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ENGLISH  ABSTRACT 

# # 5476553033 : MAJOR PHARMACEUTICAL CARE 
KEYWORDS: SILK / WOUND DRESSING / SPLIT-THICKNESS SKIN GRAFT DONOR SITE / WOUND HEALING 

SUKHONTHA HASATSRI: COMPARATIVE CLINICAL EFFICACY OF WOUND DRESSING CONTAINING 
SILK FIBROIN WITH BIOACTIVE COATING LAYER VERSUS MEDICATED PARAFFIN GAUZE DRESSING 
IN THE TREATMENT OF SPLIT-THICKNESS SKIN GRAFT DONOR SITES. ADVISOR: PROF. PORNANONG 
ARAMWIT, Ph.D., CO-ADVISOR: ASSOC. PROF. APICHAI ANGSPATT, M.D.{, 150 pp. 

         

The objectives of this study were to evaluate the safety and efficacy of wound dressing containing silk fibroin 
with bioactive coating layer in healthy volunteers using a skin patch test and in the treatment of Split-Thickness Skin 
Graft (STSG) donor sites compared with commercially available medicated paraffin gauze dressing, Bactigras®, a 
standard treatment.   

Each back of 110 healthy volunteers was divided into the left and right sides and was randomized to receive 
the wound dressing containing silk fibroin with bioactive coating layer or Bactigras®. Both dressings were left for 3 days. 
After that, both dressings were changed and left for an additional 3 days. Seven to ten days later, both dressings were 
applied on the identical areas and left in place for 3 days. There was no evidence of skin irritation measured by 
Mexameter MX18®. Although, the results obtained from the Repeated Insult Patch Test (RIPT) scale revealed there was 
evidence of mild and moderate erythema in the wound dressing containing silk fibroin with bioactive coating layer group 
(3.64%), this evidence was comparable to the commercial wound dressing. 

Each donor site of 30 split-thickness skin graft donor sites from 23 patients was divided into the upper and 
lower sides and was randomized to receive wound dressing containing silk fibroin with bioactive coating layer or 
Bactigras®. The results showed that the healing time of STSG donor sites treated with the wound dressing containing 
silk fibroin with bioactive coating layer (11.0 ± 6.0 days) was significantly faster than that treated with Bactigras® (14.0 ± 
6.0 days) (p=10-6). The sides treated with the wound dressing containing silk fibroin with bioactive coating layer showed 
significantly less pain (p ≤ 10-4) and more rapid recovery in the water barrier function (p = 10-5) than those treated with 
Bactigras® on all evaluation days. There were no signs of STSG donor site infection in either wound dressing group. 
AST, ALT, ALP, albumin, BUN and Scr were decreased after operation; however, the median of all parameters was in 
the normal range. The morphology of epithelial cells attached on the wound dressing containing silk fibroin with bioactive 
coating layer after falling off spontaneously under the microscope showed a definite border of cells, indicating a better 
shape of epithelial cells. 

In conclusion, wound dressing containing silk fibroin with bioactive coating layer can be used as optional 
treatment for STSG donor sites due to an acceptable safety profile in healthy volunteers and its promotion of wound 
healing and minimizing pain without adverse effects in the treatment of STSG donor sites. 
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CHAPTER I 
 

INTRODUCTION 

 
1.1 Background and rationale 

 A wound can be classified according to the method of wound closure (primary, 
secondary, and tertiary wound closure). Suture is the method of primary wound closure. 
It is the appropriate method for clean wounds without serious wound exudate. In case of 
clean wounds with tissue loss or infected wounds, the wounds should be closed by 
secondary wound closure. With this method, the wound is left open and treated with 
wound dressing changes to reduce the risk of infections and prevent further trauma. 
Finally, infected wounds with extensive tissue loss should be closed by tertiary wound 
closure. In this case, the wound is debrided and left open for a few days. Then, the wound 
is closed by primary (suture) or secondary (covered with appropriate wound dressing) 
wound closure according to the evidence of infection and the presence of red granulation 
tissue (7, 8). 

  From the method of wound closure, choosing an appropriate wound dressing has 
an important role for wound care. Maintaining a moist wound environment to promote 
epithelialization, the ability to absorb wound exudate and minimizing pain are the most 
important properties of the ideal wound dressing. Wound dressings can be categorized into 
three types (passive, interactive, and active dressings) (9). Passive dressings or tulle gras 
(such as Jelonet® and Bactigras®) are inexpensive and easy to use, but they adhere to the 
wound surface and they cannot absorb wound exudate. Whereas, interactive dressings or 
semi-occlusive/occlusive dressings with absorption capacity (such as DuoDERM® and 
Allevyn®) do not insert any biological substances to promote wound healing. Moreover, 
active dressings or wound dressings with biological substances (such as human skin 
equivalent or growth factors) to promote wound healing are still very expensive because 
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they are only imported (10-15). Therefore, we have developed a new biomaterial based on 
Thai silk for wound dressing application. This new agricultural innovation will enhance 
economic growth (decreasing imports or increasing exports) and patients can have access 
to wound dressing with a wound healing promoting substance at a low cost.  
  Silk is composed of two types of proteins: silk fibroin (SF) and silk sericin (SS). SF 
and SS were used to provide a wound healing promoting property in our wound dressing 
because of their biological properties. Based on previous in vitro studies, SF and SS can 
support attachment, proliferation and migration of keratinocytes and fibroblasts. In addition, 
SS can enhance collagen production (16-20). These properties help to accelerate re-
epithelialization or promote wound healing. Moreover, SF and SS can be used as 
biomedical materials because of their physico-chemical properties, including 
biodegradability and biocompatibility (18, 21-23). Minoura (1990) (21) developed 1% SF 
membrane. The result of enzymatic degradation using protease showed that the SF 
membranes degraded sharply in the first few days. For 7.5:5% SS/gelatin films, the films 
degraded completely within 2 weeks in phosphate buffered saline (pH 7.4). It was also 
found that the films with less content of SS degraded at a slower rate (23). Development of 
2:1% SF/elastin scaffolds showed no toxicity to BJ5ta cell line, normal human skin 
fibroblasts (18). Also, development of 0.4:0.4% sericin/collagen membranes showed no 
toxicity to HaCat human keratinocyte cells and 3T3 fibroblast cells (24). 
  For in vivo studies of SF, Inpanya (2012) (17) developed 2% SF film. Results from 
the full thickness skin wound model in diabetic rats indicated that the wounds dressed with 
SF film were smaller than untreated wounds after 7 days. Moreover, the wounds dressed 
with SF film showed almost complete healing after 14 days. For in vivo studies of SS, 
Siritienthong (2012) (25) developed 3:2% SS/polyvinyl alcohol scaffold, the results also 
showed that the time needed for complete healing of a full thickness skin wound in rats was 
significantly faster for SS/polyvinyl alcohol scaffold than polyvinyl alcohol scaffold (14  and 
21 days, respectively). 
  In patients who underwent abdominal wall fascial repair, SF biologic scaffold 
supported the repair of the abdominal wall by subcutaneous placement. SF biologic 
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scaffolds were completely removed at 10.7 days ± 2.9 days with low complication rates 
(6.5%) (26). In patients who underwent the split-thickness skin graft (STSG) procedure, the 
time for complete healing of the donor sites treated with SS scaffold (12 ± 5.0 days) was 
significantly shorter than those treated with Bactigras® (14 ± 5.2 days). In addition, on the 
first 4 post-operative days, the patient’s pain level was significantly lower in the donor sites 
treated with the SS scaffold (27).  
  Due to their advantages in wound healing, SF and SS were selected to develop the 
innovative bi-layered wound dressing which is composed of an SF-SS/gelatin spongy 
bioactive layer over the wax-coated SF woven fabrics contact layer (or called “wound 
dressing containing silk fibroin with bioactive coating layer”). Both SF and SS were mixed 
with a gelatin solution (natural polymer) in order to form a spongy structure to increase the 
ability of the wound dressing to absorb wound exudate. Although the wound dressing 
containing the silk fibroin with a bioactive coating layer could absorb less wound exudate 
than the Allevyn® dressing (highly absorbent wound dressing) in a wound bed model, they 
had different patterns of absorption ability. The Allevyn® dressing showed high absorption 
ability at the first 3 h and then it became steady, while the wound dressing containing the 
silk fibroin with bioactive coating layer could continuously absorb wound exudate during 
the first 24 h (28). In addition, SF woven fabrics were immersed in a carnauba wax solution 
to reduce the adherence to the wound surface. In the peel test with porcine skin, SF woven 
fabrics showed less adhesion than commercial wound dressing mesh (Sofra-tulle®) (29). 
For wound healing promoting properties, the wound dressing containing silk fibroin with 
bioactive coating layer can support cell attachment, proliferation, migration and collagen 
production in an in vitro study (28, 29). In vivo tests of full-thickness wounds of rat skin 
showed that wounds treated with the wound dressing containing the silk fibroin with 
bioactive coating layer had a greater extent of wound size reduction, epithelialization and 
collagen formation than those treated with 3M™ Tegaderm® high performance foam 
adhesive dressing (29). 
  According to its advantages of the wound dressing containing the silk fibroin with a 
bioactive coating layer in vitro and in vivo study, the objective of the present study is to 
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investigate the clinical safety of this innovative bi-layered wound dressing in healthy 
volunteers by using a skin patch test. 

The wound area following the STSG procedure can be used as a wound model 
for a comparative study because of its smooth surface and uniform thickness. In addition, 
it is a clean wound because the surgeon makes it in a sterilized environment (operating 
room). STSG is one skin graft technique that takes healthy skin (epidermis and part of 
dermis) and uses it to cover a wound. The new wound area after harvesting the healthy 
skin is called the “STSG donor site” (1, 30). At STSG donor site management at King 
Chulalongkorn Memorial Hospital, Bactigras® (medicated paraffin gauze dressing) has 
been used on donor sites. Apart from investigating healthy volunteers’ safety profiles, the 
objective of the present study is to compare the clinical efficacy and safety of this 
innovative bi-layered wound dressing with standard dressing (Bactigras®) in the treatment 
of STSG donor sites, with regard to the healing time, patients’ pain intensity, the skin’s 
transepidermal water loss (TEWL) after healing, evidence of infection, systemic effects on 
hepatic and renal functions and the morphology of cells attached to the wound dressing 
at King Chulalongkorn Memorial Hospital.  
 
1.2 Objectives 

1.2.1 To investigate the clinical safety of the wound dressing containing the silk fibroin 
with bioactive coating layer in healthy volunteers by using a skin patch test. 

1.2.2 To investigate the clinical efficacy and safety of the wound dressing containing 
the silk fibroin with bioactive coating layer compared with standard dressing 
(medicated paraffin gauze dressing; Bactigras®) in the treatment of split-thickness 
skin graft donor sites. 
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1.3 Hypotheses 

1.3.1 Wound dressing containing silk fibroin with a bioactive coating layer shows minimal 
skin irritation or sensitization after patch testing in healthy volunteers. 

1.3.2 STSG donor sites treated with wound dressing containing silk fibroin with a bioactive 
coating layer shows shorter healing time, less pain and more rapid TEWL recovery 
than those treated with standard dressing (medicated paraffin gauze dressing; 
Bactigras®). Moreover, there should be no difference in the rate of infection and 
adverse events between STSG donor sites treated with wound dressing containing 
silk fibroin with a bioactive coating layer and those treated with medicated paraffin 
gauze dressing. 

 
1.4 Scopes 

1.4.1 A skin patch test was conducted to investigate the clinical safety of wound dressing 
containing silk fibroin with a bioactive coating layer in terms of the severity of skin 
irritation or sensitization in healthy volunteers between November 2012 and 
February 2013 at the Department of Pharmacy Practice, Pharmaceutical Sciences, 
Chulalongkorn University, Bangkok, Thailand. 

1.4.2 The prospective, randomized, controlled, match pair clinical trial was conducted to 
investigate the clinical efficacy and safety of wound dressing containing silk fibroin 
with a bioactive coating layer in terms of the healing time, patients’ pain intensity, 
the skin’s TEWL after healing, evidence of infection, and the systemic effects on 
hepatic and renal functions in the treatment of STSG donor sites between October 
2013 and December 2014 at the Division of Plastic and Reconstructive Surgery, 
Department of Surgery, King Chulalongkorn Memorial Hospital, Bangkok, Thailand. 

 

 

 

 



 

 

CHAPTER II 
 

LITERATURE REVIEWS 

 
2.1 Wound  

  A wound can be classified according to the method of wound closure as follows: 
2.1.1 Primary wound closure 
  Suture is the method of primary wound closure (skin edges are brought together). 
This is the most common method to close a wound and appropriate for clean wounds 
without serious wound exudate. If the wound cannot be closed by suture because of tissue 
loss, excessive swelling or being infected, a secondary wound closure should be taken 
done (7, 8). 
2.1.2 Secondary wound closure 
  The wound is left “open” and allowed to heal by itself with wound dressing changes. 
The wound is covered with dressing to reduce the risk of infection and prevent further 
trauma. There is no one wound dressing type suitable for all wounds. Therefore, choosing 
an appropriate wound dressing is an important role for wound healing in this method (7, 8). 
2.1.3 Tertiary wound closure 
  In case of infected wounds with extensive tissue loss, the wounds should be 
debrided to remove dead, damaged or infected tissue and then left open for a few days. 
After that, the wound is closed by primary (suture) or secondary (covered with appropriate 
wound dressing) wound closure according to the evidence of infection and the presence 
of red granulation tissue. It is also called “delayed primary wound closure” (7, 8). 
  There are many factors that affect wound healing. They can be categorized into 
local and systemic factors as shown in Table 1. Factors that directly come from the 
characteristics of the wound itself are called “Local Factors”. Size, depth, location and 
duration of the wound are important factors to determine wound assessment. Wounds with 
less tissue loss can be closed by primary wound closure. Whereas, wounds with more 
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tissue loss or ones that are larger in size and depth should be closed by secondary wound 
closure. Wounds that are large in size (> 2 cm2) or depth (tendon, ligament or bone are 
exposed), or the location is in poorly vascularized tissue or have long duration (> 2 months) 
can lead to delayed wound healing (31, 32).  
  A temporary low level of oxygen or hypoxia after an injury enhances wound healing 
by induction cytokine and growth factor production from keratinocytes, fibroblasts and 

macrophages such as TNF-, TGF-, PDGF, VEGF, and endothelin-1. On the other hand, 
chronic hypoxia interferes with re-epithelialization and collagen production. Bacterial 
infection also plays an important factor for wound healing, particularly P. aeruginosa and 
Staphylococcus infection. If there is a bacterial infection, prolonged inflammation (or 

prolonged elevation of pro-inflammatory cytokines such as IL-1 and TNF-) will occur (31). 
 
Table 1: Factors affecting wound healing 

Local factors Systemic Factors 
Size, depth, location and duration of wound  Age  
Oxygenation Diseases 
Infection Medications 
 Alcoholism and smoking 
 Nutrition 

 
  Systemic factors refer to the patient’s characteristics, disease status or overall 
health condition which influences wound healing. In patients older than 65 years of age, 
chemokine production and macrophage phagocytic capacity (inflammatory response), re-
epithelialization, angiogenesis and collagen production can be altered as a result of 
decreased rates of wound healing (31, 33). In addition, diabetes is an important comorbid 
condition that can affect wound healing involving a high metalloproteases level, hypoxia, 
impaired angiogenesis, decreased host immune resistance and fibroblasts and epithelial 
cell dysfunction (31). Many patients are treated with medication that can interfere with 
wound healing such as corticosteroids and chemotherapeutic drugs. Corticosteroids inhibit 
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macrophage levels and suppress fibroblast proliferation and collagen production. 
Chemotherapeutic drugs impair fibroblast proliferation, decline wound matrix formation and 
impair immune functions (31, 34). Alcohol consumption and smoking can also affect wound 
healing. Alcohol intake increases susceptibility to infection and impairs wound healing by 
inhibiting angiogenesis and collagen synthesis, interfering with pro-inflammatory cytokine 
release. Smoking decreases the numbers of monocytes and macrophages and impairs 
fibroblast migration and proliferation (31). Lastly, glucose, amino acids (arginine and 
glutamine), polyunsaturated fatty acid, and vitamins (retinol, L-ascorbic acid, tocopherol, 
magnesium, zinc, copper and iron) play an important role in wound healing. Therefore, the 
nutrition status should be monitored in patients with chronic wounds or those who cannot 
take food by month (31, 34). 
  
2.2 Wound dressing 

  In the secondary wound closure method, if the wound is left open without wound 
dressing, a hard scab will form from the drying of wound exudate and the risk of infection 
and trauma will increase. Although mesh gauze is still the most commonly used wound 
dressing, the development of a new wound dressing will help to achieve the ideal wound 
dressing properties for optimal wound healing (Table 2) (3).  
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Table 2: Properties of the ideal wound dressing (3, 35) 
Maintains a moist environment 
Absorbs exudate 
Allows for gaseous exchange 
Minimizes pain 
Protects from micro-organisms contamination 
Protects from mechanical trauma 
Is comfortable to remove or change 
Non-allergenic 
Easy-to-use 
Cost-effective 

 
  The ideal wound dressing should absorb excess wound exudate and provide a 
moist wound environment because moist wounds heal faster than dry wounds. Therefore, 
the amount of wound exudate should be considered in order to select an appropriate wound 
dressing based on the absorption capacity of the wound dressing. Moreover, wound 
dressings that are difficult to use may not be appropriate for patients who require assistance 
(3).  
  Wound dressings can be categorized into three types (passive, interactive, and 
active dressings) and are subdivided into four groups (non-occlusive, semi-occlusive, 
occlusive, and biologic dressings) (Table 3) (9). Non-occlusive, semi-occlusive, and 
occlusive dressings are classified by evaporative water loss. Non-occlusive dressings are 
made of a fine mesh gauze (such as Bactigras®, Sofra-tulle) and are permeable to water 
vapor, fluid and micro-organisms. Therefore, they are unable to absorb wound exudate and 
cannot protect the wound from micro-organisms contamination. Moreover, they are allowed 
to dry out and stick to the wound surface causing pain and trauma. However, it is still the 
most commonly used wound dressing because it is inexpensive and easy-to-use. Semi-
occlusive dressings are permeable to water vapor, but impermeable to fluid and 
microorganisms. Occlusive dressings are impermeable to water vapor. Both dressing types 
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(semi-occlusive and occlusive dressings) can provide a moist wound environment to 
promote wound healing and control the amount of wound exudate. Biologic dressings can 
promote wound healing by providing biological substances such as human skin equivalent 
or growth factors (9, 36). 
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  Passive dressings or tulle gras are inexpensive and easy to use, but adhere to the 
wound surface and cannot absorb wound exudate. Whereas, interactive dressings or semi-
occlusive/occlusive dressings with absorption capacity do not insert any biological 
substances to promote wound healing. Moreover, active dressings or wound dressings with 
biological substances (such as human skin equivalent or growth factors) to promote wound 
healing are still very expensive because they are only imported (10-15). If the active 
dressings with non-adherent, absorbent properties and a low cost can be developed, they 
will be useful for patients. 
  In this comparative research, we have developed a new biomaterial based on Thai 
silk for wound dressing application. It can be classified as a biologic dressing type. 
Bactigras® (a mesh gauze impregnated with paraffin and 0.5% w/w chlorhexidine acetate) 
was chosen as the control wound dressing (Figure 1). 

 

 
 

Figure 1: Medicated paraffin gauze dressing (Bactigras®) from Smith & Nephew 
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2.3 Silk 

  Silkworm or Bombyx mori (scientific name) is in the family Bombycidae. Silkworm 
produces a cocoon around itself for protection. The cocoon consists of a twin-core fiber 
called SF protein and an outer gummy covering substance called SS protein, or silk gum. 
Therefore, the silk is composed of two types of proteins, SF and SS. 70 - 80% of the total 

cocoon weight are SF and 20 – 30% are SS (37-41).  
 
2.3.1 Silk fibroin (SF) 
  SF is insoluble in water and is mainly composed of 48% glycine, 32% alanine and 
11% serine (42). Normally, the SF extraction method consists of three steps: degumming, 
dissolving and dialysis. Degumming is a process to eliminate SS by boiling it in 0.02 M 
Na2CO3 and then the degummed SF is dissolved in 9.3 M LiBr at 60°C, followed by dialysis 
for 3 days (43). SF is a widely used natural polymer for biomaterial applications, particularly 
for wound healing applications, because of its biological and physico-chemical properties.  
  For biological properties, there are various formats for SF such as film and scaffold.    
These forms have been proven to enhance cell attachment and proliferation, as shown in 
Table 4. These properties help to accelerate re-epithelialization (to promote wound healing). 
 
Table 4: Attachment and proliferation tests of SF 

Composition and form Cell type 
SF microfibers, SF nanofibers 
and SF film (16) 

Normal human oral keratinocyte cells 

SF film (17) Human skin fibroblast cells 
SF membrane (44) Human tympanic membrane keratinocyte cells 
SF scaffold (45) Human foreskin fibroblast cells 
SF/collagen and SF/gelatin scaffolds 
(46) 

Rat chondrocyte cells 
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For physico-chemical properties, SF has high oxygen permeability, high water 
vapor permeability, good mechanical property, minimal inflammatory reaction, and 
biodegradability and biocompatibility (21, 47, 48). Minoura (1990) prepared 1% SF 
membranes to determine the physico-chemical properties. The results showed that SF 
membranes had water vapor permeability similar in comparison with the rate of water 
evaporation through normal skin. They also degraded sharply in the first few days (21). 
Santin (1999) prepared 0.5% SF membranes to determine the inflammatory reaction of 
the SF. SF membranes activated mononuclear cells at a lower level than the reference 
materials (48). In addition, the development of 2:1% SF/ elastin scaffolds showed no 
toxicity to the BJ5ta cell line (normal human skin fibroblasts) (18). These properties 
indicated that SF can be used as wound dressings. 

