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การวินิจฉัยเชื้อแบคทีเรียท่ีทดสอบ 

1. การวินิจฉัยเชื้อ Propionibacterium acnes 
 1.1 การยอมสีแกรมและสองดูดวยกลองจุลทรรศน 
 วิธีทํา  : 1.1.1 นําสไลดมาเช็ดและลนไฟเพื่อขจัดคราบไขมัน แลวหยดน้ํากลั่น 1 หยดลง
บนสไลด 
  1.1.2 ทําการ smear เชื้อ โดยใช sterile needle แตะเชื้อมากระจายตัวในหยดน้ํา 
แลวเกลี่ยเปนแผนบางๆ ทิ้งไวใหแหงเอง  
  1.1.3 ทําใหเชื้อติดแนนบนแผนสไลด โดยผานสไลดบริเวณที่ smear เชื้อไปมาบน
เปลวไฟ 3-4 คร้ัง (heat fix) 
  1.1.4 จุมสไลดลงในขวดสีคริสตัลไวโอเลต ทิ้งไว 10 วินาที แลวจึงลางออกดวย
น้ําประปาที่เปดใหไหลออนๆ 
  1.1.5 เทราดดวยแกรมไอโอดีนแชทิ้งไว 10 วินาที แลวลางออกดวยน้ําประปา 
  1.1.6 เอียงสไลดในอางน้ํา เทราดดวยน้ํายา decolorizer 4-5 หยด แลวลางออกดวย
น้ําประปา 
  1.1.7 จุมสไลดลงในขวดสีซาฟานินทิ้งไว 10 วินาที แลวจึงลางออกดวยน้ําประปา 
  1.1.8 ซับดวยกระดาษกรองจนแหงสนิท หรือวางเอียงบนกระดาษชําระจนแหง 
  1.1.9 นําไปสองดูดวยกลองจุลทรรศน สังเกตการณติดสีและรูปรางของเชื้อ
แบคทีเรีย 
 ผลบวก :   เชื้อแกรมบวก  ติดสีน้ําเงิน-มวงของคริสตัลไวโอเลต รูปแทงสั้นๆ หัวทาย
ขนาดไมเทากัน มีการเรียงตัวคลายตัวอักษรจีน  
 
 1.2 Catalase test 
 วิธีทํา  :  ใช sterile loop เขี่ยเชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อ ปายลงบนสไลด  หยด 3%ไฮโดรเจน
เปอรออกไซด บนเชื้อ สังเกตการณเกิดฟอง 
 ผลบวก :   มีฟองอากาศเกิดขึ้น 
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 1.3 Indole test 
 MIL media เปน semisolid media ใชในการทดสอบการสราง indole ของเชื้อ 
 วิธีทํา  :  ใช sterile needle เขี่ยเชื้อมา stab ลงไปใน MIL media จนเกือบถึงกนหลอด นําไป

บมที่อุณหภูมิ 35°ซ สภาวะไรออกซิเจน เปนเวลา 48 ช่ัวโมง จากนั้นนํามาเติม Kovac’s reagent 
สังเกตลักษณะของอาหารเลี้ยงเชื้อและการเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้น 
 ผลบวก :   เกิดวงแหวนสีแดง เมื่อหยด Kovac’s reagent 
 
 1.4 Nitrate reduction test 
 เปนวิธีการที่ใชตรวจความสามารถของเชื้อในการ reduce nitrate ไปเปน nitrite หรือ free 
nitrogen gas  
 วิธีทํา  :  ใช sterile needle เขี่ยเชื้อมา stab ลงไปใน MNP media จนเกือบถึงกนหลอด 

