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1. หลกัการและเหตุผล 
 

โรคที่เกดิจากจุลินทรยี์ในช่องปากและช่องปาก เช่น โรคฟันผุ ซึ่งในทางการแพทย์
เรยีกวา่ฟันผุเป็นรอยโรคที่เกดิจากจุลนิทรยี์ที่ท าให้ฟันได้รบัความเสยีหาย เมือ่เวลาผ่านไป
รอยโรคอาจเติบโตผ่านชัน้เคลือบฟันด้านนอกจนติดเชื้อที่ช ัน้เนื้อฟัน หรอืแม้กระทัง่โพรง
ประสาทฟันชัน้ในสุด หากไม่รกัษาโรคฟันผุการติดเชื้ออาจกลายเป็นฝีหนองที่ลามไปยัง
เนื้อเยื่อที่อยู่ลึกกว่าของฟันใกล้รากฟัน หรอืเขา้สู่กระแสเลือดแม้จะมนี ้ าลายและแรงทางกล
จากการเคีย้วและการกนิท าใหเ้กดิการตดิเชื้อซึ่งอาจแพร่กระจายไปนอกชอ่งปากและบางครัง้
อาจแพรก่ระจายไปทัว่รา่งกายท าใหเ้กดิอนัตรายถงึชวีติได ้  

 

2. เป้าหมายและวตัถปุระสงค์ 
คู่มอืประกอบการเรยีนการสอนรายวิชาชวีวทิยาช่องปากและวทิยาการโรคฟันผุ

จดัท าขึ้นพร้อมวดิิโอประกอบปฏิบัติการทดลองของนักศึกษาทนัตแพทยศาสตร์ เป็นวชิา
พื้นฐานทีส่ าคญัในการเรยีนรู้และศกึษาเพื่อใหเ้ขา้ใจถึงกลไกการเกดิโรค สาเหตุการเกดิโรค
ในชอ่งปาก การตรวจหาเชื้อก่อโรคได้อย่างถูกต้อง การป้องกนัการเกดิโรคฟันผุ และโรคใน
ช่องปาก เพื่อให้นักศกึษาทนัตแพทย์เรยีนรู้เป็นแนวทางในการศกึษาและเข้าใจในรายวชิา
มากยิง่ข ึน้ สามารถถ่ายทอดความรูแ้กบุ่คคลทัว่ไปได้ และสามารถน าความรูท้ ีไ่ด้ไปศกึษาต่อ
ในระดบัทีส่งูข ึน้ ผลติผลงานวจิยัใหม่ๆ  ต่อไปได้ 

 

3. กระบวนการและขัน้ตอน 
 รปูแบบปฏิบติัการ  

- ฝึกปฏบิตัิการ โดยท าการทดลองเป็นกลุ่ม  
- เรยีนรูจ้ากการสาธติวดิโิอประกอบการเรยีนการสอน 

 

 ตารางปฏิบติัการ 
 

ปฏิบติัการท่ี  เจ้าหน้าท่ีผู้รบัผิดชอบ 
1. การย้อมคราบจุลนิทรยี์บนผวิฟัน นักวทิยาศาสตรก์ารแพทย์ 
2. การวดัคณุสมบตัทิางกายภาพและทางเคมขีองน ้าลาย นักวทิยาศาสตรก์ารแพทย์ 
3. การแยกโปรตนีในน ้าลายด้วยวธิ ีSDS-PAGE  นักวทิยาศาสตรก์ารแพทย์ 
4.  การตรวจหาเชือ้แบคทเีรยีในช่องปากโดยการย้อมส ี 

แกรม gram-straining 
นักวทิยาศาสตรก์ารแพทย์ 

5. การวดัความเขม้ขน้ฟลูออไรด์ นักวทิยาศาสตรก์ารแพทย์ 
6.  การตรวจหาจ านวนและวดัความสามารถในการสรา้ง

กรดของเชื้อจุลนิทรยี์ก่อโรคฟันผุ 
นักวทิยาศาสตรก์ารแพทย์ 
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ปฏิบติัการท่ี 1 การย้อมคราบจุลินทรียบ์นผิวฟัน 
 

ส่ือการเรียนการสอน วดิโิอประกอบการเรยีนการสอนพรอ้มคูม่อืปฏบิตัิการทดลอง 
 

สถานท่ี หอ้งปฏบิตัิการคณะแพทยศาสตร ์ชัน้ 7 อาคารราชสดุา 
 
วตัถปุระสงค์ 

1. เพื่อใหน้ักศกึษามทีกัษะในการย้อมคราบจลุนิทรยี์บนผวิฟันด้วยสารละลายอริโิธรซนี และท า
การประเมนิสภาวะอนามยัช่องปากอย่างงา่ยได้ 

2. เพื่อใหน้ักศกึษาตระหนักถึงความส าคญัของคราบจลุนิทรยี์บนผวิฟัน  
 
เจ้าหน้าท่ีผู้คุมปฏิบติัการ 

นาง เพาพงา โกกลิกนิษฐ ต าแหน่ง นักวทิยาศาสตร์การแพทย์ ช านาญการ 
ค าช้ีแจง แบ่งนักศกึษาออกเป็นกลุ่มๆ ละ 10 คน นัง่ประจ าที่จดัไวใ้ห ้
 
การย้อมคราบจุลินทรียบ์นผิวฟัน 
 การตรวจหาคราบจลุินทรยี์บนผวิฟันเป็นหนึ่งในวธิกีารตรวจเพื่อประเมนิสภาวะอนามยัช่อง
ปากของผู้ป่วย โดยใชป้ระกอบการวางแผนการรกัษาทางทนัตกรรมและพจิารณาอปุกรณ์อนามัยช่อง
ปากที่เหมาะสมให้กับผู้ป่วยก่อนการรักษาใช้เป็นข้อมูลเปรียบเทียบกับข้อมูลเบื้องต้นเพื่ อดู
พฒันาการของการดูแลอนามยัชอ่งปากของผู้ป่วยในระหวา่งการรกัษา และใชเ้ป็นขอ้มลูเพื่อวเิคราะห์
พฤตกิรรมอนามยัช่องปากผู้ป่วย และใหค้ าแนะนาเพื่อใหผู้้ป่วยสามารถดูแลอนามยัช่องปากตนเอง
ได้ดตี่อไป  
 ในปฏบิตักิารนี้นักศกึษาจะได้ฝึกปฏบิตัยิ้อมคราบจุลนิทรยี์บนผวิฟันด้วยสารละลายอิรโิธรซนี 
(erythrosine solution) และท าการประเมนิสภาวะอนามยัช่องปากอย่างงา่ยใหก้บัสมาชกิในกลุ่ม 
 
วสัดุอุปกรณ์และสารเคมี 

1. สารละลายอริโิธรซนี (erythrosine solution) หรอืส ีGC Tri Plaque ID Gel ที่มสี่วนผสม
น ้าตาลซูโคสและสนี ้าเงนิกบัแดง ดงัรปูที ่1 
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รปูที ่1  GC Tri Plaque ID Gel 

 
 2. กา้นพลาสติกส าหรบัทาเจลทีฟั่น 
 3. ถาดพลาสตกิขนาดเลก็ส าหรบัใสส่เีจล 
 4. แปรงสฟัีน (นักศกึษาน ามาเอง) ใชท้ าความสะอาด 
วิธีการทดลอง 
 1. บบีสเีจลลงในถาดพลาสตกิเลก็น้อย 

2. ใชก้า้นพลาสติกจุม่สเีจล แล้วทาทัว่บรเิวณฟันซี่ที ่13-23 หลังจากนัน้ 2 นาท ีใหบ้้วนน ้า
ออกเบาๆ 
 3. ถ่ายภาพฟัน  
 4. รายงานผลการย้อมสทีีเ่กดิขึน้ 
 

 
รปูที ่2 ลักษณะสทีีย่้อมตดิฟัน 
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รปูที ่ 3   ลกัษณะฟันทีถู่กย้อมส ี
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แบบบนัทึกผลปฏิบติัการ  
เร่ือง การย้อมคราบจุลินทรียบ์นผิวฟัน 

 

 
ชือ่...................................................................เลขประจ าตวั................................เลขที.่... .... 
 
1. จงอธบิายหลกัการครา่วๆ ของการย้อมคราบจลุนิทรยี์บนผวิฟันด้วยสารละลายอริโิธรซนี 
 
.......................................................................................................................................................

.......................................................................................................................................................

.......................................................................................................................................................

.......................................................................................................................................................

.......................................................................................................................................................

.......................................................................................................................................................

....................................................................................................................................................... 

2. จงระบุสดัสว่นจ านวนซี่ฟันทีต่รวจพบคราบจุลนิทรยี์ต่อจ านวนซี่ฟันทัง้หมดในชอ่งบาก 
 
กอ่นแปรงฟัน............................................................................................................................. 

หลงัแปรงฟัน............................................................................................................................  

 

 

สรุปและวิจารณ์ผลการทดลอง 

.......................................................................................................................................................

.......................................................................................................................................................

.......................................................................................................................................................