In vivo study, the result of the safety evaluation (of rat subcutaneous tissue) found 
that the level of irritation of Thai SF scaffold (6.5% SF) was non-irritating to slightly irritating  
compared to the control group (Gelfoam®) and the inflammatory response did not 
significantly differ from the control group (49).  For efficacy evaluation, the full thickness 
skin wounds in the rats treated with electrospun SF nanofibers healed faster than those 
treated with Tegaderm. The rat wounds treated with electrospun SF nanofibers were 
completely healed at 2 weeks post wound creation (50). The results of other studies also 
demonstrated that the rat wounds treated with SF healed faster than those treated with 
the control commercial wound dressing (Table 5). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

18 

Table 5: In vivo efficacy evaluation (time to complete healing) of SF in rats 
Composition and form Wound type Time to complete healing 

SF nanofibers (50) Full-thickness skin wound 
on dorsum 

14 days for 8% SF 
>14 days for Tegaderm 

SF film (17) Full-thickness skin wound  
on dorsum ( diabetic rats) 

14 days for 2% SF 
>14 days for untreated wound  

SF/Polyvinyl alcohol film 
(51) 

Full-thickness skin wound 
on dorsum 

15 days for SF/PVA 
>15 days for untreated wound 

SF sponge (52) Full-thickness skin wound  
on dorsum 

7 days for 1% SF 
12 days for Nu GauzeTM 
(half the healing time) 

   
  To date, only one study has investigated the clinical efficacy and safety of SF 
biomaterials. In 2014, Clemens et al. conducted a multicenter retrospective review in 
patients who underwent abdominal wall fascial repair. SF biologic scaffold could support 
and repair the abdominal wall with subcutaneous placement. The results showed that SF 
biologic scaffolds were completely removed at 10.7 days ± 2.9 days with low complication 
rates (6.5%) (26).  
 
2.3.2 Silk sericin (SS) 

SS is soluble in hot water and is mainly composed of 30% serine, 20% aspartic 
acid, 10-17% glycine, etc.) (19, 38, 53). In the textile industry, part of the SF fiber is used 
for weavinge. Therefore, the SS must be eliminated from cocoon through a degumming 
process ( 22 ) . However, it can increase the value by recycling the SS waste solution.  
Several studies demonstrated the SS properties, including the moisturizing property, anti-
aging effect, the antioxidants, and being chemoprotective. Therefore, SS is suitable for 
cosmetic or dietary food applications (54-56). Moreover, the SS has wound healing 
promoting and physico-chemical properties, which lead to the development of many 
types of wound dressings. In the past several years, many research studies have provided 
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evidence of wound healing activities, biocompatibility and biodegradability of SS from 
both in vitro, in vivo and clinical studies. 

In vitro study, methionine is an essential amino acid for collagen synthesis, which 
is essential for the acceleration of wound healing (57) .  It was found about 0.1 – 3.4% of 
SS, depending on the extraction method and strain of silk ( 19 , 53 , 58) . There are four 
methods to extract the SS, including extracting with heat (deionized water), and urea, acid 
and alkaline. SS extracted from heat (deionized water) showed the highest methionine 
content (~3.4%) while SS extracted from other methods showed 0.1-0.2% methionine 
content. SS extracted from different Thai silk strains also have different methionine content 
(Table 6). In this study, SS were extracted from Thai silk strain (bivoltine, white shell) and 
were extracted by heat (deionized water). 
 
Table 6: Methionine content of silk sericin from various Thai silk strains (mol%) (53, 58) 
 Bombyx mori 
Amino acid Bivoltine,  

white shell 
Bivoltine,  

greenish shell 
Bivoltine,  

yellow shell 
Multivoltine 

Methionine 3.39 0.57 0.18 0.11 
 
Several studies have revealed attachment and proliferation properties of SS in 

various cell types (Table 7). All SS forms (solution, film, scaffold, etc.) can enhance 
attachment and proliferation of keratinocyte and fibroblast cells. 
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Table 7: Attachment and proliferation tests of SS 
Composition and form Extraction method 

for SS 
Cell type 

SS solution (59) Alkaline - Murine hybridoma 2E3-O cells 
-Human hepatoblastoma HepG2 cells 
-Human epithelial HeLa cells 
-Human embryonal kidney 293 cells 

Petri dish coated with 
SS solution (20) 

Urea -Human skin fibroblast cells 

SS/SF membrane (60) Heat (deionized 
water) 

-Human corneal limbal epithelial cells 

SS/SF film (61) Alkaline -MG63 human osteoblast-like cells 
SS/PEG-DE* film (62) Heat (deionized 

water) 
-Rat embryo epithelial cells 

SS/gelatin film and 
scaffold (23) 

Alkaline -AH927 feline-fibroblast cells 

SS/PVA** scaffold (63) Heat (deionized 
water) 

-L929 mouse fibroblast cells 

SS/CMC*** porous 
matrices (64) 

Alkaline -Human keratinocyte cells (HaCaT 
cells) 

SS/SF/gelatin sponge 
(29) 

Heat (deionized 
water) 

-L929 mouse fibroblast cells 

*Polyethylene glycol diglycidyl ether, **Polyvinyl alcohol, *** Carboxymethyl cellulose 
 
SS extracted from heat, alkaline and acid with concentration between 8-200 

µg/mL can stimulate collagen type I synthesis (~200-350 µg/mL) from L929 fibroblast 
cells. However, SS extracted from urea can also stimulate collagen type I synthesis, but 
in lower collagen production (~100 µg/mL) than other extraction methods (19). The 
collagen-stimulating effect of SS is concentration-dependent and at high concentrations 
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are toxic to cells (> 200 µg/mL) (19). However, collagen-stimulating effect of SS is also 
strain-dependent, because of differing methionine content. SS from the Thai silk strain 
(bivoltine, white shell) can stimulate collagen type I synthesis greater than other Thai silk 
strains (bivoltine, greenish shell and bivoltine, yellow shell), according to its high 
methionine content (58). 

In the cytotoxicity test, the development of SS/collagen membranes (0.4% SS + 
0.4% collagen) showed no toxicity to HaCat human keratinocyte cells and 3T3 fibroblast 
cells (24). In addition, the development of SF/SS films (2.25% SF and 0.25% SS) showed 
no toxicity to MG63 human osteoblast-like cells, because lactate dehydrogenase activities 
were equivalent to negative control (polystyrene wells) (61). The result in biodegradability 
showed that the 7.5:5% SS/ gelatin films degraded completely within 2 weeks in 
phosphate buffered saline (pH 7.4). It was also found that the films with lower content of 
SS degraded at a slower rate (23).  

In vivo study, the result in safety evaluation (rat subcutaneous tissue) found that 
the intensity of the inflammatory cells, necrosis, fibrosis and neovascularization of SS/PVA 
films and SS/PVA scaffolds were comparable to those of paraffin gauze dressing (27, 65). 
For the efficacy evaluation, several studies have demonstrated that the rat wounds treated 
with SS heal faster than those treated with the control commercial wound dressing (Table 
8). 
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Table 8: In vivo efficacy evaluation (time to complete healing) of SS in rats 
Composition and form Wound type Time to complete healing 

SS solution (66) Corneal abrasion*  24 h for 10% SS 
36 h for saline 

SS solution (67) Corneal abrasion** 48 h for 10% SS 
72 h for saline 

SS cream (68) Full-thickness skin wound 
on dorsum 

11 days for 8% SS 
15 days for cream base 

SS/PVA scaffolds (25) Full-thickness skin wound 
on dorsum 

14 days for 3% SS/2% PVA 
21 days for 2%PVA 

SS/SF/gelatin sponge (29) Full-thickness skin wound 
on dorsum 

14 days for 1% SS 
>14 days for Tegaderm 

*Normal rats, **diabetic rats 
   
  Results from randomized controlled clinical study in patients showed that time for 
complete healing in wounds treated with SS was shorter than wounds treated with 
commercial wound dressing and no evidence of adverse reaction (27, 69) (Table 9). 
 
Table 9: Clinical study of SS in patients 

Composition and form Wound type Time to complete healing 
SS/silver zinc sulfadiazine 
cream (69) 

Burn wound  22 days for 8% SS/1% silver 
sulfadiazine /1% zinc oxide 

 29 days for 1% silver sulfadiazine/1% 
zinc oxide 

SS/PVA/glycerin scaffold 
(27) 

STSG donor site 12 days for 3% SS/2% PVA/1% glycerin 
14 days for Bactigras® 
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  The advantages of SF and SS in wound healing have led to the development of the 
wound dressing containing silk fibroin with a bioactive coating layer composed of bioactive 
(3% SF/gelatin and 1% SS) and a wax-coated SF woven fabrics contact layer (Figure 2). 
Previous studies showed that the wound dressing containing silk fibroin with a bioactive 
coating layer could absorb wound exudate because of its spongy and high density porous 
structure of bioactive layer (28). For the contact layer, SF woven fabrics were immersed in 
a carnauba wax solution to reduce the adherence to the wound’s surface. A peel test with 
porcine skin demonstrated that wax-coated SF woven fabrics were less adhesive than 
standard commercial wound dressing mesh (Sofra-tulle®) (29). Moreover, the wound 
dressing containing silk fibroin with a bioactive coating layer showed the wound healing 
promoting property in terms of supporting cell attachment, proliferation, migration and 
collagen production. In the rat full-thickness wound model, wounds treated with the wound 
dressing containing silk fibroin with a bioactive coating layer had a larger extent of 
epithelialization, wound size reduction, and collagen formation than wounds treated with 
commercial wound dressing (3M™ Tegaderm®) (28, 29). In this study, human clinical trials 
were performed in both healthy volunteers and patients. Healthy skin and STSG donor site 
wounds were selected for clinical safety and efficacy evaluations, respectively. 
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Figure 2: Wound dressing containing silk fibroin with bioactive coating layer 
 (A: macroscopic image, B: microscopic image, C: diagram of wound dressing) 

A 

C 

Fabric-based layer 

Bioactive layer 
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2.4 Skin grafting 

  Normally, if wounds cannot be closed by suturing (primary wound closure) or 
treated with wound dressing changes (secondary wound closure) because they have a 
large surface area (>3 - 4 cm) or cannot heal by themselves such as burn and chronic 
wounds, skin grafting should be used to close the wounds (7, 8). Skin grafting or skin 
transplantation is a surgical procedure that involves harvesting healthy skin (donor site) and 
transplanting it to the wound area (recipient site). The transplanted skin or skin graft consists 
of the epidermis and variable thickness of the dermis. Therefore, skin grafts can be 
classified according to the amount or thickness of the dermis (full-thickness and split-
thickness) (Figure 3). Full thickness skin grafts (FTSGs) consist of the epidermis and entire 
amount of the dermis. While, STSGs consist of the epidermis and part of the dermis and are 
subdivided into three types (thin, medium and thick) (Table 10). The thicker the skin graft, 
the greater graft quality but slower donor site re-epithelialization. Therefore, areas with high 
mechanical friction (such as joints and palm) are commonly covered with thicker dermal 
skin layers. However, thick STSGs consist of full hair follicles so unpleasant hair growth 
should be considered (1, 30, 70, 71).  
 

 
 

Figure 3: Classification of skin grafts (30) 
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  Skin grafts are also classified according to the sources, autograft (where the donor 
and recipient are the same subject), allograft (where the donor and recipient are different 
subjects but same species), isograft (where the donor and recipient are different subjects 
but same species with same genetic code such as twins) and xerograft (where the donor 
and recipient are different species) (70, 71).  
 
Table 10:  Classification of STSGs according to the thickness of the dermis (70, 71) 

Graft type Thickness (mm) 
Thin 0.15 – 0.30 

Medium 0.30 – 0.45 
Thick 0.45 – 0.60 

 
  The abdominal wall, anterior and lateral thigh are the most common donor areas for 
STSG. The posterior thigh can also be used as a donor site but it is more painful and difficult 
to care for. Debridement of the wound area (recipient site) is the first step of STSG. This 
step is to remove any dead, damaged, or infected tissue. Second, the size of the skin graft 
needed should be measured and traced for the area needed over the STSG donor site. 
Third, the surgeon adjusts the width and thickness of the electrically-powered dermatome 
(Figure 4). Forth, the surgeon holds the dermatome in 45° with the skin surface, then 
presses and moves it slowly from distal to proximal to harvest the healthy skin at the STSG 
donor site. Fifth, epinephrine soaked gauze is applied to the STSG donor site to stop 
bleeding. Sixth, the surgeon places the skin graft over the wound (recipient site) to cover 
and promote wound healing.  Finally, wound dressing is placed on the STSG donor site and 
covered with gauze pads to absorb wound exudate and is wrapped with elastic bandages 
to create localized pressure and to protect it from mechanical trauma (Figure 5) (1, 2, 8, 
30). The STSG donor site can be used as a wound model for comparative study because 
of its smooth surface and uniform thickness (Figure 5). In addition, it is a clean wound 
because the surgeon makes it in a sterilized environment (operating room). 
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Figure 4: Zimmer® electric dermatome 
 

  Traditionally, STSG donor sites have been treated with paraffin gauze dressing 
(Jelonet®) or medicated paraffin gauze dressing (Bactigras® and Sofra-tulle®). This type of 
wound dressing is inexpensive with easy-to-use but adheres to the wound’s surface which 
leads to trauma and cannot absorb wound exudate (10-13). Bactigras® (containing 
chlorhexidine acetate 0.5%) has been used on the donor site at King Chulalongkorn 
Memorial Hospital.  
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Figure 5: STSG procedure 
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  The STSG donor site has the same characteristic as a partial thickness burn or 
second-degree burn in terms of dermis lost and it heals by re-epithelialization. The STSG 
donor site usually heals within 7 – 21 days and the healing rate depends on the depth and 
size. Most patients have more discomfort at the donor site than the graft site. In addition, 
bacterial contamination may occur during the postoperative period which increases the risk 
of infection. Infection at the STSG donor site can transform a partial-thickness skin loss to a 
full-thickness skin loss. Therefore, it is important to follow-up on the healing time, the 
patient’s discomfort and any infection. Moreover, the STSG donor site after healing usually 
incurs scarring, discoloration and itching (table 11). Healed STSG donor site should be 
protected from UV exposure and dehydration. Therefore, sunscreen and mild moisturizer 
can be applied to the healed STSG donor site. (1, 8, 30, 36). 
 
Table 11: Donor site assessments (1, 12, 13) 
 Assessment methods 
Healing time Visual assessment (the dressing spontaneously peeled off  

from the donor site without exudate and pain) 
Patient’s pain level Visual analogue scale  
Infection Signs of infection (redness, swelling, inflammation, heat, 

purulent exudate or malodor) 
Hypertrophic scar or keloid Vancouver scar scale 
Itching Visual analogue scale 

 
  Several studies demonstrated that when the healing time was observed, the skin 
barrier function did not recover completely. Therefore, not only should the healing time, 
patient’s discomfort and possible infections be considered but also should the skin barrier 
function, as measured by transepidermal water loss (TEWL).   
 
 
 



 

 

30 

2.5 Transepidermal water loss (TEWL) 

  TEWL is the measure of the water vapor flux density diffusing from the skin to the 
external environment and it is commonly used in dermatological research as an important 
parameter for skin barrier function. TEWL values are affected by the skin area ranging from 
2.3 g/m2/h (breast) to 44.0 g/m2/h (axilla). The TEWL is 5.1 g/m2/h for the thigh area. 
Increased TEWL is regarded as skin barrier dysfunction or damaged skin. In contrast, 
decreased TEWL is regarded as recovered skin barrier function (72).  
  In this study, Tewameter® TM 300 is a measuring device for assessment of the TEWL 
based on diffusion law (Figure 6). In this instrument, the water vapor flux density was 
measured by two pairs of sensors (temperature and moisture) inside a hollow cylinder and 
the TEWL value can be calculated from the moisture value at two different sites (73). 
   

 
 

 
 

Figure 6: Tewameter® TM 300 
 

 TEWL measurement technique was used to evaluate treatment effect in several 
studies (74, 75). Dini (2008) studied the effect of Cavilon® film on the restoration of the 
skin barrier function in the treatment of pressure ulcer and venous leg ulcer. The results 
showed that TEWL values of wound treated with Cavilon® film decreased over time (202.5 
g/m2/h on week 0 and 113.4 g/m2/h on week 4 for pressure ulcer and 75.3 g/m2/h on week 
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0 and 49.7 g/m2/h on week 4 for venous leg ulcer) (74). Na (2011) studied the effect of 
platelet-rich plasma on the restoration of the skin barrier function in the treatment of laser 
wound. The results indicated that the wounds treated with platelet-rich plasma have a 
more rapid TEWL recovery than the control wounds (75). In addition, Silverman (1989) 
and Atiyeh (2003) studied the effect of wound dressing on the healing and restoration of 
the skin barrier function. The results from these studies showed that when healing times 
were observed, the TEWL values remained elevated because of incomplete functional 
skin barrier recovery (76, 77). Moreover, there were difference in the duration of the 
functional skin barrier recovery between the STSG donor sites treated with MEBO and 
Tegaderm dressing (67.4 and 150 days) (77). Therefore, TEWL measurement could be 
used as a quantitative and non-invasive assessment of the functional skin barrier recovery 
and used to investigate the clinical efficacy of the wound dressing containing silk fibroin 
with a bioactive coating layer in this study. 
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2.6 Erythema and melanin  

 Erythema is redness of the skin caused by skin inflammation. Melanin is skin 
darkening that can occur after the onset of skin redness by skin inflammation. In this study, 
Mexameter® MX18 is a measuring device for assessment of the erythema and melanin 
levels (Figure 7). It is commonly used in dermatological research. In this instrument, a 
receiver measures absorbed and reflected light at wavelengths for hemoglobin (568 and 
660 nm) and melanin (660 and 870 nm). The measuring surface area is 5 mm in diameter 
and higher levels of erythema and melanin mean higher amounts of hemoglobin and 
melanin pigments (78, 79).  
 

 
 

 
 

Figure 7: Mexameter® MX18 
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A previous study using a delayed type hypersensitivity in a murine model found 
that the auricular swelling rate was significantly positively correlated with the erythema 
level (measured by Mexameter® MX18) (r = 0.841, p < 0.001) (80). Takada et al. (81) 
studied the objective measurement of erythema caused by metal reagent in the skin patch 
test and found that the sensitivity and specificity of the interpretation method with the 
Mexameter® MX18 for International Contact Dermatitis Research Group (ICDRG) standard 
series (differentiated between doubtful or irritant reactions and weak or strong positive 
reactions) were 73.3% and 91.2%, respectively. Therefore, the measurement of erythema 
can be used to quantify the skin irritation. In addition, melanin levels were also obtained 
from this non-invasive instrument. Hyperpigmentation (overproduction of melanin) is a 
common response which occurs after cutaneous inflammation, particularly in contact 
dermatitis (82). Van der Wal et al. (83) reported that the melanin level (measured by 
Mexameter® MX18) strongly correlated with the hyperpigmentation score on the Patient 
and Observer Scar Assessment Scale (POSAS) (r = 0.75, 95% confidence interval, 0.51-
0.88). Therefore, measurement of melanin can be used to quantify skin darkness. 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

CHAPTER III 
 

RESEARCH METHODOLOGY 

 
3.1 Fabrication of the wound dressing containing silk fibroin with a bioactive 
coating layer 

 1. SF woven fabrics were immersed in the 0.1% carnauba wax solution and then 
dried overnight to obtain wax-coated SF woven fabric based layer. 
 2. Preparation of the SS and SF solutions before mixing, including autoclaving the 

cocoons at 121C for 1 hour to obtain the SS solution and degumming (by boiling it in 

0.02 M Na2CO3), dissolving (in 9.3 M LiBr at 60C for 4 hours) and dialysis for 3 days to 
obtain SF solution. In addition, gelatin was swollen in deionized water for 15 minutes and 

then warmed at 40C for 1 hour until it is completely dissolved. 
 3. SS solution was mixed with gelatin and SF solutions at 4% w/v total protein 
weight. 1% for SS solution and 3% for SF and gelatin solutions. With the 3% of SF and 
gelatin, the mixing ratio is 20:80 
 4. After mixing for 1 hour, the mixture was crosslinked with 0.02% glutaraldehyde 
for 10 minutes and then poured it into teflon mold, and then attached to wax-coated SF 
woven fabric based layer. 

 5. Kept it in 4C for 24 hours and then stopped the reaction by 0.1M glycine 
solution for 1 hour and then eliminated the residual glutaraldehyde by gentle stirring in 
deionized water for 6 hours with water changes 3 times. After that, the gel was frozen 
before lyophilization. 
 6. Lastly, scaffold was immersed in 20% v/v glycerine solution and allowed to dry 
for 10 hours before sterilization by gamma irradiation. 
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3.2 Phase I: Clinical safety of the wound dressing containing silk fibroin with a 
bioactive coating layer in healthy volunteers 

  
 The study protocol was approved by the ethics committee of the Faculty of 
Pharmaceutical Sciences, Chulalongkorn University, Bangkok, Thailand (Protocol review 
number 12-33-013 on 18 July 2012, Appendix A). 
 

