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ภาคผนวก ก 
 
1.  การจําแนกเชื้อ Staphylococcus aureus 36, 37 

 1.1  การยอมสีแกรมและสองดูกลองจุลทรรศน 
  1.1.1  นําสไลดมาเช็ดและลนไฟเพื่อขจัดคราบไขมัน แลวหยดน้ํากลั่น 1 หยด          

ลงบนสไลด 
  1.1.2  ทําการ smear เชื้อ โดยใช sterile needle แตะเชื้อมากระจายตัวในหยดน้ํา   

แลวเกลี่ยเปนแผนบาง ๆ ทิ้งไวใหแหงเอง (อยานําไปลนไฟ) 
1.1.3  ทําใหเชื้อติดแนนบนแผนสไลด (heat fix) โดยผานสไลดบริเวณที่ smear 
เชื้อไปมาบนเปลวไฟ 3-4 คร้ัง 
1.1.4  จุมสไลดลงในขวดสี crystal violet ทิ้งไว 10 วินาที  แลวจึงลางออกดวยน้ํา 
ประปาที่เปดใหไหลออน ๆ  
1.1.5  เทราดดวย Gram’s iodine แชทิ้งไว 10 วินาที แลวลางออกดวยน้ําประปา 
1.1.6  เอียงสไลดในอางน้ํา เทราดดวยน้ํายา decolorizer 4-5 หยด แลวลางออกดวย 
น้ําประปา 
1.1.7  จุมสไลดลงในขวดสี safranin ทิ้งไว 10 วินาที  แลวจึงลางออกดวย
น้ําประปา 
1.1.8  ซับดวยกระดาษกรองจนแหงสนิท  หรือวางเอียงบนกระดาษชําระจนแหง 
1.1.9  นําไปสองดวยกลองจุลทรรศน  สังเกตการติดสีและรูปรางของเชื้อแบคทีเรีย 
ผลบวก :   เชื้อแกรมบวก : ติดสีน้ําเงิน-มวงของ crystal violet รูปรางกลม เรียงตัว 
กันคลายพวงองุน 

 
 1.2  Coagulase test 
        เชื้อใน Genus Staphylococcus ที่พบบอยมี 2 species คือ S. aureus และ S. epidermidis   
ดังนั้นการวินิจฉัยเชื้อ 2 ชนิดนี้  อาศัยคุณสมบัติการสรางเอ็นไซม coagulase ของ S. aureus ในขณะ
ที่ S. epidermidis จะไมมีคุณสมบัติดังกลาว 
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วิธีทํา :  ใช sterile loop เขี่ยเชื้อจํานวน 2-3 โคโลนี  มากระจายในพลาสมา จํานวน  
0.5  ml ในหลอดทดลอง แลวนําไป incubate ที่ 35 °C สังเกตการณจับกันเปนกอนของ พลาสมา
ภายในเวลา 4-24 ช่ัวโมง 
  ผลบวก :  ถาเชื้อมีการสรางเอ็นไซม coagulase จะพบวาพลาสมาจับกันเปนกอน 

1.3 การใชน้ําตาลแมนนิทอล (Mannitol fermentation) 
จุดประสงคในการทดสอบ คือ ใชแยกระหวาง  S. aureus และ S. epidermidis โดย 

ที่ S. aureus จะสามารถใชน้ําตาล mannitol  ได 
 วิธีทํา :  ใช sterile needle แตะเชื้อมา streak บนสวน slant ของ mannitol agar 

slant จากนั้น stab ลงอาหารจนถึงกนหลอด  นําไป incubate ที่ 35 °C ขามคืน อานผลการสรางกรด 
ผลบวก :  ถาเชื้อใชน้ําตาลจะเกิดกรดซึ่งสามารถเปลี่ยนสีของ indicator phenol 

red 
จากสีสมเปนสีเหลืองทั้งหลอด 
 
 1.4  การใชน้ําตาลกลูโคส (Glucose fermentation) 
  วิธีทํา :  ใช sterile needle แตะเชื้อมา streak บนสวน slant ของ glucose agar slant 
จากนั้น stab ลงไปเกือบถึงกนหลอด  นําไป incubate ที่ 35 °C ขามคืน อานผลการสรางกรด 
  ผลบวก :  ถาเชื้อใชน้ําตาลจะเกิดกรดซึ่งสามารถเปลี่ยนสีของ indicator phenol 
red  
จากสีแดงเปนสีเหลือง  โดยเชื้อ S. aureus และ S. epidermidis สามารถใชน้ําตาลกลูโคสได 
 