....................................................................................................................................................... 
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ปฏิบติัการท่ี 2 เร่ือง การวดัคุณสมบติัทางกายภาพและชีวเคมีของน ้าลาย 
 
ส่ือการเรียนการสอน วดิโิอประกอบการเรยีนการสอนพรอ้มคูม่อืปฏบิตัิการทดลอง 
 

สถานท่ี หอ้งปฏบิตัิการคณะแพทยศาสตร ์ชัน้ 7 อาคารราชสดุา 
 
วตัถปุระสงค์  

1. เพื่อใหน้ักศกึษาเขา้ใจวธิวีดัคณุสมบตัิทางกายภาพและชวีเคมขีองน ้าลาย  
2. สามารถปฏบิตัิการและรายงานผลการวดัอตัราการไหลของน ้าลาย วดัคา่ pH และ buffering  

capacity ได้  
 
การเตรียมตวัก่อนปฏิบติัการ 

• แปรงฟันและบ้วนปากด้วยน ้าสะอาด 3 - 4 ครัง้  
• ไมค่วรดื่มกาแฟหรอืน ้าอดัลมก่อนปฏบิตัิการนี้  
• เตรยีมนาฬกิาส าหรบัจบัเวลามาด้วย 

 
เจ้าหน้าท่ีผู้คุมปฏิบติัการ 

•  นาง เพาพงา โกกลิกนิษฐ ต าแหน่ง นักวทิยาศาสตร์การแพทย์ ช านาญการ 
 
ค าช้ีแจง แบ่งนักศกึษาออกเป็น 10 กลุ่มๆ ละ 10-11 คน โดยใหแ้ต่ละกลุ่มประจ าโต๊ะปฏบิตักิารที่
เจา้หน้าทีจ่ดัไวใ้ห ้ 
 
คุณสมบติัทางกายภาพและชีวเคมีของน ้าลาย 
 น ้าลายเป็นของเหลวในชอ่งปากทีม่บีทบาทส าคญั ทัง้ต่อเนื้อเยื่อออ่นและเนื้อเยื่อแขง็ในปาก 
โดยอนัตรกริยิาระหวา่งน ้าลายกบัเยื่อเมอืกช่องปาก (Oral mucosa) จะชว่ยใหค้วามชุม่ชืน้ รกัษา
สมดุลการสรา้งและหลุดลอกของเยื่อบุในชอ่งปาก รวมทัง้ปกป้องเยื่อบุดงักล่าวจากสิง่แปลกปลอม
ภายนอก นอกจากนัน้น ้าลายมอีงคป์ระกอบทางเคมทีีม่คีณุสมบตัเิป็น สารชว่ยปรบัสมดุลกรด-เบส 
(Buffer capacity) สารต้านจลุชพี (Anti-microbial activity) ตลอดจนมแีร่ธาตุต่างๆ ซึ่งท าหน้าที่สะเทนิ
ความเป็นกรด และสง่เสรมิกระบวนการคนืกลบัแรธ่าตุ (Remineralization) โดยในสภาวะปกต ิ การ
ละลายของแรธ่าตุและการคนืกลับแร่ธาตุจะเกดิขึน้อย่างสมดุล ท าใหเ้คลอืบฟันมคีวามคงตวั  
 ในผู้ป่วยทีม่คีวามผดิปกตขิองต่อมน ้าลายหรอืกระบวนการหลัง่น ้าลาย เชน่ ได้รบัรงัสรีกัษาซึ่ง
ท าใหเ้กดิผลขา้งเคยีงท าลายต่อมน ้าลายเกดิภาวะปากแห้งน ้าลายน้อย จะมคีณุสมบตัทิางกายภาพ
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และเคมขีองน ้าลายทีเ่ปลี่ยนแปลงไป ซึ่งอาจเพิม่ความเสีย่งต่อโรคในชอ่งปาก เชน่ โรคฟันผุ โรคปริ
ทนัต์ การตดิเชื้อรา และเยื่อบุช่องปากอกัเสบ เป็นต้น 
 น ้าลายแบ่งเป็น น ้าลายในภาวะพกั (Unstimulated saliva) และน ้าลายในภาวะกระตุ้น 
(Stimulated saliva) ซึ่งน ้าลายในระยะกระตุ้นสว่นใหญ่จะหลัง่จากต่อมน ้าลายพาโรตดิ (Parotid 
gland) ซึ่งมลีักษณะใส (Serous) และมสีารบฟัเฟอรพ์วกคารบ์อเนตเป็นองคป์ระกอบ จงึสง่ผลต่อ
คณุสมบตัขิองน ้าลาย 
  
การวดัคุณสมบติัทางกายภาพและทางเคมีของน ้าลาย 
   
การทดสอบท่ี 1: น ้าลายในภาวะพกั (Unstimulated saliva) 
1.1 วดัอตัราการไหลของน ้าลาย  

 
วสัดุและอุปกรณ์ 

1. Measuring Cylinder ขนาด 10 มล. 

2. Steriled beaker ขนาด 50 มล. 

3. นาฬกิาจบัเวลา 
 

 

วิธีการทดสอบ 

 1. ใหน้ักศกึษานัง่ตวัตรง แล้วบ้วนน ้าลายลงใน beaker เป็นเวลาตดิต่อกนั 5 นาท  ี

 2. ท าการวดัปรมิาณน ้าลายทีไ่ด้จากการเคีย้ว โดยใช ้ Measuring cylinder และค านวณอตัรา

การไหลของน ้าลายเป็น มล./นาท ีลงในใบบนัทกึผลทีจ่ดัให ้                                                                

การแปลผล 

 

          อตัราการหลัง่น ้าลายปกตใินผู้ใหญ่ 0.3-0.4 มล./นาท ี

         อตัราการหลัง่น ้าลายน้อยผดิปกต ิ <0.1 มล./นาท ี

 

* ภาวะปากแหง้น ้าลายน้อย (Xerostomia) จะม ีอตัราการหลัง่น ้าลายน้อยกวา่ปกต ิ(Hyposalivation) 

มอีาการรู้สกึปากแหง้ ต้องจบิน ้าบ่อย และมอีาการแสดงในช่องปาก เชน่รมิฝีปากแห้ง ลิ้นแตก และ

ไมม่นี ้าลาย เป็นต้น 

 

  Measuring cylinder และ beaker 
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1.2 วดั Resting pH (ความเป็นกรด – เบสของน ้าลายในภาวะพกั)   
 Buffer capacity ของน ้าลาย คอืความสามารถของน ้าลายในการปรบัสภาพทีเ่ป็นกรดในชอ่ง
ปากใหค้นืสูภ่าวะปกตื 
 
วสัดุและอุปกรณ์ 

1. น ้าลายจากการข้อ 1.1  
2. forceps 
3. pH indicator paper 
 

 
วิธีการทดสอบ 

การวดัค่า pH 
1. ใช ้forceps จบั pH indicator paper จุม่ลงในน ้าลายในบกี

เกอรท์ีไ่ด้จากการทดลองแรก 
2. อา่นคา่ pH จากการเปลี่ยนสขีองกระดาษลติมสั และ

บนัทกึผล 
ตารางการแปลผล  
 

 Resting pH 
Acidic < 6 
Normal 6.0 – 7.0 
Basic > 7 

 

คา่ความเป็นกรด - เบสของน ้าลายจะสมัพนัธ์กบัสมดุลแรธ่าตุบนผวิเคลือบฟัน โดยในภาวะที ่pH ต ่า 

กวา่ 5.5 จะเกดิการละลายแร่ธาตุออกจากผิวเคลือบฟัน (Demineralization) มากกวา่การคนืกลบั 

(Demineralization) ซึ่งจะเพิม่ความเสีย่งต่อการเกดิโรคฟันผุ ในภาวะที ่pH เป็นเบส จะมโีอกาสเกดิ

ตะกอนของแคลเซยีมคารบ์อเนตเกาะทีผ่ิวฟันหรอืทีเ่รยีกวา่ หนิน ้าลาย หรอื หนิปูน (Calculus) มาก

ขึน้   
 

การทดสอบท่ี 2: น ้าลายในภาวะกระตุ้น (Stimulated saliva)   
2.1 วดัอตัราการไหลของน ้าลาย  
 ในการทดลองนี้เป็นการวดัอตัราการไหลของน ้าลายทีถู่กกระตุ้นด้วยการเคี้ยว  
 

 

                                                 
 pH indicator paper 
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วสัดุและอุปกรณ์ 
1. Measuring Cylinder ขนาด 10 มล.                   
2. Steriled beaker ขนาด 50 มล. 
3. Parafilm 
4. นาฬกิาจบัเวลา 

 
 

วิธีการทดสอบ 
1. ใหน้ักศกึษานัง่ตวัตรง อมชิน้ Parafilm ไวใ้นปากจนอ่อนตวัโดยยงัไมเ่ริม่เคี้ยว ท าการกลนื 

น ้าลายใหห้มด จากนัน้เริม่เคีย้ว Parafilm พร้อมกบัจบัเวลา โดยบ้วนน ้าลายลงใน beaker เป็นเวลา

ตดิต่อกนั 5 นาท ี

 2. ท าการวดัปรมิาณน ้าลายทีไ่ด้จากการเคีย้ว โดยใช ้ Measuring cylinder และค านวณอตัรา

การไหลของน ้าลายเป็น มล./นาท ีลงในใบบนัทกึผลทีจ่ดัให้ 

การแปลผล 

 

ในภาวะทีถู่กกระตุ้น เชน่ จากการบดเคีย้ว หรอืการรบัประทานอาหารบางชนิด เชน่ ผลไมร้สเปรีย้ว 
ต่อมพาโรตดิจะหลัง่น ้าลายเพิม่มากขึน้ ดงันัน้ Stimulated saliva จงึม ี Flow rate มากกวา่ 
Unstimulated saliva  
 