Study design 
The study design was a prospective, randomized, controlled, match pair clinical 

trial.  
 
Study samples 
Healthy Thai citizens volunteered at the Department of Pharmacy Practice, 

Pharmaceutical Sciences, Chulalongkorn University between November 2012 and 
February 2013. A total of one hundred and twelve subjects were recruited for the study. 
The following were the criteria for the inclusion and exclusion of volunteers to the phase I 
study. 

 
Inclusion criteria 
1. Volunteers aged 18 to 65 years. 
2. Normal physical and neurological examinations. 
3. Volunteers who have provided written informed consent. 

 
Exclusion criteria 
1. Administration of any of the following drugs within the last 2 weeks: 

- Immunosuppressants 

- Oral and topical antihistamines 
- Oral and topical steroids 
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2. Diagnosis with any of the following diseases: 

- Skin diseases such as psoriasis, infectious skin diseases 
- Immunodeficiency diseases 

3. History of allergic or hypersensitivity reactions to SS or SF or paraffin or 
chlorhexidine acetate. 

 
Sample size 
McNamee (2008) recommended that the human patch test should be conducted 

on 100 healthy volunteers. With the sample size of 100, the probability of detecting skin 
adverse effects is 0.99 or 5 percent in the target population (84). 

Assuming a 10% loss to follow up (drop-out rate = 10%); 

 N   =   100 / (1-0.1)   =   111.11      112 subjects 
 
Randomization 
Each back area of eligible healthy volunteers was divided into the left and right 

sides. Back areas were randomized to receive pattern A (left side applied with the wound 
dressing containing silk fibroin with bioactive coating layer and right side applied with the 
medicated paraffin gauze dressing) or B (left side applied with the medicated paraffin 
gauze dressing and right side applied with the wound dressing containing silk fibroin with 
bioactive coating layer) by simple randomization. 

The back areas applied with the wound dressing containing silk fibroin with 
bioactive coating layer were the experimental group and the back areas applied with the 
medicated paraffin gauze dressing were the control group. 
 

Intervention 
The back areas were applied with the wound dressing containing silk fibroin with 

a bioactive coating layer and the medicated paraffin gauze dressing (Bactigras® from 
Smith & Nephew). 
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Data collection methods 
1. Healthy volunteers were assessed for eligibility according to the criteria 
2. Volunteers were informed that this information was being used in a research 

study and were told the objectives, methods, benefits and risks (Appendix B). 
The volunteers were asked to participate in the study. 

3. After giving their informed consent (Appendix C), baseline characteristics 
were recorded such as gender, age and weight (Appendix D). 

4. On the first visit, the back areas were divided into two sides and then baseline 
of erythema and melanin levels of the back skin were observed. Then, each 
side was randomized to receive the wound dressing containing silk fibroin with 
bioactive coating layer or the medicated paraffin gauze dressing, in the size 
of a 2×2 cm2 area and then covered with a self-adhesive non-woven fabric 
(Neofix®). Both dressings were left for 3 days. After that, both dressings were 
changed and left for an additional 3 days. This period was called the induction 
phase I and II. Seven to ten days (rest period) after the last induction 
application, both dressings were applied on the identical areas and left in 
place for 3 days. This period was called the challenge phase (Figure 8). 

5. At each phase, the levels of erythema (skin redness) and melanin (skin 
darkness) were measured by a Mexameter® MX18 (Courage + Khazaka 
electronic GmbH, Germany). Photos of the back skin were taken within 30 min 
after the dressings were removed and evaluated for any visual skin irritation 
or sensitization to collect frequency data using the Repeated Insult Patch Test 
(RIPT) scale (Appendix E) by 2 clinical dermatologists (85). At each phase, 
the measurement of erythema and melanin levels was repeated consecutively 
for twenty times by Mexameter® MX18 probe. 
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Figure 8: Schedule of phase I study in healthy volunteers 
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1st wound dressing attachment 

 

Day 4 
1st wound dressing removal & 
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Day 7 
2nd wound dressing removal  
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Day 17  
3rd wound dressing removal 
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Challenge 
phase 

Induction 
phase II 

Beginning phase 



 

 

39 

3.3 Phase II: Clinical efficacy and safety of the wound dressing containing silk 
fibroin with bioactive coating layer in the treatment of split-thickness skin graft 
donor sites 

 
The study protocol was approved by the institutional review board of the Faculty 

of Medicine, Chulalongkorn University, Bangkok, Thailand (Approval number 184/56 on 
30 July 2013, Appendix F, Clinical Trial Registration Number NCT02091076 title Efficacy 
and safety of silk fibroin with bioactive coating layer dressing). 
 
 Study design 

The study design was a prospective, randomized, controlled, match pair clinical 
trial  

 
Study samples 
Donor sites were of STSG in adult patients undergoing wound reconstructive 

surgery at the Division of Plastic and Reconstructive Surgery, Department of Surgery, King 
Chulalongkorn Memorial Hospital between October 2013 and January 2015. A total of 
thirty donor sites were recruited for the study. The following were the criteria for the 
inclusion and exclusion of patients to the phase II study. 
 

Inclusion criteria 
1. Patients aged 18 to 65 years. 
2. Patients requiring STSG due to burn, scar contracture, or others. 
3. The donor sites of STSG were located on the thigh. 
4. Patients provided written informed consent. 
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Exclusion criteria 
1. Donor sites were anywhere other than the thigh area. 
2. History of allergic or hypersensitivity reactions to SS or SF or paraffin or 

chlorhexidine acetate. 
3. There was a risk of transferring an infection from a nearby infected area to 

donor site such as acute burn patients. 
4. Immunocompromised patients such as those with acquired immunodeficiency 

syndrome (AIDS) and renal failure.  
5. Patients with diabetes mellitus. 
6. Patients with low serum albumin level (less than 3.0 g/dL) (86). 
7. Patients with psychiatric disorders or physical disabilities that hinders 

collaboration. 
8. Patients who were not comply with the study protocol. 

 
Sample size 
Formula for the calculation of sample size for studies using two related samples 

experiments is (87) 

N =  (Zα + Zβ)2 S2 
 

               D2 
  N   = sample size 

  Zα = Z value for alpha error 

  Zβ = Z value for beta error 
  S2 = variance expected  
  D2 = mean difference to be detected 
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Siritientong (2013) (27) reported that the day of re-epithelization for wounds 
treated with silk sericin-releasing bioactive wound dressing was significantly less than the 
day of re-epithelization for wounds treated with Bactigras® (12.0 ± 5.0 & 14.0 ± 5.2 days 
for silk sericin-releasing bioactive wound dressing and Bactigras® groups, respectively, p 
< 0.001). 

  α = 0.05,  Zα  =       1.96 

  β = 0.1,  Zβ =       1.28 
The correlation between the wounds treated with silk sericin-releasing bioactive 

wound dressing and the wounds treated with Bactigras® in healing time (r) = 0.878 
 S2 = S1

2 + S2
2 – (2×r ×S1 ×S2) 

  = 5.02 + 5.22 – (2×0.878×5.0×5.2)     =     52.04 – 45.656    =   6.384    
 D  =  the difference between the wounds treated with the wound 
dressing containing silk fibroin with bioactive coating layer and the wounds treated with 
the medicated paraffin gauze dressing in healing time (days) is specified as 2. 

Evaluation of sample size;   N    =  (Zα + Zβ)2 S2 
 

                     D2 

                   = (1.96 + 1.28)2 x 6.384  =   16.75      17 wounds 
                 22 

Assuming a 40% loss to follow up (drop-out rate = 40 %);  

         N       =               17              =    28.33           30   wounds 
1 -   0.4 

 
Randomization 
Each donor site wound was divided into the cephalad half and the caudal half of 

equal size. Donor sites were randomized to receive pattern A (cephalad part treated with 
the wound dressing containing silk fibroin with bioactive coating layer and caudal part 
treated with the medicated paraffin gauze dressing) or B (cephalad part treated with the 
medicated paraffin gauze dressing and caudal part treated with the wound dressing 
containing silk fibroin with bioactive coating layer) by simple randomization.  
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The wounds treated with the wound dressing containing silk fibroin with bioactive 
coating layer were the experimental group and the wounds treated with the medicated 
paraffin gauze dressing were the control group. 

 
Intervention 
The donor site wounds were dressed with the wound dressing containing silk 

fibroin with bioactive coating layer and the medicated paraffin gauze dressing (Bactigras® 
from Smith & Nephew). 

 
Data collection methods 
1. Patients were assessed for eligibility according to the criteria. 
2. Serum samples were collected from patients before operation for screening of 

serum albumin level and measuring liver function (aspartate aminotransferase 
(AST), alanine aminotransferase (ALT), alkaline phosphatase (ALP) and renal 
function (blood urea nitrogen (BUN), serum creatinine (Scr)). 

3. Information about the research study was given to the patients including the 
objectives, methods, benefits and risks (Appendix G), and patients were 
asked to participate in the study. 

4. After giving their informed consent (Appendix H), the baseline characteristics 
were recorded such as gender, age, medical history and current medication 
being taken (Appendix I). 

5. The STSG donor site was taken from the thigh by using Zimmer® dermatome, 
and then epinephrine soaked gauze was applied to the donor site. Photos of 
the STSG donor site were taken to measure the donor area using ImageJ 
software developed by the National Institutes of Health. 

6. The donor site was divided into two equal halves, each side was randomized 
to receive the wound dressing containing silk fibroin with bioactive coating 
layer or the medicated paraffin gauze dressing, and then covered with gauze 
pads and elastic bandages. 
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7. The donor site wounds were observed daily (Appendix J). The dressings were 
not changed, except when they were fully soaked with exudates and easily 
fell off or there was any sign of infection. The healing time was recorded when 
the dressing separated completely from the donor site, without any exudates 
and without pain when the donor site was exposed to air (12, 13). 

8. The patient’s pain level was evaluated with the visual analogue scale from 0 
(no pain) to 10 (unbearable pain) points (88) and was recorded on 
postoperative days 1 to 5. The STSG donor site wounds were covered with 
gauze pads and rolls during pain assessment. 

9. The donor site wounds were observed daily for signs of infection such as 
redness, swelling, inflammation, heat, purulent exudate or malodor (89, 90). 

10. On the day the wound was determined as being completely healed and 1 
week, 1 to 5 months later, the skin barrier function (TEWL) of each side was 
measured using a Tewameter TM 300 (Courage+ Khazaka electronic GmbH, 
Germany). Control measurements were made at adjacent (uninjured) skin. At 
each appointment, the measurement of TEWL was repeated consecutively for 
forty times by a Tewameter® TM300 probe in each group (the healed STSG 
donor site wounds were divided into four equal parts, with each part measured 
repeatedly 10 times and four positions of adjacent normal skin also measured 
repeatedly 10 times.) The TEWL index was calculated by dividing the TEWL 
of post-donor site healing day A by the TEWL of adjacent normal skin day A. 
TEWL measurement is a non-invasive technique to monitor changes of the skin 
barrier function that provides an objective data for assessment of wound 
healing. 

11. Considered as any complication in any patient. 
12. Additional serum samples were collected from patients at 1 – 3 days post-

operation for measuring liver function (aspartate aminotransferase (AST), 
alanine aminotransferase (ALT), alkaline phosphatase (ALP), albumin) and 
renal function (blood urea nitrogen (BUN), and creatinine (Scr)). 
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13. The morphology of epithelial cells attached on the wound dressing after 
peeling off was analyzed by polarized light microscope (Olympus BX53, 
Japan).  
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Figure 9: Flowchart of phase II clinical study 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Patients were assessed for eligibility 

Information in a research study were informed to the patients 

The patients who participate in research study had to sign their name on informed consent 

Baseline characteristics were recorded 

Donor site was divided into two equal halves, each side was randomized 

Treated with wound dressing containing 
silk fibroin with bioactive coating layer  

Treated with medicated paraffin 
gauze dressing (standard dressing) 

Follow-up: 
- Healing time  (daily evaluation)                 - Patient’s pain level (on days 1 to 5) 

- Signs of infection (daily evaluation)           - Complication (daily evaluation) 

- Serum samples were collected at 1 – 3 days post-operation for measuring 

liver & kidney function 

- Transepidermal water loss (On the day the wound was recorded for healing 

time and 1 week, 1 to 5 months later) 

- Cell morphology (when the dressing separate completely from the donor site) 

Analysis and conclusion 

Serum samples were collected before operation for screening of serum albumin 
level and measuring liver & kidney function 
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3.4 Data analysis and statistical  

 Data analysis was carried out using SPSS version 22.0 (SPSS Co., Ltd., Bangkok 
Thailand). Statistical significance level was selected as p < 0.05. 
 In Phase I and II, all qualitative data represent the frequency and percentage. All 
quantitative data represent the mean ± standard deviation and median ± interquartile 
range. 
 In Phase I, comparison of the mean erythema and melanin levels from Mexameter® 
between the dressing groups used repeated measures analysis of variance. 
 In Phase II, the differences in healing time, patient’s pain level, TEWL and 
laboratory data between the dressing groups used Wilcoxon signed-ranks test. The 
differences in body temperature used Friedman analysis of variance. 
 
3.5 Ethical consideration 

 This research focused on the treatment of STSG donor sites according to the 
standard treatment of the Division of Plastic and Reconstructive Surgery, Department of 
Surgery, King Chulalongkorn Memorial Hospital. The researcher had to inform participants 
about the objective of the research, expected duration, methods, benefits, and potential 
risks and adverse effects. Participants had a right to deny participation and to withdraw 
at any time. The researcher will have to secure participants’ data to keep it confidential 
and to present in conclusion.  
 

 

 

 

 

 

 



 

 

CHAPTER IV 
 

RESULTS 

 
4.1 Phase I: Clinical safety of the wound dressing containing silk fibroin with 
bioactive coating layer in healthy volunteers 

 
 A total of 112 subjects were recruited for the study. Of these, 110 were available 
for follow-up evaluation (1.8% loss to follow-up). Reasons for loss to follow-up included 
one irritation from adhesive tape and one withdrawal of consent because of time 
limitations.  

The baseline characteristics of healthy volunteers for the patch test are 
summarized in Table 12. There were more females (71.8%) than males (28.2%), age 
range 20-61 years with an average age of 39.9 years. The average weight and height 
were 60.1 kg and 160.5 cm, respectively. There were 8 (7.3%), 71 (64.5%), 24 (21.8%) 

and 7 (6.4%) subjects in the  18.5 (underweight), 18.5-24.9 (normal weight), 25.0-29.9 

(overweight) and  30.0 (obese) body mass index (BMI) groups, respectively. Most 
healthy volunteers had no underlying disease (88.2%). Appendix K presents the skin of 
healthy volunteers at the back area during the skin patch test. 
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Table 12: Baseline characteristics of healthy volunteers for patch test. 
 Number (%) or Mean ± SD (Range) 
Sex 
     Male 
     Female 

 
31 (28.2) 
79 (71.8) 

Age (years) 39.9 ± 12.8 (20-61) 
Weight (kg) 60.1 ± 12.4 (41-96) 
Height (cm) 160.5 ± 8.1 (140-182) 
Body mass index (kg/m2) 

      18.5 
     18.5-24.9 
     25.0-29.9 

      30.0 

23.3 ± 4.2 (16.5-37.1) 
8 (7.3) 

71 (64.5) 
24 (21.8) 

7 (6.4) 

Underlying disease 
     None 
     Both hypertension and hyperlipidemia 
     Hypertension 
     Hyperlipidemia 

 
97 (88.2) 

6 (5.5) 
5 (4.5) 
2 (1.8) 

Occupation 
     Government officer 
     Employee 
     Housekeeper 
     Student 

 
56 (50.9) 
39 (35.5) 
12 (10.9) 

3 (2.7) 
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The results were divided into two parts. The first part comprised the erythema and 
melanin levels measured by Mexameter® MX18 at four phases (beginning phase, 
induction phase I, induction phase II and challenge phase) (see Table 13 and Figure 10).  

The results from both wound dressings indicated that the erythema and melanin 
levels at the beginning phase (238.63 ±83.52 units for erythema and 230.68 ± 99.74 units 
for melanin) were significantly higher than other phases (225.26 ± 79.78 units for erythema 
and 220.46 ± 97.55 units for melanin). In addition, there were no significant differences in 
erythema and melanin levels among the following three phases (induction phase I, II and 
challenge phases).  
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Table 13: Erythema and melanin levels of the skin of healthy volunteers before and during the 
patch test [mean ± SD (Range)] 
Erythema level 

               Phase 
Type 

Before patch test During patch test 

Beginning phase Induction  
phase I 

Induction  
phase II 

Challenge phase 

Bactigras® 233.57 ± 81.96 
(56.00-485.80) 

 

218.93 ± 78.44a 

(48.65-455.00) 
p = 0.538x 

217.31 ± 78.49a 

(50.20-465.45) 
p = 0.333y 

219.45 ± 75.60a 

(68.40-461.85) 
p = 0.827z 

Bilayered wound 
dressing 

243.70 ± 85.09 
(61.20-504.70) 

233.17 ± 83.47b 
(48.25-482.00) 

p = 0.410x 

230.86 ± 82.75c 
(43.40-479.75) 

p = 0.637y 

231.82 ± 79.91d 
(69.30-493.20) 

p = 0.598z 

Total 238.63 ± 83.52 
(56.00-504.70) 

225.26 ± 79.78 
(43.40-493.20) 

Melanin level 

               Phase 
Type 

Before patch test During patch test 

Beginning phase Induction  
phase I 

Induction  
phase II 

Challenge phase 

Bactigras® 226.47 ± 97.65 
(67.00-685.80) 

216.22 ± 95.03a 
(66.90-674.90) 

p = 0.416x 

216.30 ± 95.13a 

(66.25-675.15) 
p = 0.665y 

216.28 ± 95.09a 

(66.95-675.60) 
p = 0.588z 

Bilayered wound 
dressing 

234.89 ± 101.84 
(82.95-711.65) 

224.64 ± 100.17a 
(73.40-694.30) 

p = 0.809x 

224.69 ± 99.93a 

(73.55-694.45) 
p = 0.613y 

224.64 ± 99.97a 

(73.55-694.20) 
p = 0.988z 

Total 230.68 ± 99.74 
(67.00-711.65) 

220.46 ± 97.55 
(66.25-73.55) 

aSignificant difference (p = 1  10-7 vs beginning phase), calculated by repeated measures ANOVA 
bSignificant difference (p = 1  10-4 vs beginning phase), calculated by repeated measures ANOVA 
cSignificant difference (p =1  10-5 vs beginning phase), calculated by repeated measures ANOVA 
dSignificant difference (p =1  10-6 vs beginning phase), calculated by repeated measures ANOVA 
xNo significant difference (induction phase I vs phase II), calculated by repeated measures ANOVA 
yNo significant difference (induction phase II vs challenge phase), calculated by repeated measures ANOVA 
zNo significant difference (induction phase I vs challenge phase), calculated by repeated measures ANOVA 



 

 

51 

(a) 

 
(b) 

 
 
Figure 10: (a) Erythema and (b) melanin levels of the skin of healthy volunteers at the 
beginning phase (      ), induction phase I (      ), induction phase II (      ) and challenge 

phase (     ). *Significant difference (p  1  10-4) vs beginning phase), calculated by 
repeated measures ANOVA. 
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The second part comprised the percentage of severity of cutaneous reactions 
evaluated by two clinical dermatologists using images taken with a digital camera. (Table 
14). A RIPT scale was used to score skin irritation or sensitization at each phase. The RIPT 
scale is a grading (severity) scale that consists of 6 grades (0, 0.5, 1, 2, 3, 4) (85).  

There was a significant difference in the severity of cutaneous reactions between 
wound dressing groups (p = 0.004). However, there was no evidence of marked or severe 
responses in both wound dressing groups. In addition, there was evidence of mild and 
moderate erythema in the wound dressing containing silk fibroin with bioactive coating 
layer (1.82 and 1.82%, respectively). In addition, there was evidence of barely perceptible 
responses for both wound dressings (1.36% for Bactigras® and 0.45% for wound dressing 
containing silk fibroin with bioactive coating layer). 
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4.2 Phase II: Clinical efficacy and safety of the wound dressing containing silk 
fibroin with bioactive coating layer in the treatment of split-thickness skin graft 
donor sites 

 
  A total of 30 donor sites from 23 patients who underwent a STSG procedure were 
recruited in this study. The baseline characteristics of patients who underwent a STSG 
procedure and STSG donor sites are summarized in Tables 15 and 16, respectively. There 
were more females (56.5%) than males (43.5%), age range 18-64 years with an average 
age of 39 years. The average weight and height were 59.2 kg and 162.1 cm, respectively. 