 1.5  การสลายเม็ดเลือดแดงบน blood agar (hemolysis) 
  เชื้อแบคทีเรียแตละชนิดโดยเฉพาะ Gram-positive cocci จะใหโคโลนีและการ
สลายเม็ดเลือดแดง ( β,γ  hemolysis) บน blood agar plate ได 
  วิธีทํา : ใช sterile loop เขี่ยเชื้อมา streak บน blood agar plate เพื่อใหไดโคโลนี
เดี่ยว ๆ  incubate ที่ อุณหภูมิ 35 -37°C เปนเวลา 18-24 ช่ัวโมง  สังเกตลักษณะโคโลนี ที่ได และ
การสลายเม็ดเลือดแดง 
  ผลบวก :  เชื้อ S. aureus จะมีโคโลนีขนาดเล็ก นูน ขุน สีครีม  สามารถสลายเม็ด 

        เลือดแดง  โดยสังเกตเห็น clear zone รอบ ๆ โคโลนี ( β- hemolysis) 
2.  การจําแนกเชื้อ Propionibacterium acnes 36, 37 
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 2.1  การยอมสีแกรมและสองดูดวยกลองจุลทรรศน 
ทําการยอมสีแกรมและแปลผลเชนเดียวกันกับขอ 1.1 โดยเชื้อ P. acnes จะเปน  

        แบคทีเรียแกรมบวก รูปแทงส้ัน ๆ หัวทายขนาดไมเทากัน   มีการเรียงตัวคลาย
ตัวอักษรจีน 

 
 2.2  Catalase test  
  ใช sterile loop เขี่ยเชื้อโดยอยาใหมีสวนของเม็ดเลือดในเนื้ออาหารติดมา  แลว
ปายลงบนสไลด หยดไฮโดรเจนเปอรออกไซด 3 % บนเชื้อ  สังเกตการเกิดฟอง 
  ผลบวก : มีฟองอากาศเกิดขึ้น 
 
 2.3  Indole test 
  MIL media เปน semisolid media ใชในการทดสอบการสราง indole ของเชื้อ  
  วิธีทํา : ใช sterile needle เขีย่เชื้อมา stab ลงไปใน MIL media จนเกือบถึงกน 
หลอด นําไป incubate ที่ 35 °C สภาวะไรออกซิเจน  เปนเวลา 48 ช่ัวโมง  จากนั้นนํามาเตมิ 
Kovac’s reagent สังเกตลักษณะของอาหารเลี้ยงเชื้อและการเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้น 
  ผลบวก : เกิดวงแหวนสีแดง เมื่อหยด Kovac’s reagent 
 
 2.4  Nitrate reduction test 
  เปนวิธีการที่ใชตรวจความสามารถของเชื้อในการ reduce nitrate ไปเปน nitrite 
หรือfree nitrogen gas 
  วิธีทํา : ใช sterile needle เขี่ยเชื้อมา stab ลงไปใน MNP media จนเกือบถึงกน
หลอดนําไป incubate ที่ 35 °C สภาวะไรออกซิเจน  เปนเวลา 48 ช่ัวโมง  จากนัน้เติม nitrate A         
และ B reagent ที่นํามาผสมกันกอนในอัตราสวนเทา ๆ กัน ลงไปประมาณ 10 หยด  
  ผลบวก :  เกิดสีแดงเมื่อหยดสารละลายของ nitrate A และ B ภายใน 1-2 นาที 
(แสดงวา nitrate ถูก reduce ไปเปน nitrite )  กรณีไมเกิดสีแดงใหตรวจสอบยืนยนัผลโดยการเติม         
ผงสังกะสีประมาณ 20 มิลลิกรัม  ถายังไมเกิดสีแดงภายใน 5-10 นาที  แสดงวาเชื้อที่ทดสอบ ไม 
reduce nitrate ไปเปน nitrite แตถาอาหารเลี้ยงเชื้อยังคงใส  แสดงวาเชื้อ reduce nitrate ไปเปน free 
gas nitrogen แสดงวาใหผลบวก 
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ภาคผนวก ข 
  