2.2  วดั Buffering capacity (ความสามารถของน ้าลายในการปรบัสภาพทีเ่ป็นกรดในชอ่งปากให้
คนืสูภ่าวะปกต)ิ 

วสัดุอุปกรณ์และสารเคมี 
1. Beaker 50 มล. 
2. หลอดทดลอง 
3. เครื่องผสมสาร (Vortex) 
4. Pipette ขนาด 1 มล. และ 5 มล. 
5. กรดไฮโดรคลอรกิ (0.005M HCI) 
6. pH indicator paper 
7. Parafilm 

 

 

         อตัราการหลัง่น ้าลายปกตใินผู้ใหญ่ 1-2 มล./นาท ี
         อตัราการหลัง่ของน ้าลายทีน้่อยผดิปกติ < 0.5 มล./นาท ี

pipette และ pipette aid 

Measuring cylinder และ beaker 
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การวดั Buffering capacity 
1. ท าการดูดน ้าลาย 1 มล. ลงในหลอดทดลองทีเ่ตรยีมไว้  
2. ท าการเตมิกรดไฮโดรคลอรกิ (0.005M HCl) ปรมิาตร 3 มล. ลงในน ้าลาย ใช ้Parafilm ปิด

ปากหลอดทดลอง และเขย่าใหเ้ขา้กนัด้วยเครื่องผสมสาร จากนัน้ใหน้ า Parafilm ออก แล้ว
วางหลอดทดลองทิง้ไว้ทีอุ่ณหภูมหิ้อง เป็นเวลา 20 นาท ี 

3. จากนัน้เทสารในหลอดทดลองใสบ่ีกเกอร ์ และวดัคา่ pH ด้วยกระดาษ pH indicator paper 
โดยใช ้forceps จบัชิน้กระดาษ  จากนัน้น าคา่ pH ทีว่ดัได้ ไปเปรยีบเทยีบกบัตารางการแปล
ผล 

                         
     ตารางการแปลผล  
 

Buffering capacity Final pH 
High > 6.50 

Normal 5.75 – 6.50 
Low 4.00 – 5.74 

Very low < 4.00 

 
ความสามารถในการปรบัสมดุล กรด – เบส นับวา่มคีวามส าคญัยิง่ต่อการรกัษาสมดุลแรธ่าตุบรเิวณ
ผวิเคลือบฟัน น ้าลายทีม่ ีLow หรอื Very low buffering capacity จะไมส่ามารถปรบักรด-เบสได้ด ีใน
ภาวะทีแ่บคทเีรยีในชอ่งปากย่อยน ้าตาลและปล่อยกรดออกมา จะท าให ้ pH ในน ้าลายลดต ่าลง ซึ่ง
ระบบบฟัเฟอร์จะท าหน้าทีป่รบั pH ใหส้งูข ึน้ กลบัสูภ่าวะปกต ิแต่หากน ้าลายม ีbuffering capacity ต ่า 
ไมส่ามารถปรบั pH ได้ด ีคา่ pH ในน ้าลาย จะลดต ่าลงเรื่อยๆ จนถงึ 5.5 กจ็ะเสยีสมดุลและเกดิการ
ละลายของผวิเคลือบฟันมากกวา่การคนืกลบัของแร่ธาตุ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



11 
 

 
 
ชือ่...................................................................เลขประจ าตวั................................เลขที.่.... ...... 
 
Flow rate 

Unstimulated saliva   อตัราการหลัง่น ้าลาย...........................................มล./นาที 
Stimulated saliva  อตัราการหลัง่น ้าลาย...........................................มล./นาที 

Salivary pH (unstimulated) 
คา่ pH ………………………………… 

Buffer capacity (stimulated)  
คา่ Final pH ………………………….. 
คา่ Buffer capacity…………………… 
 

ค าถามชวนคิด 
 
1. ในผู้ป่วยทีต่่อมน ้าลายพาโรตดิถูกท าลายเนื่องจากการรบัรงัสรีกัษา คุณสมบตัขิองน ้าลาย

น่าจะเปลี่ยนไปอย่างไร เพราะเหตุใด (Flow rate, pH, buffering capacity)  
.......................................................................................................................................................
....................................................................................................................................................... 
  

2. เหตุใดจงึไมค่วรดื่มกาแฟ หรอืน ้าอดัลมกอ่นการทดสอบคณุสมบตันิ ้าลาย   
.......................................................................................................................................................
.......................................................................................................................................................
....................................................................................................................................................... 
สรุปและวิจารณ์ผลการทดลอง 
.......................................................................................................................................................
.......................................................................................................................................................  

 
 
 
 

แบบบนัทึกผลปฏิบติัการ  
เร่ือง การวดัคุณสมบติัทางกายภาพและทางเคมีของน ้าลาย 
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ปฏิบติัการท่ี  3 เร่ือง การแยกโปรตีนในน ้าลายด้วยวิธี SDS-PAGE 
 
ส่ือการเรียนการสอน วดิโิอประกอบการเรยีนการสอนพรอ้มคูม่อืปฏบิตัิการทดลอง 
 

วนัเวลา-สถานท่ี 
  

 สถานที ่หอ้งปฏบิตัิการคณะแพทยศาสตร ์ชัน้ 7 อาคาราชสดุา 
 

วตัถปุระสงค์ 
 1. นักศกึษาทราบหลักการแยกโปรตนีในน ้าลายด้วยวธิ ีSDS-PAGE 
 2. นักศกึษาได้ฝึกปฏบิตักิารแยกโปรตนีในน ้าลายด้วยวธิ ีSDS-PAGE พรอ้มทัง้วเิคราะหช์นิด
ของโปรตนีทีเ่ป็นองคป์ระกอบของน ้าลายได้ 

 
เจ้าหน้าท่ีผู้คุมปฏิบติัการ 

นาง เพาพงา โกกลิกนิษฐ ต าแหน่ง นักวทิยาศาสตร์การแพทย์ ช านาญการ 
 

ค าช้ีแจง แบ่งนักศกึษาออกเป็น 10 กลุ่มๆ ละ 10-11 คน โดยใหแ้ต่ละกลุ่มประจ าโต๊ะปฏบิตักิารที่
เจา้หน้าทีจ่ดัไวใ้ห ้ 
 
การแยกโปรตีนในน ้าลายด้วยวิธี SDS-PAGE 
 SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate-PolyAcrylamide Gel Electrophoresis) เป็นวธิกีาร
แยกโปรตนีแต่ละชนิดออกจากกนัด้วยขนาดของโมเลกลุทีว่ ิง่ผ่านเจลทีม่รีพูรนุในสนามไฟฟ้า 
(electric field) โดย SDS เป็น detergent ที่ท าใหโ้มเลกลุสว่นทีเ่ป็น hydrophobic ของโปรตนีถูก
ท าลายและจะเขา้ไปเคลือบโมเลกลุของโปรตนีใหม้ปีระจเุป็นลบโดยรอบ ดงัรปูที่1 

 
 

(A) โมเลกลุของโปรตนีกอ่นท าการ denature ด้วยการต้ม 
 

Hydrophobic area 
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(B) โมเลกลุโปรตนีหลงัจาก denature จะเกดิการคลายตัวเป็นเสน้ (linear) และถูกเคลอืบ
ด้วยประจลุบของ SDS 

 
รปูท่ี 4 (A) โครงสรา้งโปรตนีในสภาพปกต ิ(B) โครงสรา้งโปรตนีเมื่อเกดิ denature  

และท าปฏกิริยิากบั SDS 
 
Polyacrylamide เป็น polymer ของ acrylamide monomers เมือ่เกดิการ polymerization จะได้เจลที่
มลีกัษณะเป็นรใูหโ้ปรตนีวิง่ผ่านได้ โดยโปรตนีจะวิง่จากขัว้ลบไปหาขัว้บวก โปรตนีทีม่ขีนาดเลก็ จะ
สามารถผ่านเจลไปได้เรว็กวา่โปรตนีทีม่โีมเลกลุขนาดใหญ่ จงึสามารถแยกโปรตนีที่มขีนาดต่างกนัได้ 
 

วสัดุอุปกรณ์และสารเคมี 

 1. Sterile beaker ขนาด 50 มล. 

 2. เครื่อง centrifuge 

 3. Precast gel และchamber ในการ electrophoresis 

 4. Loading buffer (dye) 

 5. SDS Loading buffer 

 6. Power supply 

 7. สยี้อม Coomassie Blue 

 8. Shaker 

 9. Destaining เจลด้วย 10% gracial acetic acid in 1:1 methanol/H20 

 10. Pipette และ tip ขนาดต่างๆ 

 11. Eppendorf tube ขนาด 1.5 มลิลลิติร 
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วิธีการทดลอง 

1.  ใหน้ักศกึษาบ้วนปากด้วยน ้าสะอาดสามครัง้กอ่นเกบ็น ้าลายแบบ Unstimulated saliva เป็น

เวลา 3 นาท ี

2.  ใชปิ้เปตดูดน ้าลายปรมิาตร 1 มลิลลิติรลงใน Eppendorf tube ขนาด 1.5 มลิลลิติร น าไปปัน่