นําไปบมที่อุณหภูมิ 35°ซ สภาวะไรออกซิเจน เปนเวลา 48 ช่ัวโมง จากนั้นนํามาเติม nitrate A และ 
B reagent ที่นํามาผสมกันกอนในอัตราสวนเทาๆ กัน ลงไปประมาณ 10 หยด สังเกตผล 
 ผลบวก :   เกิดสีแดงเมื่อหยดสารละลายของ nitrate A และ B reagent ภายใน 1-2 นาที 
(แสดงวา nitrate ถูก reduce ไปเปน nitrite) กรณีไมเกิดสีแดง ใหตรวจสอบยืนยันผลโดยการเติมผง
สังกะสี ประมาณ 20 มก. ถายังไมเกิดสีแดงภายใน 5-10 นาที แสดงวาเชื้อที่ทดสอบ ไม reduce 
nitrate ไปเปน nitrite แตถาอาหารเลี้ยงเช้ือยังคงใส แสดงวาเชื้อ reduce nitrate ไปเปน free nitrogen 
gas แสดงวาใหผลบวก 
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2. การวินิจฉัยเชื้อ Staphylococcus aureus 
 2.1 การยอมสีแกรมและสองดูดวยกลองจุลทรรศน 
 ทําการยอมสีแกรมและการแปลผลเชนเดียวกับขอ 1.1 โดยเชื้อ S. aureus จะใหผลดังนี้ 
 ผลบวก :   เชื้อแกรมบวก  ติดสีน้ําเงิน-มวงของคริสตัลไวโอเลต รูปรางกลม เรียงตัวเปน
กลุมคลายพวงองุน 
 
 2.2 Coagulase test 
 เชื้อใน Genus Staphylococcus ที่พบบอยมี 2 species คือ S. aureus และ S. epidermidis  
ดังนั้นการวินิจฉัยแยกเชื้อ 2 ชนิดนี้ จะอาศัยคุณสมบัติการสรางเอนไซม coagulase ของ S. aureus 
ในขณะที่ S. epidermidis จะไมมีคุณสมบัติดังกลาว 
 วิธีทํา  :  ใช sterile loop เขี่ยเชื้อจํานวน 2-3 โคโลนี มากระจายในพลาสมา จํานวน 0.5 มล. 

ในหลอดทดลอง จากนั้นนําไปบมที่อุณหภูมิ 35°ซ สังเกตการจับกันเปนกอนของพลาสมาทุกครึ่ง
ช่ัวโมง ภายในเวลา 4-24 ช่ัวโมง 
 ผลบวก :   เชื้อที่มีการสรางเอนไซม coagulase จะพบวาพลาสมาจับกันเปนกอน 
 
 2.3 การใชน้ําตาลแมนนิทอล (mannitol fermentation) 
 เชื้อ S. aureus จะสามารถใชน้ําตาลแมนนิทอล ซ่ึงตางจากเชื้อ S. epidermidis จะไมมี
คุณสมบัตินี้ 
 วิธีทํา  :  ใช sterile needle แตะเชื้อมา steak บนสวน slant ของ mannitol agar slant จากนั้น 

stab ลงอาหารจนถึงกนหลอด นําไปบมที่อุณหภูมิ 35°ซ ขามคืน อานผลการสรางกรด 
 ผลบวก :   ถาเชื้อใชน้ําตาลจะเกิดกรดซึ่งสามารถเปลี่ยนสีของ indicator phenol red จากสี
สมเปนสีเหลืองทั้งหลอด 
 
 2.4 การใชน้ําตาลกลูโคส (glucose fermentation) 
 เชื้อ S. aureus จะสามารถใชน้ําตาลกลูโคสได ซ่ึงตางจากเชื้อ S. epidermidis จะไมมี
คุณสมบัตินี้ 
 วิธีทํา  :  ใช sterile needle แตะเชื้อมา steak บนสวน slant ของ glucose agar slant จากนั้น 

stab ลงอาหารจนเกือบถึงกนหลอด บมที่อุณหภูมิ 35°ซ ขามคืน อานผลการสรางกรด 
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 ผลบวก :   ถาเชื้อใชน้ําตาลจะเกิดกรดซึ่งสามารถเปลี่ยนสีของ indicator phenol red จากสี
แดงเปนสีเหลือง 
 
