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ภาคผนวก ก 
 
1.  การจําแนกเชื้อ Staphylococcus aureus 36, 37 

 1.1  การยอมสีแกรมและสองดูกลองจุลทรรศน 
  1.1.1  นําสไลดมาเช็ดและลนไฟเพื่อขจัดคราบไขมัน แลวหยดน้ํากลั่น 1 หยด          

ลงบนสไลด 
  1.1.2  ทําการ smear เชื้อ โดยใช sterile needle แตะเชื้อมากระจายตัวในหยดน้ํา   

แลวเกลี่ยเปนแผนบาง ๆ ทิ้งไวใหแหงเอง (อยานําไปลนไฟ) 
1.1.3  ทําใหเชื้อติดแนนบนแผนสไลด (heat fix) โดยผานสไลดบริเวณที่ smear 
เชื้อไปมาบนเปลวไฟ 3-4 คร้ัง 
1.1.4  จุมสไลดลงในขวดสี crystal violet ทิ้งไว 10 วินาที  แลวจึงลางออกดวยน้ํา 
ประปาที่เปดใหไหลออน ๆ  
1.1.5  เทราดดวย Gram’s iodine แชทิ้งไว 10 วินาที แลวลางออกดวยน้ําประปา 
1.1.6  เอียงสไลดในอางน้ํา เทราดดวยน้ํายา decolorizer 4-5 หยด แลวลางออกดวย 
น้ําประปา 
1.1.7  จุมสไลดลงในขวดสี safranin ทิ้งไว 10 วินาที  แลวจึงลางออกดวย
น้ําประปา 
1.1.8  ซับดวยกระดาษกรองจนแหงสนิท  หรือวางเอียงบนกระดาษชําระจนแหง 
1.1.9  นําไปสองดวยกลองจุลทรรศน  สังเกตการติดสีและรูปรางของเชื้อแบคทีเรีย 
ผลบวก :   เชื้อแกรมบวก : ติดสีน้ําเงิน-มวงของ crystal violet รูปรางกลม เรียงตัว 
กันคลายพวงองุน 

 
 1.2  Coagulase test 
        เชื้อใน Genus Staphylococcus ที่พบบอยมี 2 species คือ S. aureus และ S. epidermidis   
ดังนั้นการวินิจฉัยเชื้อ 2 ชนิดนี้  อาศัยคุณสมบัติการสรางเอ็นไซม coagulase ของ S. aureus ในขณะ
ที่ S. epidermidis จะไมมีคุณสมบัติดังกลาว 
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วิธีทํา :  ใช sterile loop เขี่ยเชื้อจํานวน 2-3 โคโลนี  มากระจายในพลาสมา จํานวน  
0.5  ml ในหลอดทดลอง แลวนําไป incubate ที่ 35 °C สังเกตการณจับกันเปนกอนของ พลาสมา
ภายในเวลา 4-24 ช่ัวโมง 
  ผลบวก :  ถาเชื้อมีการสรางเอ็นไซม coagulase จะพบวาพลาสมาจับกันเปนกอน 

1.3 การใชน้ําตาลแมนนิทอล (Mannitol fermentation) 
จุดประสงคในการทดสอบ คือ ใชแยกระหวาง  S. aureus และ S. epidermidis โดย 

ที่ S. aureus จะสามารถใชน้ําตาล mannitol  ได 
 วิธีทํา :  ใช sterile needle แตะเชื้อมา streak บนสวน slant ของ mannitol agar 

slant จากนั้น stab ลงอาหารจนถึงกนหลอด  นําไป incubate ที่ 35 °C ขามคืน อานผลการสรางกรด 
ผลบวก :  ถาเชื้อใชน้ําตาลจะเกิดกรดซึ่งสามารถเปลี่ยนสีของ indicator phenol 

red 
จากสีสมเปนสีเหลืองทั้งหลอด 
 
 1.4  การใชน้ําตาลกลูโคส (Glucose fermentation) 
  วิธีทํา :  ใช sterile needle แตะเชื้อมา streak บนสวน slant ของ glucose agar slant 
จากนั้น stab ลงไปเกือบถึงกนหลอด  นําไป incubate ที่ 35 °C ขามคืน อานผลการสรางกรด 
  ผลบวก :  ถาเชื้อใชน้ําตาลจะเกิดกรดซึ่งสามารถเปลี่ยนสีของ indicator phenol 
red  
จากสีแดงเปนสีเหลือง  โดยเชื้อ S. aureus และ S. epidermidis สามารถใชน้ําตาลกลูโคสได 
 