ด้วยเครื่อง Centrifuge ที ่5,000 g อณุหภูม ิ4 องศาเซลเซยีสเป็นเวลา 20 นาท ี

3.  ดูดของเหลวใสสว่นบนปรมิาตร 200 ไมโครลติรใส ่Eppendorf tube อนัใหม ่น าไปปัน่อกีครัง้

ด้วยเครื่อง Centrifuge ที ่10,000 g อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีสเป็นเวลา 20 นาท ี

4.  ดูดของเหลวใสสว่นบนปรมิาตร 24 ไมโครลติรใส ่Eppendorf tube อนัใหม ่เตมิ Loading buffer  

 (Dye) ลงไป 6 ไมโครลติร ผสมใหเ้ขา้กนัด ีแล้วน าไปต้มในน ้าเดอืดเป็นเวลา 5 นาท ี

5.  น า Eppendorf tube ไปปัน่ด้วยเครือ่ง Centrifuge สัน้ๆ เพื่อใหข้องเหลวทัง้หมดตกลงมาอยู่ที่

กน้ของ Tube 

6.  Load น ้าลายทีไ่ด้จากข้อ 5 ปรมิาตร 20 ไมโครลติรลงในเจลทีเ่ตรยีมไว ้

7.  Run gel โดยตัง้คา่เครือ่ง Power supply ที ่0.2 mA เป็นเวลา 15 นาท ีต่อด้วย 0.4 mA เป็น

เวลา 30 นาท ี 

8.  แกะเจลออก และน าไปย้อมด้วย Coomassie Blue เป็นเวลา 40 นาท ี

9.  ล้างสอีอกด้วย 10% Glacial acetic acid ใน1:1 methanol/H20 จนเหน็แถบโปรตนีชดัเจน 

 
การแปลผล 
 

 
 

รปูที ่ 5   แสดงล าดบัน ้าหนักของโปรตนีมาตรฐาน 
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1. จงอธบิายหลกัการครา่วๆ ของการแยกโปรตนีในน ้าลายด้วยวธิ ีSDS-PAGE 
 
.......................................................................................................................................................

.......................................................................................................................................................

....................................................................................................................................................... 

.......................................................................................................................................................

.......................................................................................................................................................

....................................................................................................................................................... 

 
2. จงระบุชื่อโปรตนีตามขนาดโมเลกลุจากภาพ SDS-PAGE Electrophoresis gel  
 
.......................................................................................................................................................

.......................................................................................................................................................

....................................................................................................................................................... 

.......................................................................................................................................................

.......................................................................................................................................................

....................................................................................................................................................... 

....................................................................................................................................................... 

 
สรุปและวิจารณ์ผลการทดลอง 
.......................................................................................................................................................
.......................................................................................................................................................
.......................................................................................................................................................
.......................................................................................................................................................
.......................................................................................................................................................
....................................................................................................................................................... 
 

แบบบนัทึกผลปฏิบติัการ  
เร่ือง การแยกโปนตีนในน ้าลายด้วยวิธี SDS-PAGE 
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ปฏิบติัการท่ี 4  
การตรวจหาเช้ือแบคทีเรียในช่องปากโดยการย้อมสีแกรม gram-straining 

 
ส่ือการเรียนการสอน วดิโิอประกอบการเรยีนการสอนพรอ้มคูม่อืปฏบิตัิการทดลอง 
 

สถานท่ี หอ้งปฏบิตัิการคณะแพทยศาสตร ์ชัน้ 7 อาคารราชสดุา 
 
วตัถปุระสงค์ 

1.เพื่อใหน้ักศกึษาได้ศกึษาตรวจหาเชือ้แบคทเีรยีในช่องปาก 
2.เพื่อใหน้ักศกึษาฝึกการใช้สยี้อมพื้นฐานในการตรวจหาเชื้อแบคทเีรยีในชอ่งปาก 

 
เจ้าหน้าท่ีผู้ปฏิบติังาน 
 นาง เพาพงา โกกลิกนิษฐ ต าแหน่ง นักวทิยาศาสตร์การแพทย์ ช านาญการ 
 
กฎการใช้ห้องปฏิบติัการ 
 1. เขา้หอ้งปฏบิตักิารตรงเวลา 
 2. ใชอ้ปุกรณ์ในห้องปฏบิตัิการอย่างถูกวธิ ีและระมดัระวงั 
 3. หา้ม! คยุเสยีงดงั 
 4. หา้ม! รบัประทานอาหารในห้องปฏบิตัิการ 
 
การศึกษารอยโรคฟันผุ 
 โรคฟันผุ  (Dental caries) หรือ  ฟันผุ  เ ป็น โรคติด เชื้อที่ม ีเ ชื้ อ แบคทีเ รีย ที่ เ ร ีย ก ว่ า 
Streptococcus mutans เขา้รว่มในกระบวนการเปลี่ยนแปลงคารโ์บไฮเดรต เชน่ แป้ง และน ้าตาลใน
อาหารที่ตกค้างบนฟัน หรอืคราบจุลินทรยี์ (Dental plague) ให้เป็นกรด ที่สามารถสลายแร่ธาตุซึ่ง
เป็นโครงสร้างของฟัน ท าให้ฟันผุกร่อน การสลายแร่ธาตุของฟันท าให้เกิดการสูญเสียแร่ธาตุ 
(Demineralization) จากตวัฟัน ซึ่งเป็นกระบวนการเริม่ต้นของโรคฟันผุ 
 ฟันที่เร ิม่ผุจะซ่อมแซมเองได้ เพราะน ้ าลายในช่องปากจะมกีระบวนการแลกเปลี่ยนแร่ธาตุ
แคลเซียม (Calcium) และ ฟอสฟอรสั (Phosphorus) ระหว่างชัน้ผิวเคลือบฟันกบัแร่ธาตุที่ม ีอยู่ใน
น ้าลายตลอดเวลา โดยจะมทีัง้การสูญเสยีแร่ธาตุจากฟัน (Demineralization) และการคนืกลับแร่ธาตุ 
(Remineralization) สูฟั่นอย่างสมดุล ในสภาวะทีส่ภาพน ้ าลายในช่องปากค่อนข้างเป็นกลาง จะไม่มี
การสูญเสยีแร่ธาตุออกจากผิวฟัน แต่ในสภาวะที่จุลินทรยี์มกีารย่อยสลายอาหารแป้งและน ้ าตาล 
สภาพแวดล้อมของน ้าลายจะเป็นกรด เกดิการกดักรอ่นฟัน ท าใหส้ญูเสยีแรธ่าตุแคลเซยีม           และ
ฟอสฟอรสั ออกจากตวัฟันไปยงัน ้าลายมากกวา่การได้รบักลบัคนื ซึ่งถ้าเกดิขึน้บ่อยจะท าใหฟั้นผุเป็น
โพรงได้  

http://haamor.com/th/%E0%B8%9F%E0%B8%B1%E0%B8%99%E0%B8%9C%E0%B8%B8
http://haamor.com/th/%E0%B8%9F%E0%B8%B1%E0%B8%99%E0%B8%9C%E0%B8%B8
http://haamor.com/th/%E0%B9%82%E0%B8%A3%E0%B8%84%E0%B8%95%E0%B8%B4%E0%B8%94%E0%B9%80%E0%B8%8A%E0%B8%B7%E0%B9%89%E0%B8%AD
http://haamor.com/th/%E0%B9%81%E0%B8%9A%E0%B8%84%E0%B8%97%E0%B8%B5%E0%B9%80%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B8%A2
http://haamor.com/th/%E0%B8%88%E0%B8%B8%E0%B8%A5%E0%B8%B4%E0%B8%99%E0%B8%97%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B8%A2%E0%B9%8C
http://haamor.com/th/%E0%B8%9F%E0%B8%B1%E0%B8%99%E0%B8%9C%E0%B8%B8
http://haamor.com/th/%E0%B8%9F%E0%B8%B1%E0%B8%99%E0%B8%9C%E0%B8%B8
http://haamor.com/th/%E0%B9%82%E0%B8%A3%E0%B8%84-%E0%B8%AD%E0%B8%B2%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3-%E0%B8%A0%E0%B8%B2%E0%B8%A7%E0%B8%B0
http://haamor.com/th/%E0%B9%82%E0%B8%A3%E0%B8%84-%E0%B8%AD%E0%B8%B2%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3-%E0%B8%A0%E0%B8%B2%E0%B8%A7%E0%B8%B0
http://haamor.com/th/%E0%B8%88%E0%B8%B8%E0%B8%A5%E0%B8%B4%E0%B8%99%E0%B8%97%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B8%A2%E0%B9%8C
http://haamor.com/th/%E0%B8%9F%E0%B8%B1%E0%B8%99%E0%B8%9C%E0%B8%B8
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 ในปฏบิตักิารนี้นักศกึษาจะได้ฝึกปฏบิตัิการตรวจหาเชือ้ปบคทเีรยีในชอ่งปาก การใช้สยี้อม
แบคทเีรยี Gram-strain ส าหรบัแยกแบคทเีรยีแกรมบวกและแกรมลบ ตลอดจนศกึษาดูลกัษณะ
รปูรา่ง การเรยีงตวั การตดิส ี
 
วสัดุและอุปกรณ์ 
 1. สยี้อม Gram-strain 
 2. ไมพ้นัส าลสีเตอรไ์รด์ 
 3. กระจกสไลด์แกว้ 
 4. ตะเกยีงแอลกอฮอลล์ ไฟแชค็ 
 5. ถุงมอืยาง แมสปิดจมูก 
 6. กล้อง light microscope พรอ้ม oil 
 