 2.5 การสลายเม็ดเลือดแดงบน blood agar (hemolysis) 
 เชื้อแบคทีเรียแตละชนิดโดยเฉพาะ Gram-positive cocci จะใหโคโลนีและการสลายเม็ด
เลือดแดง (α, β หรือ γ -hemolysis) บน blood agar plate ได 
 วิธีทํา  :  ใช sterile loop เขี่ยเชื้อมา steak บน blood agar plate เพื่อใหไดโคโลนีเดี่ยวๆ บม

ที่อุณหภูมิ 35-37°ซ เปนเวลา 18-24 ช่ัวโมง สังเกตลักษณะโคโลนีที่ได และการสลายเม็ดเลือดแดง
 ผลบวก :   เชื้อ S. aureus จะมีโคโลนีขนาดเล็ก นูน ขุน สีครีม สามารถสลายเม็ดเลือดแดง 
โดยสังเกตเห็น clear zone รอบๆ โคโลนี (β-hemolysis) 
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ภาคผนวก ค 

 
ตัวอยางการคาํนวณหาสาร Mangostin (มิลลิกรัมเปอรเซ็นต) 
1. เตรียมกราฟมาตรฐาน ซ่ึงเปนกราฟแสดงความสัมพันธเชิงเสนระหวาง peak area กับคาความ
เขมขนของสารมาตรฐาน Mangostin 
ตารางที่ ค-1 แสดงคา Peak area (AUC) ตามความเขมขนของสารมาตรฐาน Mangostin (ppm) 

Peak area (AUC) ความเขมขนของสาร
มาตรฐาน Mangostin 

(ppm) ฉีดครั้งที่ 1 ฉีดครั้งที่ 2 ฉีดครั้งที่ 3 เฉลี่ย 

53.00 1321.1 1322.7 1327.8 1323.87 
26.50 681.9 685.2 684.5 683.87 
13.25 344.8 344.6 345.6 345.0 
6.625 172.1 172.8 173.7 172.87 
3.3125 87.6 88.2 88.2 88.0 
1.65625 42.4 42.8 42.9 42.7 

ไดกราฟมาตรฐานดังรูปที่ ค-1 สมการเสนตรง y = 24.962x+8.6186 

y = 24.962x + 8.6186

R2 = 0.9997
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รูปที่ ค-1 แสดงความสัมพันธระหวางความเขมขน (ppm) กับ AUC เฉลี่ย 
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แบบสอบถามอาสาสมัคร 
 

แบบสอบถามอาสาสมัครในการทดสอบการระคายเคืองของผลิตภัณฑจากสารสกัดมังคุด 
 
ช่ือ-สกุลอาสาสมัคร.................................................................................................อายุ..................ป 
เพศ           ชาย   หญิง 
 
1. ขณะนี้คณุเปนโรคผิวหนงัหรือไม 
  เปน  โปรดระบุ....................................................  ไมเปน 
2. คุณมีประวตัิแพสารที่ใชในชีวิตประจําวนั เชน ยา เครื่องสําอาง สมุนไพร หรือสารเคมีตางๆ  
  มี     โปรดระบุ....................................................  ไมมี 
3. คุณมีประวตัิเปนโรคเกี่ยวกับภูมแิพทางผิวหนังหรือไม 
  มี     โปรดระบุ....................................................  ไมมี 
4. คุณเคยไดรับการทดสอบเกี่ยวกับอาการแพหรือระคายเคืองสารสัมผัสบนผิวหนังหรือไม 
  เคย        ไมเคย (ขามไปขอ 7) 
5. ระยะหางของการทดสอบเกี่ยวกับอาการแพหรือระคายเคืองครั้งที่ผานมากับครั้งนี ้
  นอยกวา 2 สัปดาห      มากกวา 2 สัปดาห 
6. ผลการทดสอบเกี่ยวกับการแพหรือระคายเคืองครั้งที่ผานมา 
  แพ  โปรดระบุ(อาการ)..........................................  ไมแพ 
7. ในครอบครัวของคุณมีประวัติเปนโรคภมูิแพทางผิวหนังหรือไม 
  มี        ไมมี 
8. ในชวง 1 สัปดาห กอนหนานี้ คุณไดใชยาลดอาการแพหรืออาการอกัเสบหรือไม 
  ใช        ไมใช 
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แบบสอบถามความพึงพอใจตอผลิตภัณฑจากสารสกัดมังคุด 
 