There were 4 (17.4%), 12 (52.2%), 5 (21.7%) and 2 (8.7%) patients in the  18.5 

(underweight), 18.5-24.9 (normal weight), 25.0-29.9 (overweight) and  30.0 (obese) BMI 
groups, respectively. Six (23.3%) patients had a history of drug allergy (two to penicillin, 
one to vancomycin, one to ciprofloxacin, one to clavulanic acid and one to 
hydrochlorothiazide). The most common reasons for STSG in this study were tumor excision 
(34.8%), followed by burn (30.4%), chronic wound (8.7%), scar contracture (8.7%), 
traumatic wound (8.7%), granulation wound and foreign body granuloma (each 4.3%). The 
size and thickness of STSG donor sites were 107.7 ± 43.2 cm2 and 0.0095 ± 0.0014 inches, 
respectively. The most frequent donor area for STSG in this study was the lateral thigh 
(66.7%), followed by anterior thigh (30.0%) and posterior thigh (3.3%), respectively. 
Following harvesting of STSG, the donor site was divided into two equal halves (cephalic 
half and caudal half) and then randomly allocated to pattern A (cephalad part treated with 
the wound dressing containing silk fibroin with bioactive coating layer and caudal part 
treated with Bactigras®) or B (cephalad part treated with Bactigras® and caudal part treated 
with the wound dressing containing silk fibroin with bioactive coating layer) by simple 
randomization. There were 14 (46.7%) STSG donor sites with pattern A and 16 (53.3%) 
STSG donor sites with pattern B.   
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Table 15: Baseline characteristics of patients who underwent a STSG procedure 
 Number (%) or Mean ± SD (Range) 
Sex  
     Male 
     Female 

 
10 (43.5)  
13 (56.5) 

Age (years) 

      50 

      50 

39.0 ± 15.2 (18-64) 
17 (73.9) 
6 (26.1) 

Weight (kg) 59.2 ± 13.6 (42-91) 
Height (cm) 162.1 ± 0.1 (149-179) 
Body mass index (kg/m2) 

      18.5 
     18.5 – 24.9 
     25.0 – 29.9 

      30.0 

22.5 ± 4.9 (15.6-32.8) 
4 (17.4) 

12 (52.2) 
5 (21.7) 
2 (8.7) 

Smoking  
     Yes 7 (30.4) 
     No 16 (69.6) 
Regular alcohol consumption  
     Yes 6 (26.1) 
     No 17 (73.9) 
Drug allergy  
     Known allergy 6 (26.1) 
     No allergy 17 (73.9) 
Comorbidity  
     None 17 (73.9) 
     Cardiovascular disease 3 (13.0) 
     Dyslipidemia 2 (8.7) 
     Hypertension 1 (4.3) 
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Table 15: Baseline characteristics of patients who underwent a STSG procedure 
 Number (%) or Mean ± SD (Range) 
Diagnosis  
     Tumor excision  8 (34.8) 
     Burn 7 (30.4) 
     Chronic wound 2 (8.7) 
     Scar contracture 2 (8.7) 
     Traumatic wound 2 (8.7) 
     Others 2 (8.7) 

 
 
Table 16: Baseline characteristics of STSG donor sites 

 Number (%) or Mean ± SD (Range) 
Area of donor site 
     Right thigh 
          -Lateral thigh 
          -Anterior thigh 
          -Posterior thigh 
     Left thigh 
          -Lateral thigh 
          -Anterior thigh 

 
17 (56.7) 
10 (33.3) 
6 (20.0) 
1 (3.3) 

13 (43.3) 
10 (33.3) 
3 (10.0) 

Size of donor site (cm2) 107.7 ± 43.2 (23.7-211.4) 
Thickness of donor site (µm) 242.1 ± 34.5 (203.2-304.8)  
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  The results were divided into six parts: healing time, patient’s pain level, skin barrier 
function (TEWL), infection, systemic adverse reactions and morphology of epithelial cells 
attached on the wound dressing after falling off spontaneously.  
 
4.2.1 Healing time  
  The healing time was recorded when the dressing separated completely or fell off 
from the donor site, without any exudates and without pain when the donor site was exposed 
to air (12, 13). The healing time of STSG donor site wounds treated with the wound dressing 
containing silk fibroin with bioactive coating layer (11.0 ± 6.0 days) was significantly faster 
than those treated with Bactigras® (14.0 ± 6.0 days) (Table 17).   
  Figures 11a and 11b show the STSG donor site on the anterior thigh, following 
treatment with Bactigras® (right side) and the wound dressing containing silk fibroin with 
bioactive coating layer (left side). Figure 11c shows the healed STSG donor site and that 
the side treated with the wound dressing containing silk fibroin with bioactive coating layer 
can regenerate epithelial cells faster than the side treated with Bactigras®. Appendix L (part 
1) shows the STSG donor site on the operative day and after having healed. 
 
Table 17: The median healing time of STSG donor sites in each dressing 
 The healing time of STSG donor sites (days) 

Median ± IQR (Range) 
All STSG donor sites   
     Bactigras® (n = 30) 14.0 ± 6.0 (9-19) 
     Bilayered wound dressing (n = 30) 11.0 ± 6.0 (7-18)* 

*Significant difference (p = 1  10-6 vs Bactigras®), calculated by Wilcoxon Signed Rank Test 
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Figure 11: Healed STSG donor site on the anterior thigh 
 
 

(a) 

(b) 

(c) 

(a) STSG donor site after 
the skin was taken 

(b) STSG donor site treated 
with Bactigras® and 
bilayered wound dressing 

(c) Healed STSG donor site 

(post-donor site healing day 
3 for the side treated with 
bilayered wound dressing 
and post-donor site healing 
day 0 for the side treated with 
Bactigras®. 

Bilayered wound 
dressing 

Bilayered wound 
dressing 

Bactigras® 

Bactigras® 

Areas of new 
epithelial cells 
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4.2.2 Patient’s pain level 
 Patients were asked to rate their pain level on a visual analog scale, ranging from 
0 (no pain) to 10 (unbearable pain).  

On the first five post-operative day, the median pain score of STSG donor site 
exhibited an exponential decrease in both wound dressing groups. The pain score tended 
to decrease sharply during the first post-operative day in the STSG donor site wounds 
treated with Bactigras® (at the first post-operative day, the median pain score was 8.00 ± 
3.25, which then decreased to 5.00 ± 3.00 at the second post-operative day), while the 
pain score tended to decrease sharply during the first and second post-operative days in 
the STSG donor site wounds treated with the wound dressing containing silk fibroin with 
bioactive coating layer (at the first post-operative day, the median pain score was 7.00 ± 
4.25, which then decreased to 4.00 ± 2.00 at the second  post-operative day, and then 
decreased to 2.00 ± 1.25 at the third post-operative day). In addition, the pain scores of 
the STSG donor site were significantly lower in the STSG donor site wounds treated with 
the wound dressing containing silk fibroin with bioactive coating layer on all evaluation 
days (Figure 12).  

However, on the first post-operative day, ten patients were unable to differentiate 
pain between the side treated with Bactigras® and the side treated with the wound 
dressing containing silk fibroin with bioactive coating layer as they experienced great 
pain. As a result, the pain scores of STSG donor site wounds treated with Bactigras® were 
equal to those treated with the wound dressing containing silk fibroin with bioactive 
coating layer.  
 After surgery, the most commonly prescribed analgesic drug was acetaminophen 
(1 g every 4-6 hours, as needed). Concurrent use of other prescription analgesic drugs 
could occur, depending on the pain intensity of donor or recipient sites. However, the pain 
assessment was performed at the same time before or two hours after taking an analgesic 
drug. 
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Figure 12: Median pain score of donor site wound treated with Bactigras® and wound 
dressing containing silk fibroin with bioactive coating layer. (----) Bactigras®, () 
wound dressing containing silk fibroin with bioactive coating layer. Bar lines represent 

interquartile range. *Significant difference (p = 1  10-5 vs Bactigras®); **Significant 

difference (p = 1  10-4 vs Bactigras®), calculated by Wilcoxon Signed Rank Test.  
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4.2.3 Skin barrier function (TEWL) 
  During follow-up for 5 months, only one patient (3.33%) was lost to follow-up in the 
last appointment (day 150) due to time limitations. The median TEWL of adjacent normal 
skin and STSG donor sites in each dressing are shown in Table 18. On post-donor site 
healing day 150, we found that the TEWL values did not show any significant difference 
between the STSG donor site wounds treated with the wound dressing containing silk fibroin 
with bioactive coating layer (8.82 ± 2.69 g/m2/h) and adjacent normal skin (8.01 ± 2.07 
g/m2/h)  (p = 0.149), indicating complete skin barrier recovery. In contrast, we found that 
the TEWL values showed significant difference between the STSG donor site wounds 
treated with Bactigras® (9.72 ± 4.92 g/m2/h) and adjacent normal skin (8.01 ± 2.07 g/m2/h) 

(p = 1  10-8), indicating incomplete skin barrier recovery. 
  The TEWL indexes tended to decrease sharply during the first post-donor site 
healing month in both wound dressing groups as shown in Figure 13. The median TEWL on 
post- donor site healing days 0, 7, 30, 60, 90, 120 and 150 were 2.80 ± 0.88, 2.45 ± 0.99, 
1.99 ± 0.84, 1.83 ± 0.68, 1.66 ± 1.05, 1.60 ± 0.68 and 1.22 ± 0.43 times higher than adjacent 
normal skin for the Bactigras® group, in respective order. The median TEWL on post- donor 
site healing days 0, 7, 30, 60, 90, 120 and 150 were 2.31 ± 0.90, 2.06 ± 0.94, 1.75 ± 0.85, 
1.63 ± 0.57, 1.45 ± 0.65, 1.36 ± 0.41 and 1.09 ± 0.23 times higher than adjacent normal skin 
for the wound dressing containing silk fibroin with bioactive coating layer group, in 
respective order.  
  The TEWL indexes of the healed STSG donor site wound were significantly lower in 
the STSG donor site wounds treated with the wound dressing containing silk fibroin with 
bioactive coating layer on all evaluation days, indicating a more rapid TEWL recovery of the 
STSG donor site wounds treated with the wound dressing containing silk fibroin with 
bioactive coating layer (Figure 13). Appendix L shows the STSG donor site wounds during 
follow-up for 5 months.  
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Table 18: TEWL of normal skin and STSG donor sites in each dressing 
 

Post-donor site 
healing day 

TEWL (g/m2/h) 
Median ± IQR (Range) 

Normal skin Bactigras® Bilayered wound 
dressing 

0 8.09 ± 2.67  
(5.28-11.61) 

23.76 ± 7.40a 

(13.69-41.90) 
19.63 ± 5.78a 

(7.67-30.79) 
7 8.36 ± 2.32 

(4.25-13.86) 
21.42 ± 8.74a 

(9.43-38.66) 
18.61 ± 9.75a 

(9.00-34.94) 
30 8.15 ± 4.18 

(6.08-14.74) 
18.29 ± 7.97b 

(6.83-27.12) 
16.39 ± 6.04b 

(6.92-25.55) 
60 7.82 ± 2.67 

(5.70-20.91) 
16.34 ± 6.62a  
(7.69-39.64) 

14.26 ± 6.94a 

(7.38-39.13) 
90 7.72 ± 2.49 

(5.53-16.11) 
13.66 ± 6.43c 

(6.40-28.66) 
12.20 ± 5.86c 

(5.79-27.04) 
120 8.10 ± 2.08 

(4.75-11.89) 
11.47 ± 7.26d  
(7.11-22.92) 

10.36 ± 3.83f 

(6.40-21.48) 
150 8.01 ± 2.07 

(5.66-11.43) 
9.72 ± 4.92e 

(5.74-22.00) 
8.82 ± 2.69g 

(5.28-19.50) 
aSignificant difference (p = 1  10-13 vs normal skin), calculated by Friedman ANOVA).  
bSignificant difference (p = 1  10-12 vs normal skin), calculated by Friedman ANOVA).  
cSignificant difference (p = 1  10-10 vs normal skin), calculated by Friedman ANOVA).  
dSignificant difference (p = 1  10-9 vs normal skin), calculated by Friedman ANOVA).  
eSignificant difference (p = 1  10-8 vs normal skin), calculated by Friedman ANOVA).  
fSignificant difference (p = 0.02 vs normal skin), calculated by Friedman ANOVA). 
gNo Significant difference (p = 0.149 vs normal skin), calculated by Friedman ANOVA). 
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Figure 13: Median transepidermal water loss (TEWL) of healed STSG donor site treated 
with Bactigras® and wound dressing containing silk fibroin with bioactive coating layer      
(----) Bactigras®, () wound dressing containing silk fibroin with bioactive coating 
layer. Bar lines represent interquartile range. TEWL index = TEWL of post-donor site 

healing day A/ TEWL of adjacent normal skin day A. *Significant difference (p = 1  10-5 
vs Bactigras®), calculated by Wilcoxon Signed Rank Test. 
 
4.2.4 Infection 
 There were no signs of STSG donor site infection in both wound dressing groups, 
and therefore it was unnecessary to swab the wounds. The results of body temperature 

showed mild fever (body temperature  38°C) on operative day. After that, the body 
temperatures after operation were stable and lower than 37°C (no fever). Moreover, there 
were no significant differences in body temperature between pre-operative day and post-
operative day 2 (p = 0.083), 4 (p = 0.056) and 5 (p = 0.135) (Figure 14). 
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Figure 14: Median body temperature of patient. * Significant difference (p = 1  10-11 vs 
Operative day); **Significant difference (p = 0.036 vs Preoperative day); ***Significant 
difference (p = 0.004 vs Preoperative day), calculated by Friedman ANOVA 
 
4.2.5 Systemic adverse reactions 
 Serum samples were collected from patients at two time points (before the 
operation and 1-3 days after the operation) for monitoring renal and hepatic functions. 
Blood urea nitrogen (BUN) and serum creatinine (Scr) were used to evaluate renal 
function, whereas aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT), 
alkaline phosphatase (ALP) and albumin were used to evaluate hepatic function.  

For renal function, median BUN and Scr decreased after the operation. Moreover, 
significant differences in BUN were found between pre- and post-operation (13.00 ± 4.25 

and 10.00 ± 2.50 mg/dL respectively, p = 4  10-4). In contrast, no significant differences 
in Scr were found between pre- and post-operation (0.80 ± 0.17 and 0.70 ± 0.20 mg/dL 
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respectively, p = 0.388). However, the median BUN and Scr of pre- and post-operative 
days were in the normal range (Table 19). 

For hepatic function, median AST, ALT, ALP and albumin decreased after the 
operation. Moreover, significant differences in AST, ALT, ALP and albumin were found 
between pre- and post-operation (19.00 ± 10.25 and 16.00 ± 9.25 U/L respectively, p = 

0.022 for AST, 24.00 ± 10.25 and 10.50 ± 9.25 U/L respectively, p = 3  10-5 for ALT, 80.00 

± 51.00 and 71.00 ± 53.25 U/L respectively, p = 5  10 -4 for ALP, 3.60 ± 1.30 and 3.20 ± 

0.93 g/dL respectively, p = 2  10 -5 for albumin). However, the median AST, ALT, ALP 
and albumin of the pre- and post-operative days were in the normal range (Table 19). 

In addition, there were no significant differences in the number of patients with 
abnormal values of BUN, Scr, AST, ALT, ALP between pre- and post-operation. In 
contrast, there were significant differences in the number of patients with abnormal values 
of albumin between pre- and post-operation (p = 0.004). The number of patients with 
abnormal values of BUN, Scr, AST, ALT, ALP and albumin (less than the lower limit and 
more than the upper limit) between pre- and post-operation are shown in Table 20.  
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4.2.6 Morphology of new epithelial cells 
 Figure 15 shows the wound dressing characteristics after spontaneously falling 
off as taken by a digital camera.  
 After falling off spontaneously, Bactigras® had the same little brownish-black or 
black color on both sides (Figure 15; a1 and a2). In addition, used Bactigras® usually 
stuck to the absorbent gauzes. 

The wound dressing containing silk fibroin with bioactive coating layer after falling 
off spontaneously became quite stiff and had brownish-black or black color on the wound 
contact layer of dressing (Figure 15; b1), while the top layer of dressing had a little 
brownish color (Figure 15; b2). In addition, some used wound dressing containing silk 
fibroin with bioactive coating layer was curved along the anterior thigh area. 

Figure 16 shows the morphology of epithelial cells attached on the wound 
dressing after falling off spontaneously under polarized light microscope. Epithelial cells 
were carefully removed from the wound dressings and then seen through a polarized light 
microscope at 20x magnification. 

Epithelial cells from the wound dressing containing silk fibroin with bioactive 
coating layer had definite shapes and the average cell size was 808.71 ± 158.37 µm2 
(575.81-1268.75 µm2) In contrast, the epithelial cells from Bactigras® had an unclear 
border of cells. 
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Figure 15: Macroscopic images on both sides of the Bactigras® (a1 and a2) and wound 
dressing containing silk fibroin with bioactive coating layer (b1 and b2) after falling off 
spontaneously.  
 

(a1) (a2) 

(b2) (b1) 
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Figure 16: Morphology of epithelial cells attached on the Bactigras® (a) and wound 
dressing containing silk fibroin with bioactive coating layer (b) after falling off 
spontaneously under a polarized light microscope at 20x magnification.  
(         indicated normal cell shape)

(a) 

(b) 



 

 

CHAPTER V 
 

DISCUSSION 

 
  In this study, we conducted clinical trials on the wound dressing containing silk 
fibroin with bioactive coating layer in comparison with the clinically used wound dressing, 
Bactigras®. These clinical trials consisted of phase I clinical safety of the wound dressing 
in healthy volunteers using a skin patch test and phase II clinical efficacy and safety of the 
wound dressing in the treatment of split-thickness skin graft donor sites. 
  For phase I, the skin patch test is an investigative method to identify skin irritation 
or sensitization potential through the reapplication of products (divided into four sequential 
phases (beginning phase, induction phase I, induction phase II and challenge phases) 
(85). In this study, we conducted two types of interpretation of skin patch test results: an 
objective measurement of skin color, carried out by a non-invasive Mexameter® MX18, and 
a subjective score on the RIPT scale, carried out by two clinical dermatologists.   
  Our results obtained from the first type of interpretation of skin patch test results in 
healthy volunteers revealed that the erythema (skin redness) and melanin (skin darkness) 
levels at the beginning phase were 238.63 ± 83.52 and 230.68 ± 99.74, respectively. This 
results were comparable to those by Siritientong in 2013 (91) which reported the erythema 
and melanin levels in Thai healthy volunteers at the age of 20-57 years as 251.01 ± 80.50 
and 219.00 ± 91.95, respectively. When compared to other phases, we found that the 
erythema and melanin levels at each phase during the patch test (induction phase I, 
induction phase II and challenge phases) were statistically significantly lower from the 

beginning phase (p  1  10-4) in both wound dressing groups (the wound dressing 
containing silk fibroin with bioactive coating layer and Bactigras® groups). However, the 
erythema and melanin levels at induction phase I, induction phase II and challenge phases 
did not increase from the beginning phase. Therefore, it can be said that there was no 
evidence of skin irritation or skin darkness. In addition, the reduction of erythema and 
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melanin levels by the wound dressing containing silk fibroin with bioactive coating layer 
(3.93-5.02% for erythema and 4.49-4.55% for melanin) did not significantly differ from those 
with Bactigras® (4.73-6.32% for erythema and 4.67-4.70% for melanin), p = 0.269 for 
erythema and p = 0.795  for melanin. Moreover, the reduction of erythema and melanin 
levels by both wound dressings in this study was still lower than the results reported by Kim 
et al. in 2009 (92) which reported the erythema and melanin levels after applying Vaseline® 