 1.5  การสลายเม็ดเลือดแดงบน blood agar (hemolysis) 
  เชื้อแบคทีเรียแตละชนิดโดยเฉพาะ Gram-positive cocci จะใหโคโลนีและการ
สลายเม็ดเลือดแดง ( β,γ  hemolysis) บน blood agar plate ได 
  วิธีทํา : ใช sterile loop เขี่ยเชื้อมา streak บน blood agar plate เพื่อใหไดโคโลนี
เดี่ยว ๆ  incubate ที่ อุณหภูมิ 35 -37°C เปนเวลา 18-24 ช่ัวโมง  สังเกตลักษณะโคโลนี ที่ได และ
การสลายเม็ดเลือดแดง 
  ผลบวก :  เชื้อ S. aureus จะมีโคโลนีขนาดเล็ก นูน ขุน สีครีม  สามารถสลายเม็ด 

        เลือดแดง  โดยสังเกตเห็น clear zone รอบ ๆ โคโลนี ( β- hemolysis) 
2.  การจําแนกเชื้อ Propionibacterium acnes 36, 37 
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 2.1  การยอมสีแกรมและสองดูดวยกลองจุลทรรศน 
ทําการยอมสีแกรมและแปลผลเชนเดียวกันกับขอ 1.1 โดยเชื้อ P. acnes จะเปน  

        แบคทีเรียแกรมบวก รูปแทงส้ัน ๆ หัวทายขนาดไมเทากัน   มีการเรียงตัวคลาย
ตัวอักษรจีน 

 
 2.2  Catalase test  
  ใช sterile loop เขี่ยเชื้อโดยอยาใหมีสวนของเม็ดเลือดในเนื้ออาหารติดมา  แลว
ปายลงบนสไลด หยดไฮโดรเจนเปอรออกไซด 3 % บนเชื้อ  สังเกตการเกิดฟอง 
  ผลบวก : มีฟองอากาศเกิดขึ้น 
 
 2.3  Indole test 
  MIL media เปน semisolid media ใชในการทดสอบการสราง indole ของเชื้อ  
  วิธีทํา : ใช sterile needle เขีย่เชื้อมา stab ลงไปใน MIL media จนเกือบถึงกน 
หลอด นําไป incubate ที่ 35 °C สภาวะไรออกซิเจน  เปนเวลา 48 ช่ัวโมง  จากนั้นนํามาเตมิ 
Kovac’s reagent สังเกตลักษณะของอาหารเลี้ยงเชื้อและการเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้น 
  ผลบวก : เกิดวงแหวนสีแดง เมื่อหยด Kovac’s reagent 
 
 2.4  Nitrate reduction test 
  เปนวิธีการที่ใชตรวจความสามารถของเชื้อในการ reduce nitrate ไปเปน nitrite 
หรือfree nitrogen gas 
  วิธีทํา : ใช sterile needle เขี่ยเชื้อมา stab ลงไปใน MNP media จนเกือบถึงกน
หลอดนําไป incubate ที่ 35 °C สภาวะไรออกซิเจน  เปนเวลา 48 ช่ัวโมง  จากนัน้เติม nitrate A         
และ B reagent ที่นํามาผสมกันกอนในอัตราสวนเทา ๆ กัน ลงไปประมาณ 10 หยด  
  ผลบวก :  เกิดสีแดงเมื่อหยดสารละลายของ nitrate A และ B ภายใน 1-2 นาที 
(แสดงวา nitrate ถูก reduce ไปเปน nitrite )  กรณีไมเกิดสีแดงใหตรวจสอบยืนยนัผลโดยการเติม         
ผงสังกะสีประมาณ 20 มิลลิกรัม  ถายังไมเกิดสีแดงภายใน 5-10 นาที  แสดงวาเชื้อที่ทดสอบ ไม 
reduce nitrate ไปเปน nitrite แตถาอาหารเลี้ยงเชื้อยังคงใส  แสดงวาเชื้อ reduce nitrate ไปเปน free 
gas nitrogen แสดงวาใหผลบวก 
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ภาคผนวก ข 
  