1. ผูใหขอมูล 
  ชาย   หญิง  อายุ.......................ป 
 
2. เจลมังคุด 

หัวขอประเมนิ ดีมาก ดี พอใช ควรปรับปรุง 
สี     
กล่ิน     
ลักษณะของเนื้อเจล     
การซึมซาบสูผิว     
การกระจายตวัเมื่อทา     
ความพึงพอใจโดยรวม     
 
3. ยาน้ําใสมังคุด 

หัวขอประเมนิ ดีมาก ดี พอใช ควรปรับปรุง 
สี     
กล่ิน     
ลักษณะของเนื้อเจล     
การซึมซาบสูผิว     
การกระจายตวัเมื่อทา     
ความพึงพอใจโดยรวม     
 
4. กรุณาจดัลําดับความชอบของทานตอผลิตภัณฑ  ดังนี ้ 1 = ชอบมากกวา, 2 = ชอบนอยกวา  
 เจลมังคุด........................................... ยาน้ําใสมังคุด........................................ 
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ประวัติผูเขียน 

 
ช่ือ    นางสาวจินตนา  ลือสุวรรณกจิ 

 
 วัน เดือน ป เกดิ   27 พฤษภาคม 2518 
 
 ประวัติการศึกษา   สําเร็จการศึกษาระดับมัธยมศึกษาตอนปลาย 
     โรงเรียนปรินสรอยแยลส วทิยาลัย 
     สําเร็จการศึกษาระดับปริญญาเภสัชศาสตรบัณฑิต 
     มหาวิทยาลัยเชียงใหม ปการศึกษา 2540 
 
 ประวัติการทํางาน  รับราชการตําแหนงเภสัชกร 3  

โรงพยาบาลพนมไพร  จังหวัดรอยเอด็ ป 2541-42 
ชวยราชการตาํแหนงเภสัชกร 5  
โรงพยาบาลสวรรคโลก  จังหวัดสุโขทัย ป 2542-44 
รับราชการตําแหนงเภสัชกร 7  
โรงพยาบาลสารภี  จังหวัดเชยีงใหม ป 2544-ปจจุบัน 

 
 ผลงานทางวิชาการ  นําเสนอผลงานในรูปโปสเตอร นําเสนอผลงานโดย 

จินตนา  ลือสุวรรณกิจ,  ญานี  พงษไพบูลย,  
ประสิทธิ์  ธราวิจิตรกุล และกฤษณา  ภูตะคาม ดังนี้ 
* การทดสอบฤทธิ์ตานเชื้อแบคทีเรีย Propionibactetium  

                                                                acnes และ Staphylococcus aureus ที่กอใหเกิดสิวของ 
น้ํามันหอมระเหยและสารสกัดพืช ในการประชุม 
วิชาการวิทยาศาสตรเภสัชกรรม II เร่ือง การวิจัยและ 
พัฒนาผลิตภัณฑอาหารเสริมสุขภาพ จัดโดยคณะ 
เภสัชศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม ณ วันที่  
20-21 ธันวาคม 2547 
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* ฤทธิ์ตานเชื้อแบคทีเรีย Propionibacterium acnes และ  
Staphylococcus aureus  ของสารสกัดพืชและ 
น้ํามันหอมระเหยที่เติมและไมเติมสารลดแรงตึงผิว  
ในการประชุมวิถีวิจัย คร้ังที่ 1 ป 2548  
จัดโดยมหาวิทยาลัยเชียงใหม 
* การศึกษาฤทธิ์ตานเชื้อ  Propionibacterium acnes 
ของสารสกัดมังคุดและสารสกัดพืชที่มีน้ํามันหอมระเหย  
ในการประชุมวิถีวิจัย คร้ังที่ 2 ป 2549  
จัดโดยมหาวิทยาลัยเชียงใหม 

 
 
 
 
 
 
 
 