วิธีการทดลอง 

1. ใชไ้มพ้นัส าลสีเตอรไ์รด์ถูกฟันตามซอกฟันและกระพุ้งแกว้ด้านขา้ง โดยท าทัง้ 4 ด้านฟัน
บนซ้าย-ขวา ล่างซ้าย-ขาวแล้วน ามาป้ายบนกระจกสไลด์ จะได้ 4 สไลด์  

2. มาวาง Fix โดยผ่านเปลวไฟ 3-4 ครัง้  
3. หยดส ีCrystal violet 2-3 หยดลงบนสไลด์ ทิง้ไว ้1 นาท ีแล้วล้างออกด้วยน ้าเบาๆ 
4. หยด iodine 2-3 หยดลงบนสไลด์ ทิง้ไว ้1 นาท ีแล้วล้างออกด้วยน ้าเบาๆ 
5. หยด decolorize หยดประมาณ 10 หยด เพื่อก าจดัสสีว่นเกนิออก แล้วล้างน ้าเบาๆ 
6. หยด Safanin dye 2-3 หยดลงบนสไลด์ ทิง้ไว ้30 วนิาท ีแล้วล้างออกด้วยน ้าเบาๆ 
7. ซบัด้วยกระดาทชิชเูบาๆใหแ้หง้ แล้วน าไปส่องกล้อง light microscope ด้วยก าลงัขยาย 

100x 
8. รายงานบนัทกึผล 

 
 

 
 

รูปที ่  6   ลกัษณะเชือ้แบคทเีรียและเยื่อบุกระพุง้แกม้ 
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แบบบนัทึกผลปฏิบติัการท่ี 4 
เร่ือง การตรวจหาเช้ือแบคทีเรียในช่องปากโดยการย้อมสีแกรม gram-straining 

 
 
ชือ่...................................................................เลขประจ าตวั................................เลขที.่.... ...... 
 
1. จงอธบิายลักษณะรอยโรคและประเภทของฟันผุทีน่ักศกึษาได้น ามาศกึษาในปฏบิตักิารนี้  
.......................................................................................................................................................

.......................................................................................................................................................

.......................................................................................................................................................

.......................................................................................................................................................

....................................................................................................................................................... 

 
2. อธบิายเกีย่วกบัเครื่องมอืและเหตุผลทีเ่ลอืกใชเ้ครื่องมอืแบบต่าง ๆ ในปฏบิตักิารนี้ในการตรวจรอย
โรคฟันผุ 
.......................................................................................................................................................

.......................................................................................................................................................

.......................................................................................................................................................

.......................................................................................................................................................

....................................................................................................................................................... 

 

สรุปและวิจารณ์ผลการทดลอง 

.......................................................................................................................................................

.......................................................................................................................................................

.......................................................................................................................................................

.......................................................................................................................................................

.......................................................................................................................................................

.......................................................................................................................................................

.......................................................................................................................................................

.......................................................................................................................................................

.......................................................................................................................................................

....................................................................................................................................................... 
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ปฏิบติัการท่ี 5 การวดัความเข้มข้นฟลูออไรด์ 
 

ส่ือการเรียนการสอน วดิโิอประกอบการเรยีนการสอนพรอ้มคูม่อืปฏบิตัิการทดลอง 
 

สถานท่ี หอ้งปฏบิตัิการคณะแพทยศาสตร ์ชัน้ 7 อาคารราชสดุา 
 

วตัถปุระสงค์ 
1. เพื่อใหน้ักศกึษาได้ฝึกปฏบิตัวิธิกีารวดัความเขม้ขน้ฟลูออไรด์ได้อย่างถูกต้อง 
2. เพื่อใหน้ักศกึษารู้จกัเครื่องมอือปุกรณ์และสารเคมทีีใ่ชใ้นการวดัความเขม้ขน้ฟลูออไรด์ 
3. เพื่อใหน้ักศกึษาเขา้ใจวธิกีารแปลผลความเข้มขน้ของฟลูออไรด์เพื่อการวางแผนทนัตกรรม

ป้องกนัฟันผุ 
 

เจ้าหน้าท่ีผู้ปฏิบติังาน 
นาง เพาพงา โกกลิกนิษฐ นักวทิยาศาสตร์การแพทย์ ช านาญการ 

 

ฟลูออไรด์เป็นแร่ธาตุทีม่บีทบาทส าคญัในการสรา้งความแขง็แรงแกฟั่น และป้องกนัฟันผุ 
เนื่องจากการได้รบัฟลูออไรด์ทางระบบ (การกนิหรอืดื่มน ้าทีม่ฟีลูออไรด์) ในชว่งทีฟั่นก าลงั
เจรญิเตบิโต จะชว่ยใหเ้กดิ Fluoroapatite ซึ่งสามารถทนต่อกรดได้ดกีวา่ hydroxyapatite ท าใหฟั้นมี
โอกาสเกดิการสลายแร่ธาตุได้ยากกวา่ นอกจากนัน้การมฟีลูออไรด์ในขณะทีม่กีารสูญเสยีแรธ่าตุ จะ
สามารถกระตุ้นการคืนแร่ธาตุกลบัได้อย่างมปีระสทิธภิาพมากกวา่ กล่าวได้วา่ ปรมิาณฟลูออไรด์ที่
ได้รบัมคีวามส าคญัต่อปัจจยัด้านตวัฟัน (host) ในวงแหวนสาเหตุการเกดิฟันผุ ประสทิธภิาพของ
ฟลูออไรด์ ในการป้องกนัฟันผุได้รบัการศกึษาอย่างกวา้งขวาง จาก Cochran review แสดงใหเ้หน็วา่
ยาสฟัีนผสมฟลูออไรด์ และ fluoride gel สามารถป้องกนัฟันผุได้อย่างมปีระสทิธภิาพ อย่างไรกด็ ีหาก
ได้รบัฟลูออไรด์มากเกนิไปกอ็าจเป็นผลเสยี เชน่ เกดิภาวะ dental และ skeletal fluorosis โดยขึน้กบั
ปรมิาณฟลูออไรด์ทีไ่ด้รบั ระยะเวลาและชว่งเวลา 
 
หลกัการวดัฟลูออไรด์ 
 

ในปฏบิตักิารนี้ จะใช ้Fluoride selective electrode ซึ่งวดัออกมาเป็นคา่ความต่างศกัย์ และ
สามารถแปลผลเป็นความเขม้ขน้ หน่วย part per million (ppm) ได้ โดยอาศยั Regression equation 
จาก standard fluoride แม้วา่ Fluoride electrode จะจ าเพาะต่อ fluoride แต่กอ็าจ sensitive ต่อ ion 
อืน่ เชน่ hydroxide ion ได้ ดงันัน้ปรมิาณของ hydroxide ion ซึ่งสะท้อนโดยคา่ pH ทีสู่งนัน้ อาจ
รบกวนการวดัฟลูออไรด์ได้ เพื่อป้องกนัปัญหาดงักล่าว จงึมกีารเตมิ Total ionic strength adjustment 
buffer II (TISAB II) เพื่อควบคมุ pH และจบั ion อืน่ที่อาจมารบกวนการวดั 
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วสัดุอุปกรณ์และสารเคมี 
1. Autopiptette Pipette ขนาด 1 ml พร้อม Tip 
2. หลอดส าหรบัใสต่วัอย่างทีต่้องการวดัขนาด 15 ml 
3. เครื่องวดัปรมิาณฟลูออไรด์ (Orion) พรอ้มอเิลคโทรดฟลูออไรด์ 
4. Standard fluoride ความเขม้ขน้ 100 ppm 
5. TISAB II (Total Ionic Strength Adjustment Buffer, 1.0 M acetate buffer, pH 5.0, 

containing 1.0 M sodium chloride (NaCL) and 0.4% 
cyclohexylenedinitrilotetraacetate (CDTA) 

6. น ้า Deionized water 
7. ตวัอย่างยาสฟัีน หลายๆยี่ห้อ เชน่ คอลเกต เซนโซดาย ดารก์ี้ โคโดโมะ 
8. เครื่องปัน่ตกตะกอน Centrifuge 
9. เครื่องชัง่แบบละเอยีดส าหรบัชัง่ยาสฟัีน 
10. 1.0 M HaOH 

การเตรียม standard fluoride solution 
1. น า standard fluoride ความเข้มขน้ 100 ppm มา 1 ml เตมิน ้ากลัน่อกี 9 ml เพื่อปรบั

ปรมิาตรใหเ้ป็น 10 ml จะได้ standard fluoride ทีม่คีวามเขม้ขน้ 10 ppm 
2. น า standard fluoride ความเข้มขน้ 10 ppm มา 1 ml เตมิน ้ากลัน่อกี 9 ml เพื่อปรบัปรมิาตร

ใหเ้ป็น 10 ml จะได้ standard fluoride ทีม่คีวามเขม้ขน้ 1 ppm 
3. น า standard fluoride ความเข้มขน้ 1 ppm มา 1 ml เตมิน ้ากลัน่อกี 9 ml เพื่อปรบัปรมิาตร

ใหเ้ป็น 10 ml จะได้ standard fluoride ทีม่คีวามเขม้ขน้ 0.1 ppm ดงัรปูที ่7 

 
 