 ตาราง ข.1   เกณฑการประเมินคะแนนอาการระคายเคืองในกระตาย 

อาการ คะแนน 
อาการแดงและการเกดิสะเกด็แผล 
      ไมแดง 
      แดงเล็กนอย (เกือบจะไมแดง) 
      แดงชัดเจน 
      แดงปานกลางถึงแดงมาก 
     แดงมากถึงเริ่มมีสะเก็ดแผล(มีการบาดเจ็บลึกลงไป) 

 
0 
1 
2 
3 
4 

อาการบวม 
      ไมบวม 
      บวมเล็กนอย  
      บวมเล็กนอย (ขอบเริ่มนนู) 
      บวมปานกลาง (ขอบนูนมากกวา 1 มิลลิเมตร) 
     บวมมาก (ขอบนูนมากกวา 1 มิลลิลิตร ขยายวงกวางกวาบริเวณที่สัมผัส
สาร) 

 
0 
1 
2 
3 
4 

หมายเหตุ   ในขณะที่ทําการทดลองมีการใหน้ําและอาหารตามปกติ 
 
ตาราง ข.2   การจัดประเภทของการกออาการระคายเคืองผิวหนัง 
คา Primary Dermal Irritation Index (PDII) ประเภทของการกอระคายเคอืง 

นอยกวาหรือเทากับ 1 
1.1-2.0 
2.1-3.0 

                                 3.1-4.0 

ไมระคายเคือง 
ระคายเคืองเลก็นอย 
ระคายเคืองปานกลาง 
ระคายเคืองรุนแรง 
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ตาราง ข.3   เกณฑการประเมนิคะแนนอาการระคายเคืองในอาสาสมัคร 
อาการ คะแนน 

ไมมีอาการ 
มีอาการเล็กนอย (แดงเล็นอยและ  หรือ ผิวบริเวณที่สัมผัสยาแหง) 
มีอาการปานกลาง (ผิวแดงหรือแหงชัดเจน และแผกระจายเกินบรเิวณสัมผัสยา) 
มีอาการรุนแรง (ผิวแดงแผบริเวณกวางรวมกับอาการบวมหรือมีสะเก็ดแผล) 

0 
1 
2 
3 

 
ตาราง ข.4   ชวงคะแนนและระดับความพงึพอใจของอาสาสมัครตอผลิตภัณฑรักษาสิวรูปแบบเจ
ลจาก 

      สารสกัดกระบือเจ็ดตวั 
คะแนน ระดับความพึงพอใจ 
0.0-0.99 
1.00-1.99 
2.00-2.99 
3.00-3.99 

ควรปรับปรุง 
พอใช 
ดี 

ดีมาก 
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ภาคผนวก ค 
 

การทดสอบหาเวลาในการฆาเชื้อ 
 

ตาราง ค.1    จํานวนเชื้อ S. aureus ATCC25923 ที่รอดชีวติหลังสัมผัสกระบือเจ็ดตวั ณ เวลาตาง ๆ  
จํานวนเชื้อรอดชีวิตเฉลี่ย (CFU/ml)  

คร้ังที่ 1 คร้ังที่ 2 เวลา 
(ชม.) 