in healthy volunteers between the ages of 22-36 years as being reduced by 9.00-19.10% 
and 19.80-23.80%, respectively. Therefore, the changes in erythema and melanin levels in 
this study were not clinically significant. 
  For the second type of interpretation of skin patch test results (the subjective score 
on the RIPT scale by two clinical dermatologist), in addition to the changes in skin color, 
other changes in skin characteristics such as papule or vesicle should be considered. The 
RIPT scale consists of six grades used to assess the severity of erythema and the presence 
of edema, petechiae, papule, vesiculation or weeping (also called “the severity of 
cutaneous reactions”) (85). In this study, the cutaneous responses in both wound dressing 
groups did not increase over time and failed to reappear in the challenge phase, and 
therefore they did not involve the immune response (93). Our results obtained from the RIPT 
scale showed that there was no evidence of marked or severe responses for both wound 
dressings, and therefore there was no presence of bright or deep red erythema with edema, 
petechiae, papule, vesiculation or weeping in any phase of the skin patch test. However, 
there was evidence of mild and moderate erythema in the wound dressing containing silk 
fibroin with bioactive coating layer group (3.64%), while there was no such evidence in 
Bactigras® group. The response was just barely perceptible (minimal, faint, uniform or 
spotty erythema) in the Bactigras® group (1.36%). Although there was evidence of mild and 
moderate erythema in our innovative wound dressing, the percentage of those responses 
was comparable to the results by Dykes in 2007 (94). That study reported the percentages 
of mild and moderate erythema in Biatain adhesive dressing and Comfeel plus transparent 
dressing were 3.9% and 3.6%, respectively. Therefore the wound dressing containing silk 
fibroin with bioactive coating layer could be used as wound dressing in the clinical setting 
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because the Biatain adhesive dressing and Comfeel plus transparent dressing are currently 
in use clinically.  
  Apart from the skin patch test in 110 healthy volunteers, we conducted a clinical 
study in 23 patients with 30 STSG donor site wounds to clarify the efficacy and safety of the 
wound dressing containing silk fibroin with bioactive coating layer. The STSG donor site 
was used as a wound model due to its smooth surface and uniform thickness. In addition, 
it is a clean wound as the surgeon makes it in a sterilized environment. The wound dressing 
containing silk fibroin with bioactive coating layer and Bactigras® were applied within the 
same patient using a side-by-side matched pairs design by dividing the STSG donor site 
wound into two equal halves. This experimental design helps to reduce variance due to 
patient and wound characteristics that affect wound healing such as underlying diseases 
or wound depth. Bactigras® (medicated paraffin gauze dressing) was used as a control 
treatment because it is a standard wound dressing for STSG donor site treatment in 
hospital. This type of wound dressing is inexpensive and easy to apply; however, it does 
stick to the wound surface without the ability to absorb wound exudate (11-13). Therefore, 
we developed a wound dressing containing silk fibroin with bioactive coating layer 
designed to increase the ability to absorb wound exudate because of its spongy structure 
and reduced adherence at the wound surface owing to its non-adhesive wound contact 
layer. Moreover, the wound dressing containing silk fibroin with bioactive coating layer can 
promote wound healing by supporting cell attachment, proliferation, migration and collagen 
production (28, 29). In the present study, the STSG donor site wound was evaluated for 
healing time, pain level, skin barrier function (TEWL) and infection. Systemic adverse 
reactions were also evaluated in each patient. Finally, the morphology of epithelial cells 
attached on the wound dressing after falling off were observed.  
  The healing time was defined as the time between the operative day and the day 
that the wound dressing separated completely or fell off from the donor site, without any 
exudates and without pain when the donor site was exposed to air (12, 13). The healing 
time of the STSG donor site wound treated with Bactigras® in the present study was 
comparable to the results of many previous studies (14-15 days) (11, 12, 27). The healing 
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time of STSG donor site wounds treated with the wound dressing containing silk fibroin with 
bioactive coating layer (11.0 ± 6.0 days) was significantly faster than those treated with 
Bactigras® (14.0 ± 6.0 days), possibly because this innovative bilayered wound dressing 
provides a moist wound environment and has bioactive substances which can promote 
wound healing.  
  Bactigras® (medicated paraffin gauze dressing) is a non-occlusive dressing type 
which is permeable to fluid and therefore gradually dries out because of evaporation (95). 
While, the wound dressing containing silk fibroin with bioactive coating layer has fairly 
similar properties to the occlusive dressing type which can keep the wound bed moist. Our 
previous study showed that the wound dressing containing silk fibroin with bioactive coating 
layer could control the dehydration as good as Allevyn® (foam dressing) in an in vitro wound 
model, possibly because it has a porous structure and therefore has the ability to keep the 
wound bed moist (28). A moist wound bed is an optimal environment for epithelial cell 
proliferation and migration and this principle has been supported by the results from many 
previous studies reporting STSG donor site wounds treated with occlusive dressings (such 
as hydrocolloid or alginate dressings) healed faster than those treated with fine mesh gauze 
(12, 27, 95, 96). Another reason is that the wound dressing containing silk fibroin with 
bioactive coating layer was made from silk fibroin (SF), silk sericin (SS) and gelatin, which 
can enhance wound healing by cell attachment, proliferation, and collagen production. SF 
biomaterials (such as SF film and SF scaffold) have been proven to enhance cell attachment 
and proliferation in many previous studies (16, 17, 44-46). Inpanya et al. (17) and Padol et 
al. (51) found that full-thickness skin wounds in rats treated with SF biomaterials healed 
faster than untreated wounds. Jeong et al. (50) also showed that full-thickness skin wounds 
in rats treated with electrospun SF nanofibers were completely healed at 2 weeks post 
wound creation which healed faster than those treated with Tegaderm. Clemens et al. (26) 
conducted a clinical study into patients who underwent abdominal wall fascial repair, and 
the results showed that SF biologic scaffolds could support and repair the abdominal wall 
with subcutaneous placement at low complication rates.  
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  The ability of SS biomaterials to enhance the attachment and proliferation of 
keratinocyte and fibroblast cells has been widely reported (23, 29, 63, 64). The collagen-
stimulating effect of SS was also reported by Aramwit et al. (19, 58) which can stimulate 
collagen type I synthesis, due to its high methionine content. Nagai et al. (66) reported that 
SS solution enhanced the adhesion and proliferation of the human cornea epithelial cell line 
(HCE-T), and that corneal wounds in rats instilled with SS solution healed faster than those 
instilled with saline. Aramwit et al. (68) and Siritienthong et al. (25) studied the effects of SS 
on wound size reduction and collagen formation using full-thickness skin wound model in 
rats, showing that the wound size reduction of SS biomaterial-treated wounds was higher 
than in control material-treated wounds and that SS can enhance collagen formation. 
Aramwit et al. (69) and Siritienthong et al. (27) also studied the effect of SS in the treatment 
of second degree burn wounds and STSG donor site wounds, respectively, and the results 
showed that the time for complete healing in wounds treated with SS was shorter than that 
for the control treatment and there was no evidence of adverse reaction.  
  In addition to the ability of SF and SS, gelatin is a natural polymer obtained from 
denatured collagen which is known to support cell attachment and proliferation (97). 
Panzavolta et al. (98) showed that electrospun gelatin nanofibers were able to support 
vascular wall mesenchymal stem cells attachment and proliferation. Jin et al. (99) found 
that the attachment and proliferation of human dermal fibroblasts were proportional to the 
gelatin content in nanofibers and the electrospun gelatin nanofibers accelerated wound 
closure in full-thickness skin wounds in rats. Bindu et al. (100) also showed that full-
thickness skin wounds in rats treated with chitosan-gelatin film healed faster than those 
treated with chitosan film. Due to the properties of retaining moisture and delivering 
bioactive substances (SF, SS and gelatin) to promote wound healing, the STSG donor site 
wounds treated with the wound dressing containing silk fibroin with bioactive coating layer 
showed better healing time.  
  Apart from healing time, follow-up was conducted regarding local pain at the STSG 
donor site using a visual analog scale (VAS) to obtain a pain score. The sides treated with 
the wound dressing containing silk fibroin with bioactive coating layer showed less pain 
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than those with Bactigras® on all evaluation days, possibly due to the former’s properties of 
retaining moisture together with low adhesion. Due to the residual dermis in the STSG donor 
site, the exposed nerve endings increased the pain. The wound dressing with its property 
of retaining moisture is able to protect the nerve endings from both drying and exposure 
(101). This principle was confirmed by the results from many previous studies which 
reported less pain in the STSG donor sites treated with occlusive dressing (moist-
environment dressing) compared with paraffin gauze dressing (traditional dry dressing) 
(11, 13, 27). Additionally, paraffin gauze dressing gradually becomes dried out and then 
firmly attaches to the wound surface which causes increased pain (11, 95). The wax-coated 
silk fibroin woven fabric layer of the innovative bilayered wound dressing was designed to 
reduce adherence at the wound bed. A peel test on the full-thickness skin wound of porcine 
skin in our previous study demonstrated that the wound dressing containing silk fibroin with 
bioactive coating layer was much less adhesive than Bactigras® (102). Therefore, the 
reasons for the wound dressing containing silk fibroin with bioactive coating layer 
minimizing pain were not only that it provided a moist environment but that it also has low 
adhesion properties. 
  Interestingly, the present study also evaluated the restoration of skin barrier function 
in terms of decreased transepidermal water loss (TEWL) over time. The STSG procedure 
causes damage to the stratum corneum at the donor site, and therefore it causes changes 
in skin barrier function, particularly water barrier function (103). Measurement of TEWL is 
used to evaluate water barrier function. In a meta-analysis study of the normal TEWL values 
obtained from three TEWL probe manufactures (Courage & Khazaka, Delfin Technologies 
and Biox Ltd.,) (72), a TEWL of 6.1 g/m2/h was reported for the thigh in the studies including 
18-64 years subjects and a TEWL of 3.0 g/m2/h was reported for the thigh in the studies 
including 65+ years subjects, while a TEWL of ~ 8 g/m2/h was reported in the present study. 
In addition, our results showed that on post-donor site healing day 0, the normal TEWL of 

6.69 ± 2.60 and 8.56 ± 3.28 g/m2/h were reported for patients  50 (n =7) and  50 (n = 
23) years, respectively. Therefore, the TEWL values of normal skin in the present study were 
a little bit high, possibly due to the number of young adults. Wilhelm et al. (104) and 
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Luebberding et al. (105) also reported  decreased TEWL values in the elderly group (60-80 
years). 
  Our results demonstrate that the normalization of the TEWL of the STSG donor site 
wounds treated with the wound dressing containing silk fibroin with bioactive coating layer 
occurred at 150 days after healing or around 160 days after wounding. This result was 
comparable to the results of Atiyeh et al. in 2003 (106) which reported the normalization of 
TEWL of the STSG donor site wounds treated with Tegaderm (semi-occlusive dressing) 
obtained at 150.0 ± 46.5 days after the initial wounding. In contrast, the TEWL values of the 
STSG donor site wounds treated with Bactigras® remained elevated at 150 days after 
healing. Furthermore, our results showed that the TEWL indexes of healed STSG donor site 
wounds were significantly lower for the STSG donor site wounds treated with the wound 
dressing containing silk fibroin with bioactive coating layer on all evaluation days, indicating 
a more rapid skin functional barrier recovery of the STSG donor site wounds treated with 
the wound dressing containing silk fibroin with bioactive coating layer. These results confirm 
that the STSG donor site wounds treated with our innovative bilayered wound dressing 
healed faster than those treated with Bactigras®, possibly due to the reasons mentioned 
before (the property of maintaining moisture and delivering bioactive substances (SF, SS 
and gelatin) to promote wound healing). Therefore, decreased TEWL can be used as an 
objective indicator of wound healing. 
  The damaged stratum corneum at donor site causes changes in not only water 
barrier function but also bacterial barrier function (103). Therefore, follow-up was also 
conducted on the infection at the STSG donor site wound based on clinical signs of infection 
(swelling, inflammation, heat, purulent exudate or malodor). Our results showed that there 
were no signs of STSG donor site infection in both wound dressings and the body 

temperatures after operation were stable and lower than 37C, indicating no fever. 
Although the body temperatures indicated mild fever on operative day, this febrile reaction 
was often due to an inflammatory response to surgery (107). Even though Bactigras® allows 
wound exudate to drain into a secondary absorbent layer which protects the wound from 
maceration, it is permeable to micro-organisms which cannot protect the wound from 
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contamination by micro-organisms. However, Bactigras® is a paraffin gauze dressing 
medicated with chlorhexidine which is shown to reduce the incidence of Staphylococcus 
aureus in patients with partial-thickness burns, as compared with non-medicated paraffin 
gauze dressing in the study by Lawrence (108). Apart from Bactigras®, the wound dressing 
containing silk fibroin with bioactive coating layer provides not only a moist wound 
environment but also a bacterial barrier, possibly because it has fairly similar properties to 
the occlusive dressing type which is impermeable to micro-organisms. In the clinical review 
by Hutchinson and McGuckin (109), their results confirmed that the infection rates under 
occlusive dressings were lower than under non-occlusive dressings. This was also because 
of the lower pH environment (pH ~ 6.2) created under the wound dressing containing silk 
fibroin with bioactive coating layer as found by Hasatsri et al. in 2015 (28). Varghese et al. 
(110) reported that bacterial growth of Staphylococcus aureus, Escherichia coli and 
Pseudomonas aeruginosa was retarded at pH 5.5, as compared with pH 7.4, and therefore 
bacterial growth was inhibited by the lower pH. In addition, changes of the wound dressing 
containing silk fibroin with bioactive coating layer were required for only two (6.67%) STSG 
donor site wounds on day 3, due to the fully soaked dressing with exudates. Therefore, the 
wound dressing containing silk fibroin with bioactive coating layer is appropriate for treating 
a STSG donor site wound (which usually has a high exudate production) without causing 
the maceration of tissues. The factors, including the bacterial barrier, of lower pH under the 
wound dressing and the lack of maceration of tissues result in no signs of infection in STSG 
donor site wounds treated with the wound dressing containing silk fibroin with bioactive 
coating layer in the present study. 
  Our innovative bilayered wound dressing has a bioactive layer that delivers 
bioactive substances to promote wound healing. Therefore, in the case of large open 
wounds (such as STSG donor site wounds), the application of our innovative bilayered 
wound dressing may produce systemic adverse reactions such as renal and hepatic 
impairment. In addition, some types of wound dressings can cause systemic toxic effects 
such as silver dressings, and therefore the systemic adverse reactions should also be 
monitored (111). In the present study, we collected the serum samples from patients at two 
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time points (before the operation and 1-3 days after the operation) for monitoring renal and 
hepatic functions. Our results demonstrated that all the median of the renal and hepatic 
functions on the pre- and post-operative days were in the normal range. However, there 
were significant differences in the number of patients with abnormal values of albumin 
between the pre- and post-operations because 30% of the patients had hypoalbuminemia 
after operation. Normally, patients receive large volumes of intravenous crystalloids on 
operative and post-operative day, resulting in increased extracellular fluid (ECF) volume 
(112, 113). Therefore, the hypoalbuminemia after the operation in this study might be 
influenced by the dilutional effect caused by crystalloid infusion. According to the nutrition 
affecting wound healing, serum samples were collected within 3 days after the operation 
and the body pool of serum albumin is large. As a result, the albumin level did not respond 
readily to the nutritional status of patients (114). It can be said that the hypoalbuminemia in 
this study may not be a reliable indicator of nutrient deficiencies which have negative effects 
on wound healing. To confirm that hypoalbuminemia did not affect healing time, patients 
with the slowest healing donor sites did not have the lowest albumin levels in both wound 
dressing groups. Moreover, we did not find any significant difference in healing time 
between patients with hypoalbuminemia and patients without hypoalbuminemia in both 
wound dressing groups (p = 0.422 for Bactigras® and p = 0.929 for the wound dressing 
containing silk fibroin with bioactive coating layer) 
  Lastly, we observed the wound dressing characteristics and morphology of 
epithelial cells attached on the wound dressing after falling off spontaneously. Used the 
wound dressing containing silk fibroin with bioactive coating layer had a brownish-black or 
black color on the wound contact layer of dressing, while the top layer of dressing had a 
little brownish color, as this indicated the exudate production did not exceed the fluid 
holding capacity of the dressing. Regarding the morphology of the epithelial cells attached 
on the wound dressing, the epithelial cells from the wound dressing containing silk fibroin 
with bioactive coating layer had definite shapes with the average cell size of 808.71 µm2 
(575.81-1268.75 µm2). In contrast, epithelial cells from Bactigras® had an unclear border of 
cells. The normal cell shape was usually a definite border with pentagonal or hexagonal 
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shapes and the normal cell size varies due to age and skin area (115, 116). Guz et al. (116) 
reported that the size of normal cells ranged from 650-850 µm2 at the back of the hand and 
600-1000 µm2 at the forearm in the young group, whereas the size of normal cells ranged 
from 800-1050 µm2 at the back of the hand and 1000-1300 µm2 at the forearm in elderly 
group. Holzle et al. (115) found that the normal cells increased in size from 930 µm2 at the 
scapular area to 1000 µm2 at the hip area. In addition, cells from allergic contact dermatitis, 
irritated skin and skin applied with topical steroid exhibited an irregular shape and were 10 
- 15% smaller than normal (115, 117). In this study, the shape and size of epithelial cells 
attached on the wound dressing containing silk fibroin with bioactive coating layer were 
comparable to normal cells. Our results were also comparable to the study by Siritientong 
in 2013 (91) which reported the definite shape of the epithelial cell with the average cell 
size ranging from 500-1000 µm2 for epithelial cells attached on silk sericin dressing after 
falling off spontaneously from the healed STSG donor site and epithelial cells attached on 
Bactigras® exhibited an unclear border. This finding in our study indicated that the new skin 
at STSG donor sites treated with the wound dressing containing silk fibroin with bioactive 
coating layer was of much better quality than that treated with Bactigras®. This may be 
explained by the lower adherence of the wound dressing containing silk fibroin with 
bioactive coating layer, which reduced the disruption of re-epithelialized surfaces. In 
addition, this finding confirmed that the STSG donor site wounds treated with our innovative 
bilayered wound dressing healed faster than those treated with Bactigras®, because the 
epithelial cells attached on the bilayered wound dressing were of better quality than those 
attached on Bactigras®. 
 
 
 
 



 

 

CHAPTER VI 
 

CONCLUSIONS 

 
  Phase I and phase II clinical trials were conducted to collect data regarding the 
clinical safety of the wound dressing containing silk fibroin with bioactive coating layer in 
healthy volunteers and the clinical efficacy and safety of this wound dressing in the 
treatment of STSG donor sites.  
  Regarding the phase I clinical safety of the wound dressing containing silk fibroin 
with bioactive coating layer in healthy volunteers using a skin patch test, this phase was 
performed at the Department of Pharmacy Practice, Pharmaceutical Sciences, 
Chulalongkorn University between November 2012 and February 2013. A total of 112 
subjects were recruited for the study. Of these, 110 subjects were available for a follow up 
evaluation (1.8% loss to follow up). According to the skin patch test procedure, on the first 
visit, the back areas of each subject were divided into two sides, with each side randomized 
to receive the wound dressing containing silk fibroin with bioactive coating layer or 
Bactigras®. Both dressings were left for 3 days. After that, both dressings were changed 
and left for an additional 3 days (induction phase I and II). Seven to ten days after the last 
induction application, both dressings were applied on the identical areas and left in place 
for 3 days (challenge phase). At each phase, the measurement of erythema and melanin 
levels was repeated consecutively for twenty times by Mexameter MX18® probe and photos 
of the back skin were taken within 30 min after the dressings were removed and evaluated 
for any visual skin irritation or sensitization using the Repeated Insult Patch Test (RIPT) scale 
by two clinical dermatologists. Our results showed that the erythema and melanin levels at 
each phase during the patch test (induction phase I, induction phase II and challenge 

phases) were statistically significantly different from the beginning phase (p  1  10-4) in 
both wound dressing groups (the wound dressing containing silk fibroin with bioactive 
coating layer and Bactigras® groups). However, the erythema and melanin levels at 
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induction phase I, induction phase II and challenge phases did not increase from the 
beginning phase. Therefore, it can be concluded that there was no evidence of skin irritation 
or skin darkness. In addition, the results obtained from the RIPT scale showed that there 
was no presence of bright or deep red erythema with edema, petechiae, papule, 
vesiculation or weeping in any phase of the skin patch test. However, there was evidence 
of mild and moderate erythema in the wound dressing containing silk fibroin with bioactive 
coating layer group (3.64%), while there was no such evidence in the Bactigras® group. 
This evidence was comparable to the commercial wound dressing (Biatain adhesive 
dressing and Comfeel plus transparent dressing). Therefore, it can be summarized that the 
wound dressing containing silk fibroin with bioactive coating layer can be used in patients 
due to an acceptable safety profile in healthy volunteers. 
  As regards phase II clinical efficacy and safety of the wound dressing containing 
silk fibroin with bioactive coating layer in the treatment of STSG donor sites using a side-
by-side matched pairs design, this was performed at the Division of Plastic and 
Reconstructive Surgery, Department of Surgery, King Chulalongkorn Memorial Hospital 
between October 2013 and January 2015. A total of 30 donor sites from 23 patients who 
underwent a STSG procedure were recruited for the study. The STSG donor site was 
divided into two equal halves, with each side randomized to receive the wound dressing 
containing silk fibroin with bioactive coating layer or Bactigras®, and then covered with 
gauze pads and elastic bandages.  The first part of our results showed that the healing time 
of the STSG donor site wounds treated with the wound dressing containing silk fibroin with 
bioactive coating layer (11.0 ± 6.0 days) was significantly faster than those treated with 
Bactigras® (14.0 ± 6.0 days) (p = 1  10-6). The second part of results reported that the sides 
treated with the wound dressing containing silk fibroin with bioactive coating layer caused 
significantly less pain than those treated with Bactigras® on all first five postoperative days. 
Next, the TEWL of the healed STSG donor site wound was evaluated to determine skin 
barrier recovery. The TEWL indexes of the healed STSG donor site wound were significantly 
lower in the STSG donor site wounds treated with the wound dressing containing silk fibroin 
with bioactive coating layer on post-donor site healing days 0, 7, 30, 60, 90, 120 and 150, 
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indicating a more rapid TEWL recovery (skin barrier function recovery) of the STSG donor 
site wounds treated with the wound dressing containing silk fibroin with bioactive coating 
layer. Moreover, the time for complete skin barrier recovery was 150 days after healing for 
the STSG donor sites treated with the wound dressing containing silk fibroin with bioactive 
coating layer. Evidence of infection was also observed. There were no signs of STSG donor 
site infection in either wound dressing group. To investigate any potential systemic adverse 
reactions, hepatic and renal functions were evaluated. AST, ALT, ALP, albumin, BUN and 
Scr decreased after the operation; however, the medians of all parameters were in the 
normal range. Although there were some patients with hypoalbuminemia, this could have 
been caused by the dilutional effect caused by crystalloid infusion. Finally, the morphology 
of the epithelial cells attached on the wound dressing containing silk fibroin with bioactive 
coating layer after falling off spontaneously under a polarized light microscope was shown 
to be of definite shape while the epithelial cells from Bactigras® had an unclear border of 
cells. Therefore, the wound dressing containing silk fibroin with bioactive coating layer not 
only can promote wound healing but also minimize pain with no induction of infection and 
systemic adverse reactions. 
 
