตะกอนที่ไดมาทําการตรวจหาเชื้อปรสิตดวยวิธี direct 
wet smear โดยใช  1% iodine solution หรือ normal saline solution อยางละ 2 cover slide และตรวจหาเชื้อ
ปรสิตดวยการยอมสี  modified acid fast stain  
                2.1.7 ทําการตรวจหาเชื้อปรสิต (Parasitic organisms) ดวยกลองจุลทรรศนชนิด Light microscope 
ที่ทําการ calibrate กลองดวย Ocular micrometer แลว 
                2.1.8 จดบันทึกผลและเก็บรวบรวมขอมูล 
หมายเหตุ 10% formal saline solution ใชชะลางปรสิตจาก ผิวภายนอก (cuticle) ของแมลงสาบแลวยังใช
รักษาสภาพระยะตางๆของปรสิตไดดีอีกดวย ยกเวนระยะโทรโฟซอยด 
        2.2 การยอมสี Modified acid fast stain                 
                2.2.1 การตรวจวิเคราะหโดยใชวิธีการยอม Modified acid fast stain 
                        1. นําตะกอนที่ไดจากการปนน้ําลางแมลงสาบมาเกลี่ยเปนแผนบางๆบน slide ตั้งทิ้งไว     
                           ใหแหง 
                        2. นําแผน slideไปลนผานไฟประมาณ 2-3 คร้ังเพื่อชวยใหแหงและตดิแผนslideดีขึน้ 
                        3. ยอมดวยสี Kinyoun carbol fuchsin นานประมาณ 5 นาที ลางน้ํา 
                        4. ลางสีสวนเกินออกดวย Acid fast alcohol จนแผนยอมมีสีติดนอยลง 
                        5. นําไปยอมทับตอดวยสี Methylene blue นาน 1 นาที ลางสีสวนเกินออกดวยน้ําประปา 
                        6. เช็ด Slide ใหสะอาด ผ่ึงลมใหแหง   นําไปสองดูดวยกลองจุลทรรศ 
                        7. นําไปตรวจหาดวยกลองจลุทรรศนโดยใช objective x 10 กอน แลวจงึใช objective  
x 40 แลวใช objective x 100 
หมายเหต ุSlide ที่ใชดูแลวนาํไปแชในน้ํายาฆาเชื้อคางคืนเพื่อปองกันการติดเชื้อ 
 
        2.3 การแปลผล 
                รายงานชนิดและระยะของปรสิตที่ตรวจพบจากกลองจุลทรรศน  
                2.3.1 ถาตรวจพบปรสิต รายงานผลเปนชนิดและระยะของปรสิตที่กอโรคในคน 
 และปรสิตที่ไมสามารถจําแนกสายพนัธได(Unidentifind egg/larva) 
                2.3.2 ถาตรวจไมพบปรสิต รายงานผล not found 
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สูตรท่ีใชในการคํานวณ 
1. คํานวณจํานวนแมลงสาบแตละ species โดยใชสูตรคํานวณดังนี ้
 
      % แมลงสาบแตละ species/เพศ = จํานวนแมลงสาบแตละ species/เพศ x 100 
                                                                จํานวนแมลงสาบทั้งหมด 
 
2. คํานวณจํานวนแมลงสาบที่พบเชื้อปรสิตบน Cuticle ตอจํานวนแมลงสาบทั้งหมด โดยใชสูตรคํานวนดังนี ้
       
% แมลงสาบที่พบเชื้อปรสิต   =     จํานวนแมลงสาบที่พบเชื้อปรสิตบน Cuticle  x 100 

                            จํานวนแมลงสาบทั้งหมด 
 

3.คํานวณชนิดของเชื้อปรสิตที่พบบน Cuticle ของแมลงสาบตอจํานวนแมลงสาบที่พบเชื้อปรสิตทั้งหมด 
โดยใชสูตรคํานวณดังนี ้
    
% ชนิดของเชือ้ปรสิตที่พบบนแมลงสาบ   =   จํานวนชนิดของเชื้อปรสิตบน Cuticle  x100 
                                                            จํานวนแมลงสาบที่พบเชื้อปรสิตทั้งหมด 
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ผังปฏิบัติงาน (Framework)  
 
 
 

 
 

  

เก็บตัวอยางแมลงสาบระยะตัวเต็มวัย (อวยัวะครบสมบูรณและมีชีวิต)
จากตลาดสด 18 แหง  ในชวงเวลา 19.00 – 22.00 น.  

พื้นที่ตะวันออก  กลาง  และ ตะวนัตก ของ เขตจังหวัดสมทุรปราการ 
 

 
แยกเพศและจาํแนกสายพันธุโดยอนุกรมวธิานแมลงสาบ 
ของ ดร.อภิวัฎ  ธวัชสิน(3)  ดวยกลองจุลทรรศน ชนิด Stereomicroscope 

 

 
 
 
 
 

นําแมลงสาบที่เก็บไดมาทําใหสลบดวย ether กอนบรรจใุน centrifuge 
tube (1 ตัว/1 tube)  เติม 10 % formal saline 5 ml(19)     

เขยาดวย vortex 2 นาที 

 
 
 
 
 

นําสารละลายไปปนที่ 3,000 rpm 5 นาท ี 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                  

 Modified Acid fast stain 2 slide  Direct wet smear จํานวน 2 
cover slide 

เทสวนใสทิ้งไป นําตะกอนทีไ่ดมาตรวจ
โดยวิธี 

ตรวจหา  parasitic organisms ดวย
กลองจุลทรรศน  

 
วิเคราะหขอมูล 
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                                                       รูปที่ 45.  ผังปฎิบัติงาน 

 

รูปที่ 46.  เขตจังหวดัสมุทรปราการ ประเทศไทย 

 
 
 

   
 

 

                                                                          
 