ตัวควบคุม Log10  สารสกัด Log10  ตัวควบคุม Log10  สารสกัด Log10  
0 3.75 x 105 5.57 3.75 x 105 5.57 3.83 x 105 5.58 3.83 x 105 5.58 
2 6.90 x 105 5.84 7.65 x 104 4.88 7.14 x 105 5.85 8.72 x 104 4.94 
4 8.10 x 105 5.91 7.20 x 104 4.86 9.60 x 105 5.98 7.15 x 104 4.85 
6 2.25 x 106 6.35 6.85 x 104 4.84 1.80 x 106 6.26 6.20 x 104 4.79 
7 7.90 x 106 6.90 9.73 x 103 3.98 6.95 x 106 6.84 7.85 x 103 3.89 
8 8.35 x 107 7.92 3.54 x 103 3.55 6.10 x 107 7.79 1.00 x 102 2.00 
9 8.62 x 107 7.93 1.50 x 102 2.18 8.13 x 107 7.91 5.00 x 10 1.70 
10 9.70 x 107 7.99 0 0 1.25 x 108 8.10 0 0 
11 1.05 x 108 8.02 0 0 2.17 x 108 8.34 0 0 
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ตาราง ค.2    จํานวนเชื้อ P. acnes ที่รอดชีวติหลังสัมผัสสารสกัดกระบือเจ็ดตวั ณ เวลาตาง ๆ  
จํานวนเชื้อรอดชีวิตเฉลี่ย (CFU/ml)  

คร้ังที่ 1 คร้ังที่ 2 เวลา 
(ชม.) 

ตัวควบคุม Log10  สารสกัด Log10  ตัวควบคุม Log10  สารสกัด Log10  
0 7.40 x 105 5.87 7.40 x 105 5.87 6.85 x 105 5.84 6.85 x 105 5.84 
2 8.70 x 105 5.94 9.30 x 104 4.97 7.90 x 105 5.99 9.75x 104 4.99 
4 9.85 x 105 5.99 8.71 x 104 4.90 8.55 x 105 5.93 8.60 x 104 4.93 
6 2.16 x 106 6.33 7.30 x 104 4.86 9.25 x 105 5.97 7.55 x 104 4.88 
8 2.70 x 106 6.43 6.00 x 104 4.78 1.80 x 106 6.26 6.10 x 104 4.79 
9 3.41 x 106 6.53 4.90 x 104 4.69 3.55 x 106 6.55 5.95 x 104 4.77 
10 4.17 x 106 6.62 4.41 x 104 4.64 4.15 x 106 6.62 5.05 x 104 4.70 
11 6.30 x 106 6.80 3.25 x 104 4.51 6.40 x 106 6.81 4.90 x 104 4.69 
12 8.60 x 106 6.93 2.90 x 104 4.46 8.35 x 106 6.92 4.35x 104 4.64 
16 9.85 x 106 6.99 2.05 x 104 4.31 9.45 x 106 7.79 3.15 x 104 4.50 
24 9.80 x 107 7.99 6.35 x 103 3.80 9.2 x 107 7.96 5.65 x 103 3.75 
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ภาคผนวก ง 
 

การทดสอบความไวของเชื้อ P. acnes ตอยา 
 

  
 

Clindamycin     Ampicillin 
 
 

  
  

Tetracycline     Amoxycillin 
 
รูป ง  แสดง inhibition zone ในการทดสอบความไวของเชื้อ P. acnes ตอยาตาง ๆ  
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ภาคผนวก จ 
 

การทดสอบหาคา MICของเจลกระบือเจ็ดตัว โดยวิธี  Agar Dilution  
 

การทดสอบตอเชื้อ S. aureus 
 

   
 
 
 

การทดสอบตอเชื้อ P. acnes 
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Dilution 2 
เติมสารสกัด 
Dilution 3 
เติมสารสกัด 
Dilution 4 
เจลพื้น 
Dilution 4 
เจลพื้น 
Dilution 3 
 ersity
v e d
ersity
v e d



ภาคผนวก ฉ 
 

แบบสอบถามอาสาสมัครในการทดสอบอาการระคายเคือง 
ของผลติภณัฑรักษาสิวจากสารสกัดกระบือเจ็ดตัว 