รปูที ่ 7  การเตรยีม standard fluoride 
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ขัน้ตอนการปฏิบติั 
 

1. ท าการ set standard fluoride ทีเ่ตรยีมไวท้ัง้สามความเขม้ขน้มา 1 ml เตมิ TISAB II 1 
ml (อตัราสว่น 1:1) เขย่าใหเ้ขา้กนั น าไป calibrate เครือ่งวดัฟลูออไรด์ 
2. น าตวัอย่างทีต่้องการวดัปรมิาณฟลูออไรด์มาเตมิ TISAB II ในอตัราสว่น TISAB II: 
ตวัอย่าง เทา่กบั 1:1 น ามาวดัด้วยเครือ่งวดัฟลูออไรด์ 

 

หมายเหตุ: เจา้หน้าทีจ่ะเป็นผู้เตรยีม standard fluoride solution และท าการ set standard fluoride 
ให ้

 
 

รปูที ่8 แสดงเครื่องวดัฟลูออไรด์ / พร้อมอเิล็คโทรด / TISABII / Standard Flioride 
 

 
 

รปูที ่9  โครงสรา้งของ Fluoride ion selective electrode 
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วิธีการเตรียมตวัอย่างยาสีฟัน 
1. ท าการชัง่น ้าหนักหลอด (15 ml) ก่อนใสย่าสฟัีน 
2. ชัง่ยาสฟัีน 90-100 mg ในหลอดอนัเดมิทีไ่ด้ชัง่ไวแ้ล้ว 
3. เตมิน ้า deionized 10 ml ผสมปัน่ใหเ้ขา้กนัโดยใช ้vortex จนยาสฟัีนละลายเป็นเนื้อเดยีวกนั 
4. ท าการวดั TF (Total fluoride) โดยดูดออกมา 0.25 ml ใสใ่น 1.5 ml microcentrifuge 
5. ท าการวดั TSF (Total soluble fluoride) น าหลอดทีใ่สย่าสฟัีนทีเ่หลือไปปัน่ตะกอน 3,000 g 

10 นาท ีทีอุ่ณหภูมหิ้อง จากนัน้ดูดสว่นใสออกมา 0.25 ml ใสใ่น 1.5 ml microcentrifuge 
6. น าหลอด TF และ TSF ใส ่2.0 HCL จ านวน 0.25 ml  
7. น าไป heat ทีอ่ณุหภูม ิ45 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 1 ชม. 
8. Neutalize โดยการเตมิ 1.0 M NaOH จ านวน 0.5 ml และเตมิ TISAB II จ านวน 1 ml 
9. ท าการวดัฟลูออไรด์ (TF และ TSF) โดยท าการค านวณความเขม้ขน้ของฟลูออไรด์หน่วย 

ppm (µgF/g of toothpaste) 
10. ค านวณหาคา่ Insoluble fluoride ion (InF) จากสตูร (InF = TF – TSF) 
11. ค านวณ percentage of TSF หรอื InF ด้วยการหาร TSF หรอื InF ด้วย TF และคณูด้วย 

100 
   

  Definition 
   F : Fluoride 
  IF : Floride ion 
  TSF : total soluble fluoride which is sum of IF and F as MFP ion 
  InF : Insoluble fluoride ion 
  TF : Total fluoride which is sum of TSF and InF 
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ชือ่……………………………………นามสกุล…………………………………………………………

รหสัประจ าตวั…..………………………………     

ผลการวดั Standard F- 

 

1. Calibration curve 

[F-] (ppm) Log [F-] E (mV) 

   

   

   

   

   

   

 

2. ผลการวดัความเขม้ขน้ฟลูออไรด์ในยาสฟัีน 

 
Commercial brand 

   

Fluoridated agent    

Fluoride expected    

Toothpaste weight (mg)    

E of TF solution (mV)    

E of TSF solution (mV)    

TF concentration (ppm)    

แบบบนัทึกผลปฏิบติัการท่ี 5  
เร่ืองการวดัความเข้มข้นฟลูออไรด์ 
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TF content (mg)    

TF concentration in toothpaste (ppm)    

TSF concentration (ppm)    

TSF content (mg)    

TF concentration in toothpaste (ppm)    

InF concentration (ppm)    

TSF content (%)    

InF content (%)    

 

อธิบายและสรปุผลการทดลอง 

…………………………………………………………………………………………………………… 

……………………………………………………………………………………………………….. 

……………………………………………………………………………………………………….. 

……………………………………………………………………………………………………….. 

……………………………………………………………………………………………………….. 

 
จงอภิปรายว่า การทราบความเข้มข้นของฟลูออไรด์ในยาสีฟันมีประโยชน์อย่างไรและ
ฟลูออไรด์ในยาสีฟันของเดก็และผู้ใหญ่มีความแตกต่างกนัอย่างไร 
 
.................................................................................................................................................. 
.................................................................................................................................................. 
.................................................................................................................................................. 
.................................................................................................................................................. 
.................................................................................................................................................. 
.................................................................................................................................................. 
.................................................................................................................................................. 
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ปฏิบติัการท่ี 6 เร่ือง การตรวจหาจ านวน  
และวดัความสามารถในการสร้างกรดของเช้ือจุลินทรียก่์อโรคฟันผุ 

 
ส่ือการเรียนการสอน วดิโิอประกอบการเรยีนการสอนพรอ้มคูม่อืปฏบิตัิการทดลอง 
 

สถานท่ี หอ้งปฏบิตัิการคณะแพทยศาสตร ์ชัน้ 7 อาคารราชสดุา 
 

วตัถปุระสงค์ 
1. เพื่อใหน้ักศกึษาได้ฝึกปฏบิตักิารตรวจหา mutans streptococci โดยวธิ ีsaliva / tongue 

blade method 
2. เพื่อใหน้ักศกึษาได้ฝึกปฏบิตักิารตรวจหาและสามารถค านวณหาจ านวน Lactobacilli ใน

น ้าลายได้อย่างถูกต้อง  
3. เพื่อใหน้ักศกึษาได้ฝึกปฏบิตักิารวดัอตัราการสรา้งกรดอนัเนื่องจากแบคทเีรยีในคราบ

จลุนิทรยี์โดยใช ้Modified Snyder’s test  
 

เจ้าหน้าท่ีผู้ปฏิบติังาน 
นาง เพาพงา โกกลิกนิษฐ  ต าแหน่ง นักวทิยาศาสตร์การแพทย์ ช านาญการ 
 

ปฏิบติัการท่ี 6.1 : การตรวจหาจ านวนเช้ือจุลินทรีย์ก่อโรคฟันผุ 
 

1. การตรวจหาจ านวน mutans streptococci ในน ้าลาย 
 

 เ ป็นที่ทราบกันดีว่า เชื้อจุลินทรีย์ เ ริ่มแรกที่ก่อ ให้ เกิด ฟันผุ  (Initiator) ได้ แก่  กลุ่ ม           
mutans streptococci โดยเฉพาะ S. mutans รายงานวจิยัจ านวนมากแสดงให้เหน็ถงึความสมัพนัธ์
ของจ านวนเชื้อ S. mutans ในน ้าลายหรอืคราบจุลนิทรยี์กบัการเกดิฟันผุ โดยปรมิาณ S. mutans ที่
สูง แสดงถึง High caries activity ปรมิาณของ S. mutans จงึเป็นหนึ่งในปัจจยัที่ใช้ในการประเมิน
ความเสีย่งในการเกดิฟันผุ 
 Mitis Salivarius agar (MS) เป็นอาหารเลี้ยงเชือ้ชนิดแรกทีพ่ฒันาขึน้เป็น Selective medium 
ส าหรับเพาะเลี้ ย ง streptococci species จากนั ้นจึงน ามาใช้ในการจ า แนก S. mutans จาก
ลักษณะเฉพาะของ S. mutans colony ที่ม ีลักษณะคล้ายปากปล่องภู เขาไฟและมันวาวจาก 
extracellular mucopolysaccharide ที่เชื้อแบคทเีรยีสร้างขึ้น อย่างไรกต็าม การเพาะเชื้อแบคทเีรยี
บน MS ต้องอาศยัการท า serial dilutions หลายครัง้ เพื่อลดจ านวนเชื้อ streptococci ชนิดอื่น และ 
Enterococci ที่ข ัดขวางการเจริญเติบโตของ S. mutans มิฉะนั ้นอาจเกิด false negative และได้
ปรมิาณเชือ้ทีต่ ่ากวา่ความเป็นจรงิ ด้วยเหตุนี้ เพื่อใหไ้ด้อาหารเลี้ยงเชือ้ทีม่คีวามจ าเพาะมากขึน้จึงได้
มกีารปรบัปรงุ MS โดยเดมิ 0.2 U bacitracin และ 20% sucrose ลงใน MS เรยีกวา่ Mitis Salivarius 
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Bacitracin (MSB) agar ท า ให้  media นี้  มีความจ า เพาะกับ  S. mutans ที่ดีข ึ้น  ทั ้งนี้  mutans 
streptococci ทุกกลุ่ม ยกเว้น serotype A สามารถเจริญได้บน MSB หลังจากนั ้นได้มกีารคดิค้น 
selective media ส าหรบั S. mutans อกีหลายชนิด เช่น mitis salivarius ที่ประกอบด้วย bacitracin 
แล ะ  kanamycin (MSKB) แล ะ  tryptone-yeast extract-cysteine with sucrose and bacitracin 
(TYCSB) จากรายงานการวิจยัถึงความไวและความจ าเพาะต่อ S. mutans ของ selective media 
ชนิดต่างๆ พบวา่ TYCSB เป็น selective media ทีด่ที ีส่ดุ อย่างไรกต็าม เนื่องจากการเตรยีม TYCSB 
คอ่นขา้งยุ่งยากและมรีาคาที่แพงกวา่ MSB การตรวจหาเชื้อ S. mutans ด้วย MSB จงึยงัเป็นที่นิยม
อยู่ 
 ในปัจจุบัน นอกจากวิธีการเพาะเลี้ยง S. mutans ด้วย selective media แล้ว ยังได้มกีาร
พฒันาวธิกีารตรวจวเิคราะห ์ S. mutans ทีม่คีวามไว (sensitivity) และความจ าเพาะ (specificity) สงู 
อาทเิชน่ การใชเ้ทคนิค polymerase chain reaction (PCR) และการใช ้ fluoresecence monoclonal 
antibody ทีจ่ าเพาะกบั S. mutans แมว้า่เทคนิคเหล่านี้จะสามารถตรวจวเิคราะหป์รมิาณ S. mutans 
ได้อย่างแม่นย า แต่ด้วยข้อเสยีในเรื่องวธิกีารที่ยุ่งยาก สิ้นเปลืองเวลาและค่าใช้จ่าย ท าให้วธิกีาร
เหล่านี้ยงัมกีารใชใ้นวงจ ากดั และท าใหก้ารเพาะเชื้อด้วย selective media ยงัคงเป็นวธิที ีใ่ช้กนัอย่าง
แพรห่ลาย 
 ส าหรบัปฏบิตักิารนี้จะท าการตรวจหา mutans streptococci โดยวธิ ี saliva / tongue blade 
method ซึ่งเป็นการประมาณจ านวนของ mutans streptococci ทีข่ ึน้ใน MSB agar 
 