 ตาราง ข.1   เกณฑการประเมินคะแนนอาการระคายเคืองในกระตาย 

อาการ คะแนน 
อาการแดงและการเกดิสะเกด็แผล 
      ไมแดง 
      แดงเล็กนอย (เกือบจะไมแดง) 
      แดงชัดเจน 
      แดงปานกลางถึงแดงมาก 
     แดงมากถึงเริ่มมีสะเก็ดแผล(มีการบาดเจ็บลึกลงไป) 

 
0 
1 
2 
3 
4 

อาการบวม 
      ไมบวม 
      บวมเล็กนอย  
      บวมเล็กนอย (ขอบเริ่มนนู) 
      บวมปานกลาง (ขอบนูนมากกวา 1 มิลลิเมตร) 
     บวมมาก (ขอบนูนมากกวา 1 มิลลิลิตร ขยายวงกวางกวาบริเวณที่สัมผัส
สาร) 

 
0 
1 
2 
3 
4 

หมายเหตุ   ในขณะที่ทําการทดลองมีการใหน้ําและอาหารตามปกติ 
 
ตาราง ข.2   การจัดประเภทของการกออาการระคายเคืองผิวหนัง 
คา Primary Dermal Irritation Index (PDII) ประเภทของการกอระคายเคอืง 

นอยกวาหรือเทากับ 1 
1.1-2.0 
2.1-3.0 

                                 3.1-4.0 

ไมระคายเคือง 
ระคายเคืองเลก็นอย 
ระคายเคืองปานกลาง 
ระคายเคืองรุนแรง 
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ตาราง ข.3   เกณฑการประเมนิคะแนนอาการระคายเคืองในอาสาสมัคร 
อาการ คะแนน 

ไมมีอาการ 
มีอาการเล็กนอย (แดงเล็นอยและ  หรือ ผิวบริเวณที่สัมผัสยาแหง) 
มีอาการปานกลาง (ผิวแดงหรือแหงชัดเจน และแผกระจายเกินบรเิวณสัมผัสยา) 
มีอาการรุนแรง (ผิวแดงแผบริเวณกวางรวมกับอาการบวมหรือมีสะเก็ดแผล) 

0 
1 
2 
3 

 
ตาราง ข.4   ชวงคะแนนและระดับความพงึพอใจของอาสาสมัครตอผลิตภัณฑรักษาสิวรูปแบบเจ
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 
 

การทดสอบหาเวลาในการฆาเชื้อ 
 

ตาราง ค.1    จํานวนเชื้อ S. aureus ATCC25923 ที่รอดชีวติหลังสัมผัสกระบือเจ็ดตวั ณ เวลาตาง 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 เวลาตาง 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 ตอยา 
 

  
 

Clindamycin     Ampicillin 
 
 

  
  

Tetracycline     Amoxycillin 
 
รูป ง  แสดง inhibition zone ในการทดสอบความไวของเชื้อ P. acnes ตอยาตาง ๆ  
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ภาคผนวก จ 
 

การทดสอบหาคา MICของเจลกระบือเจ็ดตัว โดยวิธี  Agar Dilution  
 

การทดสอบตอเชื้อ S. aureus 
 

   
 
 
 

การทดสอบตอเชื้อ P. acnes 
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เจลพื้น 
Dilution 1 
Ô·ÂÒ àªÕÂ§ ËÁèÔ·ÂÒ àªÕÂ§ Áè
เจลพื้น 
Dilution 2 ÇÇ
  y Chiang Mai Univ
t s  r e s e r

y Chiang Mai Univ
t s  r e s e r
เจลพื้น 
Dilution 3 
เจลพื้น 
Dilution 4 ããË
เติมสารสกัด 
Dilution 1 
เติมสารสกัด 
Dilution 2 Ô·Ô·
เติมสารสกัด 
Dilution 3 
เติมสารสกัด 
Dilution 4 ÅÑÂÅÑÂ
เติมสารสกัด 
Dilution 2 
เติมสารสกัด 
Dilution 1 
เจลพื้น 
Dilution 1 
เจลพื้น 
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 
ของผลติภณัฑรักษาสิวจากสารสกัดกระบือเจ็ดตัว 