 
ช่ืออาสาสมัคร……………………………นามสกุล………………………………….อาย…ุ……..
ป 
เพศ  ชาย  หญิง 
 
1. ทานสมัครใจเขารวมการทดสอบอาการระคายเคืองผิวหนังครั้งนี้หรือไม 

สมัครใจเขารวม    ไมสมัครใจเขารวม 
2. ขณะนี้คณุเปนโรคผิวหนงัหรือไม 
 เปน  โปรดระบุ…………………… ไมเปน 
3. คุณมีประวตัิแพสารที่ใชในชีวิตประจําวนั เชน ยา เครื่องสําอาง  สมุนไพร หรือสารเคมีตาง ๆ 
 มี  โปรดระบุ……………………… ไมมี 
4. คุณมีประวตัิเปนโรคเกี่ยวกับภูมิแพทางผิวหนังหรือไม 
 มี  โปรดระบุ………………………. ไมมี 
5. คุณเคยไดรับการทดสอบเกี่ยวกับอาการแพหรือระคายเคืองสารสัมผัสบนผิวหนังหรือไม 
 เคย     ไมเคย (ขามไปขอ 8) 
6. ระยะหางของการทดสอบเกี่ยวกับอาการแพหรือระคายเคืองครั้งที่ผานมากับครั้งนี ้
 นอยกวา 2 สัปดาห   มากกวา 2 สัปดาห 
7. ผลการทดสอบเกี่ยวกับการแพหรือระคายเคืองครั้งที่ผานมา 
 แพ  โปรดระบุ(อาการ)………………… ไมแพ 
8. ในครอบครัวของคุณมีประวัติเปนโรคภมูิแพทางผิวหนังหรือไม 
 มี     ไมมี 
9. กอนหนานี้ 1 สัปดาห คุณไดใชยาลดอาการแพหรืออาการอักเสบหรอืไม 
 ใช     ไมใช 
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แบบสอบถามความพึงพอใจของอาสาสมคัรตอผลิตภัณฑรักษาสิวจากสารสกัดกระบือเจ็ดตัว 
1.  ผูใหขอมูล 
 เพศ  ชาย  หญิง   อายุ…….ป 
2.  เจลกระบือเจ็ดตัวรูปแบบ I 

หัวขอประเมิน ดีมาก ดี พอใช ควรปรับปรุง 
สี     
กล่ิน     
ลักษณะของเนื้อเจล     
การซึมซาบสูผิว     
การกระจายตวัเมื่อทา     
ความพึงพอใจโดยรวม     
3.  เจลกระบือเจ็ดตัวรูปแบบ II 

หัวขอประเมิน ดีมาก ดี พอใช ควรปรับปรุง 
สี     
กล่ิน     
ลักษณะของเนื้อเจล     
การซึมซาบสูผิว     
การกระจายตวัเมื่อทา     
ความพึงพอใจโดยรวม     
4.  เจลกระบือเจ็ดตัวรูปแบบ III 

หัวขอประเมิน ดีมาก ดี พอใช ควรปรับปรุง 
สี     
กล่ิน     
ลักษณะของเนื้อเจล     
การซึมซาบสูผิว     
การกระจายตวัเมื่อทา     
ความพึงพอใจโดยรวม     
5.  จากตํารับท้ัง 3 รูปแบบ กรุณาจัดลําดับความชอบของทานตอผลิตภณัฑจากมากไปนอย 
 ลําดับที่ 1……………….ลําดับที่ 2 …………………..ลําดับที่ 3……………….. 
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รูป ฉ.1   กราฟแสดงคะแนนความพึงพอใจเฉลี่ยของอาสาสมัครตอผลิตภัณฑเจลรักษาสิวจากสาร
สกัดกระบือเจด็ตัว 
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     จังหวดัเพชรบูรณ ปการศึกษา 2535 
     สําเร็จการศึกษาปริญญาเภสัชศาสตรบัณฑิต  มหาวิทยาลัยนเรศวร   
     จังหวดัพิษณุโลก ปการศกึษา 2540 
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