Limitations of the study 
  Concerning phase I clinical safety of the wound dressing containing silk fibroin with 
bioactive coating layer in healthy volunteers using a skin patch test, a self-adhesive non-
woven fabric (Neofix®) used to cover the wound dressing may cause skin irritation; 
therefore, it may produce false positive results. 
  As regards phase II clinical efficacy and safety of the wound dressing containing 
silk fibroin with bioactive coating layer in the treatment of STSG donor sites, some patients 
experienced severe pain on the first postoperative day. As a result, the pain levels of the 
donor site wounds were difficult to differentiate between the side treated with the wound 
dressing containing silk fibroin with bioactive coating layer and the side treated with 
Bactigras®.  
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  In addition, the different characteristics between the wound dressing containing silk 
fibroin with bioactive coating layer and Bactigras® results in difficult to generate a double 
blind trials. 
 
Suggestions for further study 
  Further studies comparing the efficacy and safety of the wound dressing containing 
silk fibroin with bioactive coating layer in the treatment of other wound types are 
recommended to extrapolate the results for wounds with longer healing times. The wounds 
with longer healing times increase the duration of wound dressing exposure to the wound 
bed, and therefore data regarding adverse events could be detected. 
  In addition, the treatment costs and resource utilization (such as the number of 
outpatient visits per subject) should also be considered for making treatment decisions 
when compared to traditional wound dressings.  
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Appendix B 

 
ค าชีแ้จง 

 
เอกสารข้อมลูค าอธิบาย/ ค าชีแ้จงส าหรับอาสาสมคัรท่ีเข้าร่วมการวิจยั 

 
(Patient or Participant Information Sheet) 

 
ช่ือโครงการศกึษาวิจยัเร่ือง 
(ภาษาไทย) 

ความปลอดภยัของแผน่โปรตีนเส้นไหมเคลือบด้วยสารมี
ฤทธ์ิทางชีวภาพในอาสาสมคัรสขุภาพดี  

                                          
(ภาษาองักฤษ) 

SAFETY OF THE SILK FIBROIN WOVEN FABRIC 
WITH BIOACTIVE COATING LAYER IN HEALTHY 
VOLUNTEERS  

ช่ือผู้วิจยัหลกั (ภาษาไทย) รศ. ดร. พรอนงค์ อร่ามวิทย์ 
                 (ภาษาองักฤษ) Associate Professor Pornanong Aramwit, Pharm.D., 

Ph.D. 
หนว่ยงานท่ีท าการศกึษาวิจยั คณะเภสชัศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 
โทรศพัท์ (สามารถติดตอ่ได้ 24 
ชัว่โมง) 

089-921-7255 

 

 ท่านได้รับเชิญให้เข้าร่วมการศึกษาวิจัยเร่ือง ความปลอดภัยของแผ่นโปรตีนเส้นไหม
เคลือบด้วยสารมีฤทธ์ิทางชีวภาพในอาสาสมคัรสขุภาพดี ก่อนท่ีท่านจะตดัสินใจให้ความยินยอม
เข้าร่วมการศกึษาวิจยันี ้   ผู้วิจยัใคร่ขอชีแ้จงรายละเอียดของโครงการวิจยัให้ทา่นทราบ  และขอให้
ท่านท าความเข้าใจขัน้ตอนท่ีผู้ วิจัยจะขอให้ท่านปฏิบัติ    ขัน้ตอนนีเ้ป็น  “กระบวนการให้ค า
ยินยอม” ก่อนเร่ิมด าเนินการวิจยั ผู้วิจยัจะขอท าการคดักรองว่าท่านมีความเหมาะสมท่ีจะเข้าร่วม
การวิจยัหรือไม่ โดยจะตรวจสภาพผิวหนงัและซกัถามข้อมูลต่าง ๆ เพ่ือดวู่าท่านมีคณุสมบตัิหรือ
สุขภาพดีตามเกณฑ์คดัเลือกเข้าร่วมการวิจัย หากท่านผ่านการตรวจคดักรองแล้วพบว่าท่านมี
ความเหมาะสมท่ีจะเข้าร่วมการวิจยั  ผู้วิจยัจะด าเนินการเป็นขัน้ตอนดงัจะชีแ้จงให้ทราบตอ่ไป 
 กรุณาอา่นข้อมลูตอ่ไปนีด้้วยความรอบคอบ   และสอบถามถึงข้อสงสยัตา่งๆ โดยไมล่งัเล 
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1.บทน า 
โครงการวิจยันีเ้ป็นการศึกษาเชิงคลินิก เพ่ือประเมินความปลอดภัยของแผ่นโปรตีนเส้น

ไหมเคลือบด้วยสารมีฤทธ์ิทางชีวภาพในอาสาสมคัรสุขภาพดี จ านวนผู้ เข้าร่วมโครงการวิจยั 112 
คน 

 
2.วตัถปุระสงค์ของการวิจยั  

เพ่ือประเมินความปลอดภยัของแผ่นโปรตีนเส้นไหมเคลือบด้วยสารมีฤทธ์ิทางชีวภาพใน
อาสาสมคัรสขุภาพดี โดยการตรวจวดัระดบัความแดงและความด าของผิวหนงั และประเมินสภาพ
ผิวหนงัท่ีสมัผสักบัแผน่เนือ้เย่ือตวัอยา่งโดยแพทย์ผิวหนงั ก่อนและหลงัใช้ 

 
3.วิธีการศกึษาวิจยั  

หากท่านตกลงเข้าร่วมโครงการวิจัยนีแ้ละผ่านเกณฑ์การคดัเข้าตามก าหนดอันได้แก่ มี
อายรุะหว่าง 18-65 ปี สามารถปฏิบตัิตามแผนงานวิจยัได้และสามารถพบผู้วิจยัตามนดัหมายได้
สม ่าเสมอ  โดยไม่มีภาวะผิวหนังเรือ้รังเช่น สะเก็ดเงิน ผิวหนังอักเสบ อีกทัง้ยังต้องไม่เป็นโรค
ภูมิคุ้มกันบกพร่องหรือใช้ยากดภูมิคุ้มกัน, ใช้ยาต้านฮิสตามีนหรือยาแก้อักเสบชนิดสเตียรอยด์
ภายใน 2 สปัดาห์ก่อนเข้าร่วมวิจยั นอกจากนีย้งัต้องไมมี่ประวตัิแพ้โปรตีนกาวไหมหรือโปรตีนเส้น
ไหม ผู้วิจยัจะขอบนัทึกข้อมลูทัว่ไปของท่าน ตรวจระดบัความแดงและความด าของผิวหนงับริเวณ
แผ่นหลงัด้วยเคร่ืองมือเฉพาะ และถ่ายภาพผิวหนงัก่อนเร่ิมการวิจยั จ านวนผู้ เข้าร่วมการวิจัยนี ้
คาดวา่จะมี 112 คน ซึง่ทกุคนจะได้รับการตดิแผน่โปรตีนเส้นไหมเคลือบด้วยสารมีฤทธ์ิทางชีวภาพ
และแผน่ปิดแผลตามท้องตลาดบริเวณแผน่หลงั อยา่งละ 1 แผน่ ทิง้ไว้ 3 วนั จากนัน้นดัครัง้ท่ี 2 จะ
เปล่ียนแผน่ปิดแผล และทิง้ไว้อีก 3 วนั ตอ่จากนัน้เว้นระยะประมาณ 7 - 10 วนั ก่อนจะตดิแผ่นปิด
แผลทัง้สองชนิดท่ีต าแหน่งเดิมซ า้อีกครัง้ โดยทุกครัง้ท่ีมีการเปล่ียนแผ่นปิดแผล ผู้ วิจัยจะตรวจ
ระดบัความแดงและความด าของผิวหนังด้วยเคร่ืองมือเฉพาะ  ถ่ายภาพผิวหนังภายใน 30 นาที 
หลงัเปิดแผ่นปิดแผล เพ่ือน าไปประเมินสภาพผิวโดยแพทย์ผู้ เช่ียวชาญด้านผิวหนงั  โดยในแตล่ะ
ครัง้ท่ีอาสาสมคัรมาตามนดัจะใช้เวลาทัง้สิน้ประมาณ 30 นาที 
 
 
- ติดแผ่นปิดแผลครัง้ท่ี 1       - เปิดแผ่นปิดแผล              - เปิดแผ่นปิดแผล                          - ติดแผ่นปิดแผลครัง้ท่ี 3          - เปิดแผ่นปิดแผล 
        - ติดแผ่นปิดแผลครัง้ท่ี 2           - มอบค่าตอบแทนครัง้ท่ี 2       - มอบค่าตอบแทนครัง้ท่ี 3       - มอบค่าตอบแทนครัง้ท่ี 4 
                           - มอบค่าตอบแทนครัง้ท่ี 1 

 

นดัครัง้ที่ 1 นดัครัง้ที่ 2 นดัครัง้ที่ 3 นดัครัง้ที่ 4 นดัครัง้ที่ 5 7-10 วนั 3 วนั 3 วนั 3 วนั 
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4.ความเส่ียง ความไมส่บาย และผลข้างเคียงท่ีอาจเกิดขึน้  
ท่านมีโอกาสแพ้โปรตีนกาวไหมหรือโปรตีนเส้นไหม อย่างไรก็ตามการศึกษาวิจัยนีมี้การ

ติดตามการรักษาโดยแพทย์ผู้ เช่ียวชาญด้านผิวหนงัตลอดระยะเวลาวิจยั จึงมีการเฝ้าระมดัระวงั
เหตุการณ์ไม่พึงประสงค์อย่างต่อเน่ืองและใกล้ชิดจนจบการวิจัย  หากพบอาการไม่พึงประสงค์
เกิดขึน้ แผ่นตวัอย่างจะถกูน าออกและท่านจะได้รับการรักษาโดยใช้ยาสเตียรอยด์ทาบริเวณท่ีเกิด
การแพ้ประมาณ 1 สปัดาห์ 

 
5.ผลประโยชน์ท่ีอาจจะได้รับ 

ท่านจะไม่ได้รับประโยชน์ใดๆ จากการศึกษานีโ้ดยตรง  แต่ผลการศึกษาจะเป็นการยืนยัน
ความปลอดภัยของแผ่นโปรตีนเส้นไหมเคลือบด้วยสารมีฤทธ์ิทางชีวภาพในการเป็นอีกทางเลือก
หนึ่งให้กับผู้ ป่วยท่ีมีบาดแผลบริเวณผิวหนงั เน่ืองจากเป็นแผ่นปิดแผลท่ีสามารถผลิตได้เองโดย
วสัดใุนประเทศ รวมถึงเพิ่มมลูคา่ทัง้ทางเศรษฐกิจ สงัคมและสิ่งแวดล้อมของประเทศไทยตอ่ไป  

 
6.ทางเลือกอ่ืนในการรักษา 
 ไมมี่ 
 
7.คา่ใช้จา่ยและคา่ชดเชย  

เพ่ือแสดงความขอบคุณท่ีท่านได้เสียสละเข้าร่วมงานวิจัย รวมถึงให้ความร่วมมือตลอด
ระยะเวลาวิจยั ผู้วิจยัจะขอมอบคา่ตอบแทน 800 บาทแก่ทา่น โดยทา่นจะได้รับคา่ตอบแทนครัง้ละ 
200 บาทในการนดัครัง้ท่ี 2, 3, 4 และ 5 

 
8.เงินชดเชยส าหรับการบาดเจ็บหรืออนัตรายท่ีอาจเกิดขึน้  

กรณีท่ีทา่นเกิดเหตกุารณ์ไมพ่งึประสงค์ในระหว่างการศกึษา ทา่นจะได้รับการดแูลรักษาอย่าง
ใกล้ชิดจากแพทย์ผู้ เช่ียวชาญด้านผิวหนังจนหายสนิท  โดยผู้ วิจัยจะเป็นผู้ รับผิดชอบค่าใช้จ่าย
ทัง้หมดอันได้แก่ค่ารักษาพยาบาล การชดเชยรายได้ท่ีสูญเสียไประหว่างการรักษาพยาบาล
ดงักลา่ว ตลอดจนเงินทดแทนความพิการท่ีอาจจะเกิดขึน้ 
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9.สิทธิในการถอนตวัออกจากการศกึษาวิจยั   
ท่านมีสิทธ์ิในการถอนตวัออกจากการเข้าร่วมโครงการวิจยันีเ้ม่ือใดก็ได้  โดยไม่มีผลกระทบ

ใดๆ ทัง้สิน้ 
 

10.การรักษาความลบัของบนัทกึทางการแพทย์ และข้อมลูการศกึษาวิจยั   
ข้อมูลทุกอย่างของท่านจะเก็บเป็นความลับในตู้ เอกสารซึ่งคณะผู้ วิจัยเท่านัน้ท่ีสามารถ

น ามาใช้ได้ การรายงานผลการวิจยัจะท าเป็นภาพรวม และน าเสนอเป็นรหสัรายบคุคล ไม่มีข้อมลู
สว่นหนึง่สว่นใดท่ีเป็นการระบถุึงตวัทา่น 

 
11.การเปิดเผยข้อมลูการศกึษาวิจยั  

ผู้ ท่ีมีสิทธ์ิเข้าถึงข้อมลูการวิจยั ได้แก่ ภญ.สคุนธา หาสาสน์ศรีและ รศ. ดร. พรอนงค์ อร่ามวิทย์ 
ซึง่เป็นผู้วิจยัในโครงการนีเ้ทา่นัน้ 

 
12.การสอบถามข้อสงสยั   
      ช่ือผู้ วิจยัท่ีสามารถติดต่อได้ คือ รศ. ดร. พรอนงค์ อร่ามวิทย์ คณะเภสชัศาสตร์ จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลยั หมายเลขโทรศพัท์ท่ีติดต่อได้สะดวก คือ 089-921-7255 (ตลอด 24 ชัว่โมง) หรือ 
02-218-8409 หรือ ภญ.สุคนธา หาสาสน์ศรี คณะเภสัชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
หมายเลขโทรศพัท์ท่ีติดต่อได้สะดวก คือ 089-944-9191 (ตลอด 24 ชัว่โมง) หรือ 02-218-8403 
และหากผู้ วิจัยไม่ปฏิบัติตามท่ีชีแ้จงในเอกสารข้อมูลค าอธิบาย ท่านสามารถร้องเรียนมายัง
คณะกรรมการพิจารณาจริยธรรมการศึกษาวิจัยในมนุษย์ คณะเภสัชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลยั โทร 02-218-8256 
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Appendix C 

 
หนงัสือแสดงความยินยอม 

 
(Consent  Form) 

 
การศกึษาวิจยัเร่ือง 
(ภาษาไทย) 

ความปลอดภยัของแผน่โปรตีนเส้นไหมเคลือบด้วยสารมีฤทธ์ิทาง
ชีวภาพในอาสาสมคัรสขุภาพดี 

(ภาษาองักฤษ)                              SAFETY OF THE SILK FIBROIN WOVEN FABRIC WITH 
BIOACTIVE COATING LAYER IN HEALTHY VOLUNTEERS 

วนัให้ค ายินยอม วนัท่ี.................. เดือน................................ พ.ศ. ................... 
 

ข้าพเจ้า (นาย/ นาง/ นางสาว) ................................. นามสกลุ ..................................
อยูบ้่านเลขท่ี ...................... ซอย ....................................... ถนน ........................................   
แขวง/ ต าบล ....................................... เขต/ อ าเภอ ............................................................  
จงัหวดั ................................................ รหสัไปรษณีย์ .......................................................... 

 

ก่อนท่ีจะลงนามในใบยินยอมให้ท าการวิจยันี ้  ข้าพเจ้าได้รับเอกสารข้อมลูค าอธิบาย/ ค า
ชีแ้จงส าหรับอาสาสมคัรท่ีเข้าร่วมการวิจยั   จากผู้ วิจยัให้ทราบถึงวตัถุประสงค์ของการวิจยั   วิธี
วิจยั   อนัตรายหรืออาการข้างเคียงท่ีอาจเกิดขึน้จากการวิจยัหรือจากแผ่นโปรตีนเส้นไหมเคลือบ
ด้วยสารมีฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีใช้   รวมทัง้ประโยชน์ท่ีเกิดขึน้จากการวิจยัอย่างละเอียด  และมีความ
เข้าใจดีแล้ว 

ผู้ วิจัยได้ตอบค าถามต่างๆ ท่ีข้าพเจ้าสงสัยด้วยความเต็มใจ  ไม่ปิดบัง  ซ้อนเร้น  จน
ข้าพเจ้าพอใจ 

ข้าพเจ้าเข้าร่วมโครงการนีโ้ดยความสมคัรใจและมีสิทธิท่ีจะบอกเลิกการเข้าร่วม
โครงการวิจยันีเ้ม่ือใดก็ได้โดยการบอกเลิกจะไมมี่ผลตอ่การรักษาท่ีข้าพเจ้าจะได้รับตอ่ไป  

ผู้วิจยัรับรองวา่ “จะเก็บข้อมลูเฉพาะเก่ียวกบัตวัข้าพเจ้าไว้เป็นความลบั และจะเปิดเผยได้
เฉพาะในรูปท่ีเป็นสรุปผลการวิจยั”  เทา่นัน้ 

ในการวิจยัครัง้นี ้  ข้าพเจ้ายอมให้ผู้วิจยัติดแผ่นโปรตีนเส้นไหมเคลือบด้วยสารมีฤทธ์ิทาง
ชีวภาพท่ีผิวหนงัปกติบริเวณแผน่หลงัของข้าพเจ้า ณ จดุท่ีก าหนดโดยเปล่ียนทกุ 3 วนั ตดิตอ่กนั 2 
ครัง้ เว้นระยะเวลาประมาณ 1 สปัดาห์ และท าซ า้อีก 1 รอบ เพ่ือประเมินลกัษณะของผิวหนงัหลงั
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สมัผสักับแผ่นเนือ้เย่ือดงักล่าว สารชนิดต่าง ๆ ท่ีอยู่ในแผ่นโปรตีนเส้นไหมเคลือบด้วยสารมีฤทธ์ิ
ทางชีวภาพนัน้เป็นสารท่ีอนญุาตให้ใช้ในเคร่ืองส าอางได้โดยไม่เกิดอนัตรายกบัผิวหนงั แตส่ าหรับ
บางคนซึ่งมีผิวหนงัท่ีแพ้ง่ายอาจจะเกิดอาการระคายเคืองหรือเกิดผ่ืนแพ้ได้ ผู้ วิจยัรับรองว่า หาก
เกิดอนัตรายใดๆ จากการวิจยัดงักลา่ว ข้าพเจ้าจะได้รับการรักษาพยาบาลโดยไม่คิดมลูคา่ และจะ
ได้รับการชดเชยรายได้ท่ีสญูเสียไประหว่างการรักษาพยาบาลดงักล่าว ตลอดจนเงินทดแทนความ
พิการท่ีอาจจะเกิดขึน้ หากมีข้อสงสยัใด ๆ ข้าพเจ้าสามารถตดิตอ่ได้ท่ี 089-921-7255 โดยบคุคลท่ี
รับผิดชอบเร่ืองนี ้รศ.ดร.พรอนงค์  อร่ามวิทย์ หรือสามารถติดต่อได้ท่ี ภ.ญ.สุคนธา หาสาสน์ศรี 
หมายเลขโทรศพัท์ 089-944-9191 ตลอดการวิจยั 

 นอกจากนีข้้าพเจ้าอาจเสียเวลาเพียงเล็กน้อยในการตอบค าถาม   
 ข้าพเจ้าได้อ่านข้อความข้างต้นแล้ว  และมีความเข้าใจดีทุกประการ  จึงได้ลงนามในใบ

ยินยอมนีด้้วยความเตม็ใจ 
พร้อมนีข้้าพเจ้าได้รับส าเนาเอกสารแสดงความยินยอมเข้าร่วมการวิจยัท่ีข้าพเจ้าได้ลง

นามและวนัท่ีแล้วและเอกสารข้อมลูค าอธิบายส าหรับผู้ เข้าร่วมโครงการวิจยัแล้ว 1 ชดุ  
 
 

ลงนาม ................................................... ผู้ให้ความยินยอม 
 
 (...................................................) ช่ือตวับรรจง 
 
ลงนาม .............................................. ผู้ รับผิดชอบการวิจยั 
 
 (....................................................) ช่ือตวับรรจง 
 
ลงนาม ...................................................... พยาน 
 
 (....................................................) ช่ือตวับรรจง 
 
ลงนาม ...................................................... พยาน 
 
 (.....................................................) ช่ือตวับรรจง 
 

 
หมายเหต ุในกรณีท่ีผู้ เข้าร่วมการวิจยัไมส่ามารถอา่นออกเขียนได้ จะให้ใช้พิมพ์ลายนิว้มือ โดยมี
พยานลงนาม 2 คน 
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Appendix D 
 

แบบบนัทกึข้อมลูพืน้ฐานของอาสาสมคัรเร่ือง 
ความปลอดภยัของแผน่โปรตีนเส้นไหมเคลือบด้วยสารมีฤทธ์ิทางชีวภาพในอาสาสมคัรสขุภาพดี 

 
ข้อมลูพืน้ฐานอาสาสมคัร                                    

หมายเลขท่ี  

เพศ    1. ชาย        2. หญิง   

อาย.ุ..................ปี               
วนั/เดือน/ปี เกิด วนัท่ี...........เดือน..........................ปี.................... 
น า้หนกัตวั …………… กิโลกรัม 

ความสงู........................... เซนตเิมตร 
ประวตัิโรคประจ าตวั     

     1. มี ระบ.ุ......................................................................................... 