วสัดุอุปกรณ์และสารเคมี 

1. Parafilm 
2. Steriled tongue blade 
3. Disposable contact Petri dish containing MSB agar 
4. Incubator 

 

 
รปูที ่ 10  contact Petri dish 

 
วิธีทดลอง 

1. ใหน้ักศกึษาเคีย้ว parafilm นาน 1 นาท ี
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2. น า steriled tongue blade ป้ายทีล่ิ้นโดยพลกิกลบัไปกลบัมาทัง้หมด 10 ครัง้ จากนัน้ 
เมม้ปากและรดูเอา tongue blade ออกมา เพื่อเป็นการก าจดัน ้าลายส่วนเกนิ 

 

 
 

รปูที ่ 11  เมม้ปากและรดู tongue blade ออกมา 
 

3. น า tongue blade แต่ละด้านไปกดเบาๆ บน MSB agar โดยไมใ่หร้อยกดซ้อนทบักนั 
4. น า contact Petri dish ไป incubate ที ่37oC เป็นเวลา 4 วนัตรวจดูความหนาแน่นของ

โคโลนีแบคทเีรยีบนรอยกด tongue blade ทัง้ 2 ด้าน 
5. หาคา่เฉลี่ยและแปลผล 

 
 

รปูที ่  12    กด tongue blade แต่ละด้าน บน contact agar 
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การแปลผล  
 

ความหนาแน่น 
  น้อยกวา่ 10%  

Score 
0 

แปลผลว่า  
ปรมิาณเชื้อต ่ามากหรอืแทบไมม่ใีนน ้าลาย                       

(10-50%) 1 ปรมิาณเชื้อในน ้าลายต ่า                                                 
(50-75%)  2 ปรมิาณเชื้อในน ้าลายสงู                                                 

(มากกวา่ 75%)  3 ปรมิาณเชื้อในน ้าลายสงูมาก                                           
 

 
รปูที ่ 13  แสดงจ านวนเชือ้ S. mutans เจรญิบนอาหาร MSA 

 
6.2 การตรวจหาจ านวน Lactobacilli ในน ้าลาย 

 

Lactobacilli spp. เป็นเชื้อจุลนิทรยี์อกีชนิดหนึ่งทีม่บีทบาทส าคญัในกระบวนการเกดิโรค  ฟัน
ผุ แมว้า่จะพบเชือ้นี้ในคราบจุลนิทรยี์น้อยกวา่ 1% แต่กลบัมบีทบาทมากต่อการลุกลามของฟันทีผุ่และ
เป็นรแูล้ว (Cavity) สายพนัธุ์ทีเ่กีย่วข้องกบัฟันผุคอื Lactobacillus acidophilus และ Lactobacillus 
casei โดยสามารถสรา้งกรด (Acidogenic) และทนต่อกรด (Aciduric) ได้ และชอบอยู่ในทีไ่รอ้อกซเิจน 
ดงันัน้การเพาะเชื้อดงักล่าวจงึต้องอาศยัอาหารที่มคีวามเป็นกรดสงู เชน่ Rogosa media ซึ่งม ีacetic 
acid มาก และเลี้ยงเชือ้ในสภาวะ anaerobic  
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วสัดุอุปกรณ์และสารเคมี 
1. Parafilm และ Beaker ส าหรบัเกบ็น ้าลาย 
2. อาหารเลี้ยงเชื้อ Rogosa SL agar 
3. Sterile pipette, Sterile test tube และ Culture dish 
4. Water bath, anaerobic box และ incubator 

 

วิธีทดลอง 
1. เกบ็ตวัอย่างน ้าลาย โดยใหอ้มชิน้ Parafilm ไวใ้นปากจนออ่นตวั กลนืน ้าลายใหห้มด 

แล้วจงึเริม่เคีย้ว ใหเ้คีย้วเป็นเวลา 1 นาท ีระหวา่งนัน้ใหบ้้วนน ้าลายใส ่Beaker  
2. ท า ten fold serial dilution ดงัรปูที ่7 โดยใช ้pipette ดูดตวัอย่างน ้าลาย 0.5 ml ผสมกบั  

phosphate buffer pH 7.1 ปรมิาณ 4.5 ml เขย่าใหเ้ขา้กนั จะได้น ้าลายทีม่คีวามเข้มขน้ 1/10 ของ
น ้าลายตัง้ต้น 

3. ท า dilution ซ ้าด้วยวธิกีารเดมิ จะได้น ้าลายทีม่คีวามเขม้ขน้เป็น 1/100 ของน ้าลายตัง้ต้น  
และท าซ ้าอกีครัง้เพื่อใหไ้ด้น ้าลายทีม่คีวามเขม้ขน้ 1/1000 ของน ้าลายตัง้ต้น                        

4. ใช ้pipette ดูดตวัอย่างน ้าลายทีม่คีวามเขม้ขน้ต่างๆ 1 ml ใสล่งใน culture dish 

 
 

รปูที ่ 14  การท า ten fold serial dilution 
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5. เทอาหารเลี้ยงเชือ้ rogosa SL agar ที่ยงัอยู่ในสภาพของเหลว ประมาณ 20 ml ลงใน  
แต่ละ plate ผสมอาหารเลี้ยงเชือ้ใหเ้ขา้กบัน ้าลายทีใ่สไ่ว ้โดยหมนุ plate เป็นรปูเลข 8 
ประมาณ 10 รอบ ดงัรปูที ่8  
 

 
 

6. ทิง้ใหอ้าหารเลี้ยงเชื้อแขง็ตวั แล้วจงึน าไปใสใ่น Anaerobic box ทีม่ ีGas pak แล้วน าเขา้
ตู้เลี้ยงเชื้ออณุหภูม ิ37oC เป็นเวลา 4 วนั 

7. นับจ านวน colony ใน Plate เป็นคา่ cfu/ml และต้องน าคา่ Dilution มาค านวณกลบัด้วย  
โดยถาดเลี้ยงเชือ้ทีเ่หมาะกบัการนับจ านวนเชื้อควรมจี านวน Colony ระหวา่ง 30-300 Colony  

 
หมายเหตุ ถ้าเทคนิคปฏบิตักิารไมป่ลอดเชือ้ อาจมเีชือ้ราขึน้ได้ โดยจะสงัเกตเหน็เป็น Colony 

สขีาวฟูๆ บนฝาของถาดเลี้ยงเชื้อ เวลานับโคโลนีจงึใหน้ับเฉพาะทีอ่ยู่บนอาหารเลี้ยงเชือ้ 
ซึง่เป็นโคโลนีของแลคโตแบซิลสัจรงิ ๆ  

 
เทคนิคการเลือกนับโคโลนี และค านวณกลบั 

1) ดูจากถาดทีค่วามเขม้ขน้น ้าลาย 1/1000 กอ่น ถ้าจ านวนโคโลนี เกนิ 300 หรอืมมีาก    จน 
นับไมไ่ด้ แสดงวา่ปรมิาณเชือ้มมีากกวา่ 1 แสน cfu/ml กแ็ปลวา่ High risk 
2) กรณีทีม่หีลายถาดซึ่งนับโคโลนีได้ 30-300 กใ็หเ้ลอืกถาดทีน่ ้าลายถูก dilute มากที่สุด ก็