 
ช่ืออาสาสมัคร……………………………นามสกุล………………………………….อาย…ุ……..
ป 
เพศ  ชาย  หญิง 
 
1. ทานสมัครใจเขารวมการทดสอบอาการระคายเคืองผิวหนังครั้งนี้หรือไม 

สมัครใจเขารวม    ไมสมัครใจเขารวม 
2. ขณะนี้คณุเปนโรคผิวหนงัหรือไม 
 เปน  โปรดระบุ…………………… ไมเปน 
3. คุณมีประวตัิแพสารที่ใชในชีวิตประจําวนั เชน ยา เครื่องสําอาง  สมุนไพร หรือสารเคมีตาง ๆ 
 มี  โปรดระบุ……………………… ไมมี 
4. คุณมีประวตัิเปนโรคเกี่ยวกับภูมิแพทางผิวหนังหรือไม 
 มี  โปรดระบุ………………………. ไมมี 
5. คุณเคยไดรับการทดสอบเกี่ยวกับอาการแพหรือระคายเคืองสารสัมผัสบนผิวหนังหรือไม 
 เคย     ไมเคย (ขามไปขอ 8) 
6. ระยะหางของการทดสอบเกี่ยวกับอาการแพหรือระคายเคืองครั้งที่ผานมากับครั้งนี ้
 นอยกวา 2 สัปดาห   มากกวา 2 สัปดาห 
7. ผลการทดสอบเกี่ยวกับการแพหรือระคายเคืองครั้งที่ผานมา 
 แพ  โปรดระบุ(อาการ)………………… ไมแพ 
8. ในครอบครัวของคุณมีประวัติเปนโรคภมูิแพทางผิวหนังหรือไม 
 มี     ไมมี 
9. กอนหนานี้ 1 สัปดาห คุณไดใชยาลดอาการแพหรืออาการอักเสบหรอืไม 
 ใช     ไมใช 
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แบบสอบถามความพึงพอใจของอาสาสมคัรตอผลิตภัณฑรักษาสิวจากสารสกัดกระบือเจ็ดตัว 
1.  ผูใหขอมูล 
 เพศ  ชาย  หญิง   อายุ…….ป 
2.  เจลกระบือเจ็ดตัวรูปแบบ I 

หัวขอประเมิน ดีมาก ดี พอใช ควรปรับปรุง 
สี     
กล่ิน     
ลักษณะของเนื้อเจล     
การซึมซาบสูผิว     
การกระจายตวัเมื่อทา     
ความพึงพอใจโดยรวม     
3.  เจลกระบือเจ็ดตัวรูปแบบ II 

หัวขอประเมิน ดีมาก ดี พอใช ควรปรับปรุง 
สี     
กล่ิน     
ลักษณะของเนื้อเจล     
การซึมซาบสูผิว     
การกระจายตวัเมื่อทา     
ความพึงพอใจโดยรวม     
4.  เจลกระบือเจ็ดตัวรูปแบบ III 

หัวขอประเมิน ดีมาก ดี พอใช ควรปรับปรุง 
สี     
กล่ิน     
ลักษณะของเนื้อเจล     
การซึมซาบสูผิว     
การกระจายตวัเมื่อทา     
ความพึงพอใจโดยรวม     
5.  จากตํารับท้ัง 3 รูปแบบ กรุณาจัดลําดับความชอบของทานตอผลิตภณัฑจากมากไปนอย 
 ลําดับที่ 1……………….ลําดับที่ 2 …………………..ลําดับที่ 3……………….. 
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รูป ฉ.1   กราฟแสดงคะแนนความพึงพอใจเฉลี่ยของอาสาสมัครตอผลิตภัณฑเจลรักษาสิวจากสาร
สกัดกระบือเจด็ตัว 
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