                 ยาท่ีใช้รักษา ……………………………………………………. 

     2. ไมมี่ (ปฏิเสธโรคประจ าตวั) 
อาชีพท่ีท าเป็นประจ า 

           1. วา่งงาน                               2. แมบ้่าน/พอ่บ้าน               

           3. ผู้ใช้แรงงาน/รับจ้าง               4. นกัเรียน/นกัศกึษา      

           5. ข้าราชการ                            6. พนกังานรัฐวิสาหกิจ    

           7. พนกังานบริษัท                     8. ค้าขาย/ธุรกิจสว่นตวั        

           9. อ่ืนๆ (ระบ)ุ.....................            
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Appendix E 
 
 

Repeated insult patch test scoring scale 
 

Grade Type of response 
0 No evidence of any effect  

0.5 (Barely perceptible) minimal faint (light pink) uniform or spotty erythema  
1 (Mild) pink uniform erythema covering most of contact site  
2 (Moderate) pink/red erythema visibly uniform in entire contact area  
3 (Marked) bright red erythema with accompanying edema, petechiae 

or papules  
4 (Severe) deep red erythema with vesiculation or weeping with or  

without edema  
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Appendix F 
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Appendix G 

 
เอกสารข้อมลูค าอธิบายส าหรับผู้ เข้าร่วมในโครงการวิจยั 

(Information sheet for research participant) 
 

ช่ือโครงการวิจยั ประสิทธิศกัย์ทางคลินิกของแผน่ปิดแผลผสมโปรตีนเส้นไหมเคลือบด้วยสารมีฤทธ์ิ
ทางชีวภาพเทียบกับแผ่นปิดแผลชนิดผ้ากอซตาข่ายเคลือบพาราฟินแบบมียา ในการรักษา
บาดแผลจากการปลกูถ่ายผิวหนงัท่ีมีหนงัแท้เหลืออยูบ่างสว่น 
 
ผู้สนบัสนนุการวิจยั คือ ส านกังานพฒันาการวิจยัการเกษตร (องค์การมหาชน) 
 
ผู้ท าวิจยั  

1. ช่ือ  รองศาสตราจารย์ ดร.พรอนงค์ อร่ามวิทย์ 
ท่ีอยู ่ ภาควิชาเภสชักรรมปฏิบตัิ คณะเภสชัศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 

ถนนพญาไท แขวงปทมุวนั กรุงเทพฯ 10330  
เบอร์โทรศพัท์ 02-218-8409, 089-921-7255 
(ท่ีท างานและมือถือ) 

2. ช่ือ  เภสชักรหญิง สคุนธา หาสาสน์ศรี นิสิตปริญญาเอก  
ภาควิชาเภสชักรรมปฏิบตั ิ

ท่ีอยู ่ ภาควิชาเภสชักรรมปฏิบตัิ คณะเภสชัศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 
ถนนพญาไท แขวงปทมุวนั กรุงเทพฯ 10330  

เบอร์โทรศพัท์ 089-944-9191 
(มือถือ) 

แพทย์ผู้ ร่วมในโครงการวิจยั 
1. ช่ือ  รองศาสตราจารย์นายแพทย์ อภิชยั องัสพทัธ์ 

ท่ีอยู ่ หน่วยศลัยกรรมตกแต่งและเสริมสร้าง โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ ถนน
พระราม 4 ปทมุวนั กรุงเทพ 10330 

เบอร์โทรศพัท์ 02-256-4120, 081-491-3657 
(ท่ีท างานและมือถือ) 
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2. ช่ือ   แพทย์หญิงปัทมา ปัญญาวงศ ์
ท่ีอยู ่ หน่วยศลัยกรรมตกแต่งและเสริมสร้าง โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ ถนน

พระราม 4 ปทมุวนั กรุงเทพ 10330 
เบอร์โทรศพัท์ 02-256-4120, 087-772-6766 
(ท่ีท างานและมือถือ) 

 
เรียน ผู้ เข้าร่วมโครงการวิจยัทกุทา่น  
 ท่านได้รับเชิญให้เข้าร่วมในโครงการวิจยันีเ้น่ืองจากท่านเป็นผู้ ป่วยท่ีได้รับการรักษาด้วย
การปลูกถ่ายผิวหนังท่ีมีหนังแท้เหลืออยู่บางส่วน และก่อนท่ีท่านจะตัดสินใจเข้าร่วมในการ
ศึกษาวิจยัดงักล่าว ขอให้ท่านอ่านเอกสารฉบบันีอ้ย่างถ่ีถ้วน เพ่ือให้ท่านได้ทราบถึงเหตผุลและ
รายละเอียดของการศกึษาวิจยัในครัง้นี ้หากทา่นมีข้อสงสยัใดๆ เพิ่มเตมิ กรุณาซกัถามจากทีมงาน
ของแพทย์ผู้ท าวิจยั หรือแพทย์ผู้ ร่วมท าวิจยัซึ่งจะเป็นผู้สามารถตอบค าถามและให้ความกระจ่าง
แก่ทา่นได้ 
 ท่านสามารถขอค าแนะน าในการเข้าร่วมโครงการวิจยันีจ้ากครอบครัว เพ่ือน หรือแพทย์
ประจ าตวัของท่านได้ ท่านมีเวลาอย่างเพียงพอในการตัดสินใจโดยอิสระ ถ้าท่านตดัสินใจแล้วว่า
จะเข้าร่วมในโครงการวิจยันี ้ขอให้ทา่นลงนามในเอกสารแสดงความยินยอมของโครงการวิจยันี ้
 
เหตผุลความเป็นมา 
 การปลูกถ่ายผิวหนงัท่ีมีหนงัแท้เหลืออยู่บางส่วนใช้ในการรักษาบาดแผลท่ีมีขนาดใหญ่
หรือแผลท่ีไม่สามารถหายได้โดยวิธีการปิดแผลพืน้ฐานทางการแพทย์ เช่น การเย็บแผล ซึ่งบริเวณ
ท่ีถกูน าผิวหนงัออกไปปลูกถ่ายจะเกิดเป็นแผลใหม่ การเร่งให้บาดแผลใหม่นีห้ายเร็ว ไม่มีการติด
เชือ้ และลดการเจ็บปวดเป็นเป้าหมายหลักในการดูแลผู้ ป่วย ปัจจุบนันิยมใช้แผ่นปิดแผลชนิด
ผ้ากอซตาข่ายเคลือบพาราฟินในการรักษาบาดแผลจากการปลกูถ่ายผิวหนงัท่ีมีหนงัแท้เหลืออยู่
บางสว่น ซึง่มีราคาถกูแตย่ดึตดิกบับาดแผล ท าให้เกิดความเจ็บปวด และไมมี่ความสามารถในการ
ดดูซบัสารคดัหลัง่จากบาดแผล ขณะท่ีแผ่นปิดแผลชนิดอ่ืนท่ีมีความสามารถในการดดูซบัสงู ก็ไม่
มีคณุสมบตัใินการกระตุ้นการหายของบาดแผล  ส่วนแผน่ปิดแผลชนิดท่ีมีคณุสมบตัิในการกระตุ้น
การหายของบาดแผล ยงัคงมีราคาท่ีสูงมากเน่ืองจากต้องน าเข้าจากต่างประเทศ ดงันัน้จึงมีการ
พฒันาแผน่ปิดแผลท่ีท าจากโปรตีนไหม 
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โปรตีนไหมแบง่ออกเป็น 2 ชนิด ได้แก่ โปรตีนเส้นไหมและโปรตีนกาวไหม โดยมีงานวิจยั
พบวา่โปรตีนเส้นไหมและโปรตีนกาวไหมสามารถกระตุ้นการเจริญของเซลล์ผิวหนงั โดยไมเ่กิดการ
อักเสบระคายเคือง โปรตีนเส้นไหมยังมีสมบัติเชิงกลท่ีดี มีความสามารถในการเข้ากันได้ทาง
ชีวภาพ มีความสามารถในการซึมผ่านของน า้และออกซิเจนได้ดี ส่วนโปรตีนกาวไหมยังมี
คณุสมบตัใิห้ความชุม่ชืน้และกระตุ้นการสร้างคอลลาเจน จากคณุสมบตัิดงักลา่วข้างต้นจงึพฒันา
แผ่นปิดแผลผสมโปรตีนเส้นไหมเคลือบด้วยสารมีฤทธ์ิทางชีวภาพ โดยสารมีฤทธ์ิทางชีวภาพนีจ้ะ
ประกอบด้วยโปรตีนไหมทัง้ 2 ชนิด แล้วน ามาศกึษาประสิทธิศกัย์ทางคลินิกของแผ่นปิดแผลผสม
โปรตีนเส้นไหมเคลือบด้วยสารมีฤทธ์ิทางชีวภาพเทียบกับแผ่นปิดแผลชนิดผ้ากอซตาข่ายเคลือบ
พาราฟินแบบมียา ในการรักษาบาดแผลจากการปลกูถ่ายผิวหนงัท่ีมีหนงัแท้เหลืออยูบ่างสว่น 

 
วตัถปุระสงค์ของการศกึษา 

เพ่ือศกึษาผลการรักษาและอาการไมพ่งึประสงค์ท่ีอาจเกิดขึน้จากการใช้แผน่ปิดแผลผสม
โปรตีนเส้นไหมเคลือบด้วยสารมีฤทธ์ิทางชีวภาพเทียบกับแผ่นปิดแผลชนิดผ้ากอซตาข่ายเคลือบ
พาราฟินแบบมียา ในการรักษาบาดแผลจากการปลูกถ่ายผิวหนังท่ีมีหนังแท้เหลืออยู่บางส่วน 
จ านวนผู้ เข้าร่วมในโครงการวิจยั คือ 30 คน 
 
วิธีการท่ีเก่ียวข้องกบัการวิจยั 
 หลงัจากท่านให้ความยินยอมท่ีจะเข้าร่วมในโครงการวิจยันี ้แพทย์และผู้วิจยัจะซกัประวตัิ
และบนัทกึข้อมลูทัว่ไปเพ่ือคดักรองวา่ทา่นมีคณุสมบตัท่ีิเหมาะสมท่ีจะเข้าร่วมในการวิจยั  

หากท่านมีคุณสมบตัิตามเกณฑ์คดัเข้า ในวันท่ีเข้ารับการผ่าตดั บาดแผลจากการปลูก
ถ่ายผิวหนงับริเวณต้นขาจะถูกแบ่งเป็น 2 ส่วนเท่าๆกนั โดยแตล่ะส่วนจะมีโอกาสเท่าๆกันในการ
ได้รับการรักษาด้วยแผ่นปิดแผลผสมโปรตีนเส้นไหมเคลือบด้วยสารมีฤทธ์ิทางชีวภาพหรือแผ่นปิด
แผลชนิดผ้ากอซตาข่ายเคลือบพาราฟินแบบมียา จากนัน้จะถูกปิดทบัด้วยผ้ากอซปราศจากเชือ้
และพนัผ้ายืดทบัผ้ากอซอีกชัน้หนึง่  

ท่านจะได้รับการติดตามดแูลบาดแผลทกุวนัหลงัการผ่าตดั โดยผู้วิจยัจะบนัทึกระยะเวลา
ตัง้แต่หลงัการผ่าตดัจนกระทัง่แผ่นปิดแผลหลุดออกจากบาดแผลเองทัง้หมดและบาดแผลหาย
อย่างสมบรูณ์ อีกทัง้ในแตล่ะวนัผู้วิจยัจะให้ท่านประเมินระดบัความเจ็บปวดของบาดแผล โดยใช้
ช่วงคะแนน 0 – 10 คะแนน และผู้ วิจัยจะสอบถามอาการไม่พึงประสงค์ท่ีอาจเกิดขึน้ เช่น บวม 
อกัเสบ  
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ทัง้นีก้รณีท่านออกจากโรงพยาบาลก่อนบาดแผลจะหายอย่างสมบูรณ์ ผู้ วิจยัขอให้ท่าน
บนัทึกวนัท่ีแผ่นปิดแผลหลุดออกเองทัง้หมดโดยไม่ท าให้ท่านเจ็บปวดบาดแผลอีกต่อไป และเก็บ
แผ่นปิดแผลหลงัหลุดออกจากบาดแผลทัง้แผ่นปิดแผลผสมโปรตีนเส้นไหมเคลือบด้วยสารมีฤทธ์ิ
ทางชีวภาพและแผ่นปิดแผลชนิดผ้ากอซตาข่ายเคลือบพาราฟินแบบมียาในถงุพลาสติกท่ีปิดสนิท 
และแชใ่นตู้เย็นชอ่งธรรมดา (4 องศาเซลเซียส) และน ามาให้แพทย์ผู้ท าวิจยัในการนดัครัง้ตอ่ไป 

ท่านจะได้รับเชิญให้มาพบแพทย์ทัง้หมด 5 ครัง้ คือเม่ือครบ 30, 60, 90, 120, 150 วัน 
หลงัการผ่าตดั เพ่ือติดตามบาดแผลและวดัการสญูเสียน า้ทางผิวหนงัเปรียบเทียบระหว่างบริเวณ
บาดแผลและบริเวณผิวหนงัปกตโิดยใช้เคร่ืองวดัสภาพผิว  

โดยตลอดระยะเวลาท่ีท่านอยู่ในโครงการวิจยั คือ ประมาณ 5 เดือน และมาพบผู้วิจยัหรือ
ผู้ ร่วมท าวิจยัหลงัจากออกจากโรงพยาบาลแล้วทัง้สิน้ 5 ครัง้ 
 
ความรับผิดชอบของอาสาสมคัรผู้ เข้าร่วมในโครงการวิจยั 
 เพ่ือให้งานวิจยันีป้ระสบความส าเร็จ ผู้ท าวิจยัใคร่ขอความความร่วมมือจากท่าน  โดยจะ
ขอให้ทา่นปฏิบตัิตามค าแนะน าของผู้ท าวิจยัอย่างเคร่งครัด รวมทัง้แจ้งอาการผิดปกตติา่ง ๆ ท่ีเกิด
ขึน้กบัทา่นระหวา่งท่ีทา่นเข้าร่วมในโครงการวิจยัให้ผู้ท าวิจยัได้รับทราบ 
 เพ่ือความปลอดภยั ท่านไม่ควรรับประทานยาอ่ืน จากการจ่ายยาโดยแพทย์อ่ืนหรือซือ้ยา
จากร้านขายยา นอกเหนือจากยาท่ีได้รับอยู่เดิมแล้ว ดงันัน้ขอให้ท่านแจ้งผู้ท าวิจัยเก่ียวกับยาท่ี
ทา่นได้รับในระหวา่งท่ีทา่นอยูใ่นโครงการวิจยั 
 
ความเส่ียงท่ีอาจได้รับ 
 มีข้อมลูท่ีแสดงว่าโปรตีนเส้นไหมและโปรตีนกาวไหม อาจมีผลข้างเคียงท าให้ผิวหนงัแดง 
หรือคนัเฉพาะบริเวณท่ีสมัผสั รวมถึงอาการข้างเคียงและความไม่สบายท่ียงัไม่มีการรายงานด้วย 
ดงันัน้ระหวา่งท่ีทา่นอยูใ่นโครงการวิจยัจะมีการติดตามดแูลสขุภาพของทา่นอยา่งใกล้ชิด 
 กรุณาแจ้งผู้ท าวิจัยในกรณีท่ีพบอาการดงักล่าวข้างต้น หรืออาการอ่ืน ๆ ท่ีพบร่วมด้วย 
ระหว่างท่ีอยู่ในโครงการวิจยั ถ้ามีการเปล่ียนแปลงเก่ียวกบัสขุภาพของท่าน ขอให้ท่านรายงานให้
ผู้ท าวิจยัทราบโดยเร็ว 
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ความเส่ียงท่ีไมท่ราบแนน่อน 
 ท่านอาจเกิดอาการข้างเคียง หรือความไม่สบาย นอกเหนือจากท่ีได้แสดงในเอกสารฉบบั
นี ้ซึ่งอาการข้างเคียงเหล่านีเ้ป็นอาการท่ีไม่เคยพบมาก่อน เพ่ือความปลอดภัยของท่าน ควรแจ้ง
ผู้ท าวิจยัให้ทราบทนัทีเม่ือเกิดความผิดปกตใิดๆ เกิดขึน้ 
 หากท่านมีข้อสงสยัใดๆ เก่ียวกับความเส่ียงท่ีอาจได้รับจากการเข้าร่วมในโครงการวิจัย 
ทา่นสามารถสอบถามจากผู้ท าวิจยัได้ตลอดเวลา   
 หากมีการค้นพบข้อมลูใหม่ ๆ ท่ีอาจมีผลตอ่ความปลอดภยัของท่านในระหว่างท่ีท่านเข้า
ร่วมในโครงการวิจัย ผู้ ท าวิจัยจะแจ้งให้ท่านทราบทันที เพ่ือให้ท่านตัดสินใจว่าจะอยู่ใน
โครงการวิจยัตอ่ไปหรือจะขอถอนตวัออกจากการวิจยั 
 
การพบแพทย์นอกตารางนดัหมายในกรณีท่ีเกิดอาการข้างเคียง 
 หากมีอาการข้างเคียงใด ๆ เกิดขึน้กับท่าน ขอให้ท่านรีบมาพบแพทย์ท่ีสถานพยาบาล
ทนัที ถึงแม้วา่จะอยูน่อกตารางการนดัหมาย เพ่ือแพทย์จะได้ประเมินอาการข้างเคียงของท่าน และ
ให้การรักษาท่ีเหมาะสมทนัที หากอาการดงักล่าวเป็นผลจากการเข้าร่วมในโครงการวิจยั ท่านจะ
ไมเ่สียคา่ใช้จา่ย  
 
ประโยชน์ท่ีอาจได้รับ 
 การเข้าร่วมในโครงการวิจยันีอ้าจจะท าให้ระยะเวลาในการหายของบาดแผลและระดบั
ความเจ็บปวดบริเวณบาดแผลลดลงได้ แตไ่ม่ได้รับรองว่าระยะเวลาในการหายของบาดแผลและ
ระดบัความเจ็บปวดบริเวณบาดแผลจะลดลงอย่างแน่นอน อีกทัง้ข้อมลูการศกึษาท่ีได้รับจากท่าน
จะมีประโยชน์ในการพฒันาแผน่ปิดแผลผสมโปรตีนเส้นไหมเคลือบด้วยสารมีฤทธ์ิทางชีวภาพ เพ่ือ
ใช้ในการรักษาบาดแผลจากการปลกูถ่ายผิวหนงัในผู้ ป่วยท่านอ่ืนตอ่ไป 
 
วิธีการและรูปแบบการรักษาอ่ืน ๆ ซึง่มีอยูส่ าหรับอาสาสมคัร 
 ท่านไม่จ าเป็นต้องเข้าร่วมโครงการวิจัยนีเ้พ่ือประโยชน์ในการรักษาโรคท่ีท่านเป็นอยู่ 
เน่ืองจากมีแนวทางการรักษาอ่ืน ๆ หลายแบบส าหรับรักษาโรคของท่านได้ ดงันัน้จึงควรปรึกษา
แนวทางการรักษาวิธีอ่ืนๆ กบัแพทย์ผู้ให้การรักษาทา่นก่อนตดัสินใจเข้าร่วมในการวิจยั 
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ข้อปฏิบตัขิองทา่นขณะท่ีร่วมในโครงการวิจยั 
ขอให้ทา่นปฏิบตัดิงันี ้

- ขอให้ท่านให้ข้อมูลทางการแพทย์ของท่านทัง้ในอดีต และปัจจุบัน แก่ผู้ท าวิจัยด้วย
ความสตัย์จริง 

- ขอให้ท่านแจ้งให้ผู้ ท าวิจัยทราบความผิดปกติ ท่ี เกิดขึน้ระหว่างท่ีท่านร่วมใน
โครงการวิจยั 

- ขอให้ทา่นงดการใช้ยาอ่ืนนอกเหนือจากท่ีผู้ท าวิจยัได้จดัให้ รวมถึงการรักษาอ่ืน ๆ เชน่ 
การรักษาด้วยสมนุไพร การซือ้ยาจากร้านขายยา  

- ขอให้ท่านแจ้งให้ผู้ท าวิจัยทราบทันที หากท่านได้รับยาอ่ืนนอกเหนือจากยาท่ีใช้ใน
การศกึษาตลอดระยะเวลาท่ีทา่นอยูใ่นโครงการวิจยั 

- ขอให้ท่านน าแผ่นปิดแผลทัง้หมดท่ีหลุดออกจากบาดแผลเองหลงัจากบาดแผลหาย
อยา่งสมบรูณ์มาให้ผู้ท าวิจยัในการนดัครัง้ถดัไปหลงัการผา่ตดั 