คอื ความเขม้ขน้ของน ้าลายน้อยทีส่ดุ ทีย่งันับโคโลนีได้ เพราะจะได้คา่ทีถู่กต้องมากกวา่ 
ตวัอย่างเชน่ ถาดเขม้ขน้ 1/10 นับได้ 295 โคโลนี ในขณะที ่ถาดเขม้ขน้ 1/100 นับได้ 50 
โคโลนี ถาด 1/1000 มแีค ่5 โคโลนี กใ็หใ้ชค้า่จากถาด 1/100 ค านวณกลบั ดงันี้ 50 โคโลนี 
x dilution 100 = 5000 โคโลนี ซึ่งมาจากน ้าลายตัง้ต้น 0.5 ml ดงันัน้ต้องการค านวณ cfu 
ต่อน ้าลาย1 ml  กค็อื 5000 x 2 = 10,000 โคโลนี ซึ่งถอืวา่ Slight caries risk ตามตาราง 
 
 

รปูที ่15  การผสมอาหารเล้ียงเช้ือกบัน ้ าลายโดยหมุนถาดเป็นรูปเลขแปด 
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การแปลผล 

 
 

 
 
 
 
 

 
รปูที ่16 ลกัษณะโคโรนีเจรญิบนอาหาร Rogosa agar ทีเ่จอืจางลง 10 เทา่ 100 เทา่ และ 1000 เทา่  

 

ปฏิบติัการท่ี 6.3 : การวดัอตัราการสร้างกรดอนัเน่ืองจากแบคทีเรียในคราบจุลินทรีย์ 
 

Snyder’s Test เป็นการวดัอตัราการสรา้งกรดของจลุนิทรยี์ในชอ่งปากกลุ่มทีเ่ป็น acidogenic 
microorganism เมือ่จลุนิทรยี์เหล่านี้เจรญิในอาหารเลี้ยงเชื้อ เมตาบอลซิมึของจุลนิทรยี์จะท าใหเ้กดิ
การเปลี่ยนสขีอง indicator คอื bromcresol green ซึ่งผสมอยู่ในอาหารเลี้ยงเชือ้ จากสเีขยีว pH 4.7 – 
5.0 ใหเ้ปลี่ยนเป็นสเีหลอืง pH 4.0 
 
Modified Snyder’s Test 
วสัดุอุปกรณ์และสารเคมี 

1. ไมพ้นัส าลฆีา่เชื้อแล้ว 
2. หลอดอาหารเลี้ยงเชื้อ modified Snyder’s 
 

วิธีทดลอง 
1. ใชไ้มพ้นัส าลป้ีายบรเิวณด้าน buccal ของฟันทัง้ 4 quadrant เพื่อกวาดคราบ biofilm ที ่

เกาะอยู่ออกมา 

จ านวน Lactobacilli (cfu/ml)     Score           Caries activity 
ปรมิาณเชื้อ < 1,000 0 Light or none 

1,000 < ปรมิาณเชือ้ < 10,000 1 Slight 
10,000 < ปรมิาณเชือ้ < 100,000 2 Moderate 

100,000 < ปรมิาณเชื้อ < 1,000,000 3 High 
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2. น าไมพ้นัส าลใีสใ่นหลอดทีม่อีาหารเลี้ยงเชือ้ modified Snyder’s ซึ่งอยู่ในสภาพ       semi  
fluid หมนุไมพ้นัส าล ี 5 รอบ หกัสว่นปลายของไมท้ี่ใช้มอืจบัทิ้ง ปิดจกุหลอดอาหารเลี้ยงเชือ้ไว้อย่าง
เดมิ ดงัภาพ  
 

      
 
 
 
 
 

3. น าเขา้ตู้เลี้ยงเชือ้ อณุหภูม ิ37 oC บนัทกึผลทุก 24 ชัว่โมง เป็นเวลา 3 วนั 
4. บนัทกึผลโดยสงัเกตการเปลี่ยนแปลงสขีอง indicator ในอาหารเลี้ยงเชื้อ และบนัทกึ

ระยะเวลาทีม่กีารเปลี่ยนแปลงจากสเีขยีวเป็นสเีหลือง เนื่องจากมกีารสรา้งกรด  
การแปลผล 
 

Caries Activity การเปล่ียนแปลง 
24 ชัว่โมง 48 ชัว่โมง 72 ชัว่โมง 

Marked เปล่ียนสีสีเขียวเป็น
สีเหลือง 

Moderate ไมเ่ปลี่ยน เปล่ียนสีเขียวเป็นสี
เหลือง 

 

Slight ไมเ่ปลี่ยน ไมเ่ปลี่ยน เปล่ียนสีเขียวเป็นสี
เหลือง 

Negative ไมเ่ปลี่ยน ไมเ่ปลี่ยน ไมเ่ปลี่ยน 
 
 
 
 

1) ถอืไมพ้นัส าลดี้วยนิ้วโป้ง    
   นิ้วชี ้และนิ้วกลางดงัภาพ  
   จากนัน้เอาจุกส าลอีอก โดย 
   ใชน้ิ้วกอ้ยเกีย่วส าลทีีปิ่ดจกุ 
   หลอด  

2) ใสไ่มพ้นัส าลลีงในหลอด  
    แล้วหกัปลายไมส้ว่นเกนิ 
    ทิง้  

3) ปิดจกุส าลไีวด้งัเดมิ  
   สงัเกตวา่สว่นของส าลซีึ่ง 
   มคีราบจุลนิทรยี์จุม่อยู่ใน 
   อาหารเลี้ยงเชือ้ 
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ชือ่.........................................................................................เลขประจ าตวั..................... .......... 
 

 Number of mutans streptococci 
ความหนาแน่นของจ านวน mutans streptococci …………………% 
Score: ________ แปลผลวา่ ______________________________ 
 

 Number of Lactobacilli spp 
ความหนาแน่นของจ านวน Lactobacilli………………cfu/ml 
แปลผลวา่ ____________________________________________ 

 
      Modified Snyder’s Test 

 
ชัว่โมง สีของ Modified Snyder Media 
24 ช.ม.  
48 ช.ม.  
72 ช.ม.  

 
แปลผลได้วา่.................................................................................................................. ..... 
 

จากผลการทดลอง จงอภิปรายว่า ท่านคิดว่า ท่านเส่ียงต่อการเกิดโรคฟันผมุากน้อยเพียงใด 
และท่านคิดว่ามีปัจจยัอย่างอ่ืนๆ อะไรบ้างท่ีจะช่วยประเมินความเส่ียง 
……………………………………………………………………………………………………………
……………………………………………………………………………………………………………
……………………………………………………………………………………………………………
……………………………………………………………………………………………………………
……………………………………………………………………………………………………………
…………………………………………………………………………………………………………… 
 

แบบบนัทึกผลปฏิบติัการท่ี 6.1-6.3 
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4. ประโยชน์ท่ีได้รบัและการน าไปประยุกต์ใช้ในงานอ่ืนๆ 

1. เมือ่นักศกึษามคีวามรู้และเขา้ใจในการตรวจหาเชื้อแบคทเีรยีในช่องปาก สามารถน าไป
ตรวจหาเชือ้และสาเหตุการเกดิโรคในชอ่งปากได้ 

2. นักศกึษาเขา้ใจกลไกการเกดิโรคฟันผุ สามารถป้องกนัการเกดิโรคได้อย่างถูกต้อง และ
สามารถน าไปเผยแพรแ่กป่ระชาชนได้ 

3. นักศกึษาทนัตแพทย์เมื่อจบการศกึษาไปสามารถน าความรูไ้ปต่อยอดการศกึษาในระดับ
ทีส่งูข ึน้ ปรญิญาโทและปรญิญาเอกได้ 

4. นักศกึษาทนัตแพทย์สามารถน าความรูผ้ลติผลงานวจิยัใหม่ๆ ใหท้นัสมยัตลอดเวลา 
5. นักศกึษาทนัตแพทย์สามารถน าความรู้ทีไ่ด้ไปศกึษาเฉพาะทางได้ เชน่ โรคปรทินัต์และ

การป้องกนัโดยใชส้มนุไพร การใชท้รพัยากรธรรมชาตยิบัยัง้เชือ้กอ่โรคฟันผุ เป็นต้น 

5. สรปุจุดท่ีเป็นวิธีปฏิบติัท่ีเป็นแบบอย่างท่ีดี 
 

1. คูม่อืปฏบิตักิารทดลองรายวชิาชวีวทิยาช่องปากและวทิยาการโรคฟันผุ เป็นแนวทางให้
นักศึกษาทันตแพทย์ปฏิบัติการทดลองได้อย่างถูกต้อง สอดคล้องกับเป้าหมายใน
รายวชิา 

2. คู่มอืปฏิบัติการทดลองนี้นักศกึษาทนัตแพทย์สามารถอธบิายแก่ผู้ป่วยหรือประชาชน
ทัว่ไปใหเ้ขา้ใจและมคีวามรูเ้กีย่วกบัโรคในชอ่งปากและวธิป้ีองกนัโรคในชอ่งปากได้อย่าง
ถูกต้อง เพื่อลดอตัราเสีย่งการเกดิโรคด้วย 

3. คูม่อืปฏบิตักิารทดลองนี้เป็นแนวทางความรูเ้ชงิปฏบิตัิการและวเิคราะหใ์หน้ักศกึษาทนัต
แพทย์รุน่ต่อๆไปได้ศกึษา 
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ภาคผนวก 
 

วิดิโอประกอบการเรียนการสอนปฏิบติัการชีววิทยาช่องปากและวิทยาการโรคฟันผ ุ 
 
     
 

           
 

 

           