 
อันตรายท่ีอาจเกิดขึ น้จากการเข้าร่วมในโครงการวิจัยและความรับผิดชอบของผู้ ท าวิจัย /
ผู้สนบัสนนุการวิจยั 
 หากพบอนัตรายท่ีเกิดขึน้จากการวิจยั ท่านจะได้รับการรักษาอย่างเหมาะสมทนัที  และ
ท่านปฏิบตัิตามค าแนะน าของทีมผู้ท าวิจยัแล้ว ผู้ท าวิจยั /ผู้สนับสนุนการวิจัยยินดีจะรับผิดชอบ
ค่าใช้จ่ายในการรักษาพยาบาลของท่าน และการลงนามในเอกสารให้ความยินยอม ไม่ได้
หมายความวา่ทา่นได้สละสิทธ์ิทางกฎหมายตามปกตท่ีิท่านพงึมี 
 ในกรณีท่ีท่านได้รับอนัตรายใด ๆ หรือต้องการข้อมูลเพิ่มเติมท่ีเก่ียวข้องกับโครงการวิจยั 
ท่านสามารถติดตอ่กบัผู้ท าวิจยัคือ รศ.ดร.พรอนงค์ อร่ามวิทย์ หมายเลขโทรศพัท์ 089-921-7255 
หรือ ภญ.     สคุนธา หาสาสน์ศรี หมายเลขโทรศพัท์ 089-944-9191 หรือ พญ.ปัทมา ปัญญาวงศ์ 
หมายเลขโทรศพัท์ 087-772-6766 ได้ตลอด 24 ชัว่โมง 
 
คา่ใช้จา่ยของทา่นในการเข้าร่วมการวิจยั 
 ท่านจะได้รับแผ่นปิดแผลท่ีใช้รักษาบาดแผลจากการปลกูถ่ายผิวหนงัในโครงการวิจยัจาก
ผู้สนบัสนนุการวิจยัโดยไมต้่องเสียคา่ใช้จา่ย ผู้สนบัสนนุการวิจยัจะเป็นผู้ รับผิดชอบทัง้หมด  
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คา่ตอบแทนส าหรับผู้ เข้าร่วมวิจยั 
 ทา่นจะไมไ่ด้รับเงินคา่ตอบแทนจากการเข้าร่วมในการวิจยั แตท่า่นจะได้รับคา่เดนิทางและ
เงินชดเชยการสูญเสียรายได้ หรือความไม่สะดวก ไม่สบาย ในการมาพบแพทย์ครัง้ละ 300 บาท 
รวมทัง้หมด 5 ครัง้ 
 
การเข้าร่วมและการสิน้สดุการเข้าร่วมโครงการวิจยั 
 การเข้าร่วมในโครงการวิจยัครัง้นีเ้ป็นไปโดยความสมคัรใจ หากทา่นไมส่มคัรใจจะเข้าร่วม
การศกึษาแล้ว ท่านสามารถถอนตวัได้ตลอดเวลา โดยผู้วิจยัเป็นผู้ รับเอกสารการยกเลิก ทัง้นีก้าร
ขอถอนตวัออกจากโครงการวิจยัจะไมมี่ผลตอ่การดแูลรักษาโรคของทา่นแตอ่ยา่งใด 
 ผู้ท าวิจยัอาจถอนท่านออกจากการเข้าร่วมการวิจยั เพ่ือเหตผุลด้านความปลอดภัยของ
ทา่น หรือเม่ือผู้สนบัสนนุการวิจยัยตุกิารด าเนินงานวิจยั หรือ ในกรณีดงัตอ่ไปนี ้
  -     ทา่นไมส่ามารถปฎิบตัติามค าแนะน าของผู้ท าวิจยั 

- ทา่นรับประทานยาหรือใช้แผน่ปิดแผลชนิดอ่ืนท่ีไมอ่นญุาตให้ใช้ในการศกึษา 

- ท่านเกิดอาการข้างเคียง หรือความผิดปกติของผลทางห้องปฏิบตัิการจากการได้รับ
แผน่ปิดแผลท่ีใช้ในการศกึษา 

- ทา่นแพ้แผน่ปิดแผลท่ีใช้ในการศกึษา 
- ท่านต้องการปรับเปล่ียนการรักษาด้วยยาหรือแผ่นปิดแผลตวัท่ีไม่ได้รับอนญุาตจาก

การวิจยัครัง้นี ้
 
การปกป้องรักษาข้อมลูความลบัของอาสาสมคัร 
 ข้อมูลท่ีอาจน าไปสู่การเปิดเผยตัวท่าน จะได้รับการปกปิดและจะไม่เปิดเผยแก่
สาธารณชน ในกรณีท่ีผลการวิจยัได้รับการตีพิมพ์ ช่ือและท่ีอยู่ของท่านจะต้องได้รับการปกปิดอยู่
เสมอ โดยจะใช้เฉพาะรหสัประจ าโครงการวิจยัของทา่น 
 จากการลงนามยินยอมของท่านผู้ ท าวิจัย และผู้ สนับสนุนการวิจัยสาม ารถเข้าไป
ตรวจสอบบนัทึกข้อมูลทางการแพทย์ของท่านได้แม้จะสิน้สุดโครงการวิจัยแล้วก็ตาม หากท่าน
ต้องการยกเลิกการให้สิทธ์ิดงักล่าว ท่านสามารถแจ้ง หรือเขียนบนัทึกขอยกเลิกการให้ค ายินยอม 
โดยส่งไปท่ี หน่วยศลัยกรรมตกแตง่และเสริมสร้าง โรงพยาบาลจฬุาลงกรณ์ ถนนพระราม 4 ปทมุ
วนั กรุงเทพฯ 10330 
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 หากท่านขอยกเลิกการให้ค ายินยอมหลังจากท่ีท่านได้เข้าร่วมโครงการวิจัยแล้ว ข้อมูล
ส่วนตวัของท่านจะไม่ถูกบนัทึกเพิ่มเติม อย่างไรก็ตามข้อมูลอ่ืน ๆ ของท่านอาจถูกน ามาใช้เพ่ือ
ประเมินผลการวิจยั  และทา่นจะไมส่ามารถกลบัมาเข้าร่วมในโครงการนีไ้ด้อีก ทัง้นีเ้น่ืองจากข้อมลู
ของทา่นท่ีจ าเป็นส าหรับใช้เพ่ือการวิจยัไมไ่ด้ถกูบนัทกึ 
 จากการลงนามยินยอมของท่านแพทย์ผู้ ท าวิจัยสามารถบอกรายละเอียดของท่านท่ี
เก่ียวกบัการเข้าร่วมโครงการวิจยันีใ้ห้แก่แพทย์ผู้ รักษาทา่นได้ 
 
สิทธ์ิของผู้ เข้าร่วมในโครงการวิจยั 
 ในฐานะท่ีทา่นเป็นผู้ เข้าร่วมในโครงการวิจยั ทา่นจะมีสิทธ์ิดงัตอ่ไปนี ้

1. ทา่นจะได้รับทราบถึงลกัษณะและวตัถปุระสงค์ของการวิจยัในครัง้นี ้
2. ท่านจะได้รับการอธิบายเก่ียวกบัระเบียบวิธีการของการวิจยัทางการแพทย์ รวมทัง้ยาและ

อปุกรณ์ท่ีใช้ในการวิจยัครัง้นี ้
3. ทา่นจะได้รับการอธิบายถึงความเส่ียงและความไมส่บายท่ีจะได้รับจากการวิจยั 
4. ทา่นจะได้รับการอธิบายถึงประโยชน์ท่ีทา่นอาจจะได้รับจากการวิจยั 
5. ท่านจะได้รับการเปิดเผยถึงทางเลือกในการรักษาด้วยวิธีอ่ืน ยา หรืออปุกรณ์ซึ่งมีผลดีต่อ

ทา่นรวมทัง้ประโยชน์และความเส่ียงท่ีทา่นอาจได้รับ 
6. ทา่นจะได้รับทราบแนวทางในการรักษา ในกรณีท่ีพบโรคแทรกซ้อนภายหลงัการเข้าร่วมใน

โครงการวิจยั 
7. ทา่นจะมีโอกาสได้ซกัถามเก่ียวกบังานวิจยัหรือขัน้ตอนท่ีเก่ียวข้องกบังานวิจยั 
8. ท่านจะได้รับทราบว่าการยินยอมเข้าร่วมในโครงการวิจยันี ้ท่านสามารถขอถอนตวัจาก

โครงการเม่ือไรก็ได้ โดยผู้ เข้าร่วมในโครงการวิจยัสามารถขอถอนตวัจากโครงการโดยไม่ได้
รับผลกระทบใด ๆ ทัง้สิน้ 

9. ท่านจะได้รับเอกสารข้อมลูค าอธิบายส าหรับผู้ เข้าร่วมในโครงการวิจยัและส าเนาเอกสาร
ใบยินยอมท่ีมีทัง้ลายเซ็นและวนัท่ี 

10. ท่านมีสิทธ์ิในการตดัสินใจว่าจะเข้าร่วมในโครงการวิจยัหรือไม่ก็ได้ โดยปราศจากการใช้
อิทธิพลบงัคบัขม่ขู ่หรือการหลอกลวง 
 
หากท่านไม่ได้รับการชดเชยอนัควรต่อการบาดเจ็บหรือเจ็บป่วยท่ีเกิดขึน้โดยตรงจากการ

วิจยั  หรือท่านไม่ได้รับการปฏิบตัิตามท่ีปรากฎในเอกสารข้อมลูค าอธิบายส าหรับผู้ เข้าร่วมในการ
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วิจยั ท่านสามารถร้องเรียนได้ท่ี คณะกรรมการจริยธรรมการวิจยั คณะแพทยศาสตร์ จฬุาลงกรณ์
มหาวิทยาลยั  ตกึอานนัทมหิดลชัน้ 3  โรงพยาบาลจฬุาลงกรณ์ ถนนพระราม 4 ปทมุวนั กรุงเทพฯ 
10330  โทร 0-2256-4455 ตอ่ 14, 15 ในเวลาราชการ 

 
ขอขอบคณุในการร่วมมือของทา่นมา ณ ท่ีนี ้

................................................................................... 
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Appendix H 

 
เอกสารแสดงความยินยอมเข้าร่วมในโครงการวิจยั 

 

(Consent form) 
 

การวิจยัเร่ือง ประสิทธิศกัย์ทางคลินิกของแผน่ปิดแผลผสมโปรตีนเส้นไหมเคลือบด้วยสารมี
ฤทธ์ิทางชีวภาพเทียบกบัแผ่นปิดแผลชนิดผ้ากอซตาข่ายเคลือบพาราฟินแบบมียา ในการรักษา
บาดแผลจากการปลกูถ่ายผิวหนงัท่ีมีหนงัแท้เหลืออยู่บางสว่น 
วนัให้ค ายินยอม  วนัท่ี.................เดือน................................พ.ศ................................................ 
 ข้าพเจ้า นาย/นาง/นางสาว ..........................................................................................
ท่ีอยู.่......................................................................................................................................
ได้อ่านรายละเอียดจากเอกสารข้อมูลส าหรับผู้ เข้าร่วมโครงการวิจัยวิจัยท่ีแนบมาฉบับวันท่ี
.................................... และข้าพเจ้ายินยอมเข้าร่วมโครงการวิจยัโดยสมคัรใจ 
            ข้าพเจ้าได้รับส าเนาเอกสารแสดงความยินยอมเข้าร่วมในโครงการวิจยัท่ีข้าพเจ้าได้ลงนาม 
และ วันท่ี พร้อมด้วยเอกสารข้อมูลส าหรับผู้ เข้าร่วมโครงการวิจัย ทัง้นีก้่อนท่ีจะลงนามในใบ
ยินยอมให้ท าการวิจยันี ้ข้าพเจ้าได้รับการอธิบายจากผู้วิจยัถึงวตัถปุระสงค์ของการวิจยั ระยะเวลา
ของการท าวิจยั วิธีการวิจยั อนัตราย หรืออาการท่ีอาจเกิดขึน้จากการวิจยั หรือจากยาท่ีใช้  รวมทัง้
ประโยชน์ท่ีจะเกิดขึน้จากการวิจยั และแนวทางรักษาโดยวิธีอ่ืนอย่างละเอียด ข้าพเจ้ามีเวลาและ
โอกาสเพียงพอในการซกัถามข้อสงสยัจนมีความเข้าใจอย่างดีแล้ว โดยผู้วิจยัได้ตอบค าถามตา่ง ๆ 
ด้วยความเตม็ใจไมปิ่ดบงัซอ่นเร้นจนข้าพเจ้าพอใจ 
 ข้าพเจ้ารับทราบจากผู้วิจยัว่าหากเกิดอนัตรายใด ๆ จากการวิจยัดงักลา่ว ข้าพเจ้าจะได้รับ
การรักษาพยาบาลโดยไม่เสียคา่ใช้จา่ย หากพบอนัตรายท่ีเกิดขึน้จากการวิจยัและพิสจูน์ได้ว่าท่าน
ปฏิบตัติามค าแนะน าของทีมผู้ท าวิจยัแล้ว  ผู้สนบัสนนุโครงการวิจยัยินดีจะรับผิดชอบตอ่คา่ใช้จ่าย
ในการรักษาพยาบาลของทา่น 
 ข้าพเจ้ามีสิทธิท่ีจะบอกเลิกเข้าร่วมในโครงการวิจยัเม่ือใดก็ได้ โดยไมจ่ าเป็นต้องแจ้ง
เหตผุล และการบอกเลิกการเข้าร่วมการวิจยันี ้จะไมมี่ผลตอ่การรักษาโรคหรือสิทธิอ่ืน ๆ ท่ีข้าพเจ้า
จะพงึได้รับตอ่ไป 
 ผู้วิจยัรับรองวา่จะเก็บข้อมลูส่วนตวัของข้าพเจ้าเป็นความลบั และจะเปิดเผยได้เฉพาะเม่ือ
ได้ รับการยินยอมจากข้าพเจ้าเท่านัน้  บุคคลอ่ืนในนามขอ งบริษัทผู้ สนับสนุนการวิจัย 
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คณะกรรมการพิจารณาจริยธรรมการวิจยัในคน ส านกังานคณะกรรมการอาหารและยาอาจได้รับ
อนญุาตให้เข้ามาตรวจและประมวลข้อมลูของข้าพเจ้า ทัง้นีจ้ะต้องกระท าไปเพ่ือวตัถปุระสงค์เพ่ือ
ตรวจสอบความถูกต้องของข้อมูลเท่านัน้ โดยการตกลงท่ีจะเข้าร่วมการศึกษานีข้้าพเจ้าได้ให้ค า
ยินยอมท่ีจะให้มีการตรวจสอบข้อมลูประวตัทิางการแพทย์ของข้าพเจ้าได้ 
 ผู้วิจยัรับรองว่าจะไม่มีการเก็บข้อมูลใด ๆ เพิ่มเติม หลงัจากท่ีข้าพเจ้าขอยกเลิกการเข้า
ร่วมโครงการวิจยัและต้องการให้ท าลายเอกสารและ/หรือ ตวัอยา่งท่ีใช้ตรวจสอบทัง้หมดท่ีสามารถ
สืบค้นถึงตวัข้าพเจ้าได้ 
 ข้าพเจ้าเข้าใจว่า  ข้าพเจ้ามีสิทธ์ิท่ีจะตรวจสอบหรือแก้ไขข้อมูลส่วนตวัของข้าพเจ้าและ
สามารถยกเลิกการให้สิทธิในการใช้ข้อมลูสว่นตวัของข้าพเจ้าได้ โดยต้องแจ้งให้ผู้วิจยัรับทราบ 
 ข้าพเจ้าได้ตระหนกัว่าข้อมลูในการวิจยัรวมถึงข้อมลูทางการแพทย์ของข้าพเจ้าท่ีไมมี่การ
เปิดเผยช่ือ จะผ่านกระบวนการต่าง ๆ เช่น การเก็บข้อมูล การบนัทึกข้อมูลในแบบบนัทึกและใน
คอมพิวเตอร์ การตรวจสอบ การวิเคราะห์ และการรายงานข้อมูลเพ่ือวัตถุประสงค์ทางวิชาการ 
รวมทัง้การใช้ข้อมลูทางการแพทย์ในอนาคตหรือการวิจยัทางด้านเภสชัภณัฑ์ เทา่นัน้  
 ข้าพเจ้าได้อา่นข้อความข้างต้นและมีความเข้าใจดีทกุประการแล้ว ยินดีเข้าร่วมในการวิจยั
ด้วยความเตม็ใจ จงึได้ลงนามในเอกสารแสดงความยินยอมนี ้ 
 

  .................................................................................ลงนามผู้ให้ความยินยอม 
  (.................................................................................) ช่ือผู้ยินยอมตวับรรจง 
  วนัท่ี ................เดือน....................................พ.ศ............................. 
  

ข้าพเจ้าได้อธิบายถึงวัตถุประสงค์ของการวิจัย วิธีการวิจัย อันตราย หรืออาการไม่พึง
ประสงค์หรือความเส่ียงท่ีอาจเกิดขึน้จากการวิจยั หรือจากแผ่นปิดแผลท่ีใช้  รวมทัง้ประโยชน์ท่ีจะ
เกิดขึน้จากการวิจยัอยา่งละเอียด ให้ผู้ เข้าร่วมในโครงการวิจยัตามนามข้างต้นได้ทราบและมีความ
เข้าใจดีแล้ว พร้อมลงนามลงในเอกสารแสดงความยินยอมด้วยความเตม็ใจ 
  ......................................................................................ลงนามผู้ท าวิจยั 
  (..................................................................................) ช่ือผู้ท าวิจยั ตวับรรจง 
  วนัท่ี ................เดือน....................................พ.ศ............................. 
 

  ......................................................................................ลงนามพยาน 
  (....................................................................................) ช่ือพยาน ตวับรรจง 
  วนัท่ี ................เดือน....................................พ.ศ............................. 
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Appendix I 
 

Case report form 
Title: Comparative clinical efficacy of wound dressing containing silk fibroin with bioactive 
coating layer versus medicated paraffin gauze dressing in the treatment of split-thickness 
skin graft donor sites 

Patient information and demographics 

Patient code:_____________ Date:_____/_____/_____ Sex:          Male          Female 
Date of birth:____/____/____ Weight (kg):__________ Height (cm): _____________ 
Comorbids:__________________________________________________________________ 
                 ___________________________________________________________________ 
Current medications:_________________________________________________________ 
                   _________________________________________________________________ 
Drinking:           Yes                            No 
Smoking:           Yes                            No 
Allergies:____________________________________________________________________ 

Treatment information 

Diagnosis:___________________________________________________________________ 
Size of donor site (cm2):_____________      Thickness of donor site (inch)____________                                    

Medications Dose How and How often Date started 
1. 
2. 
3. 
4. 
5. 
6. 
7. 
8. 
9. 
10. 
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Appendix J 

 
Follow up report 

 
Title: Comparative clinical efficacy of wound dressing containing silk fibroin with bioactive 
coating layer versus medicated paraffin gauze dressing in the treatment of split-thickness 
skin graft donor sites 
Patient code:________________ Date:_____/_____/_____ 

Wound dressing 

A. wound dressing containing silk fibroin 
woven fabric with bioactive coating layer 
   - Dressing change          Yes             No 
    - Exudates                      Yes             No 
    - Dressing separate completely from  
donor site                            Yes            No 
 
 

B. medicated paraffin gauze dressing 
 
    - Dressing change          Yes           No 
     - Exudates                      Yes           No 
     - Dressing separate completely from  
donor site                            Yes           No 

Visual analogue scale 

A. wound dressing containing silk fibroin woven fabric with bioactive coating layer 
 

      No pain                                                                                               Unbearable 
                     0      1       2      3      4      5       6       7       8       9      10 
 
 

B. medicated paraffin gauze dressing 
 

      No pain                                                                                                Unbearable 
                 0      1       2      3      4      5       6       7       8       9      10 
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Signs of infection 

A. wound dressing containing silk fibroin 
woven fabric with bioactive coating layer 
      Pus           Yes_____________________ 
                       No 
      
Others______________________________ 
 

B. medicated paraffin gauze dressing 

 
     Pus          Yes______________________ 
                     No 
   
Others______________________________ 
 

Complication 

A. wound dressing containing silk fibroin 
woven fabric with bioactive coating layer 
                  Yes________________________ 
                  No 
 

B. medicated paraffin gauze dressing 

 
                  Yes_______________________ 
                  No 

Vital signs 

Heart rate (beats per minute):____________ Respiration (breaths per minute):________ 
 

Blood pressure (mmHg):________________ Temperature (˚C):_____________________ 
 

Kidney & liver function 

BUN (mg/dL):____________________ Serum creatinine (mg/dL):______________ 
AST (U/L):_______________________ ALT (U/L):__________________________ 
Alkaline phosphatase (U/L)_____________ Albumin (g/dL):____________________ 

 
 

 

 



 

 

121 

Appendix K 

Participants’ skins at the back area among three phases of skin patch test 

No. of 
participant 

Induction phase I Induction phase II Challenge phase 

1 

   
2 

   
3 

   
4 

   
5 

   
6 

   
7 

   
8 
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No. of 
participant 

Induction phase I Induction phase II Challenge phase 

9 

   
10 

   
11 

   
12 

   
13 

   
14 

   
15 

   
16 
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No. of 
participant 

Induction phase I Induction phase II Challenge phase 

17 

   
18 

   
19 

   
20 

   
21 

   
22 

   
23 

   
24 
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No. of 
participant 

Induction phase I Induction phase II Challenge phase 

25 

   
26 

   
27 

   
28 

   
29 

   
30 

   
31 

   
32 
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No. of 
participant 

Induction phase I Induction phase II Challenge phase 

33 

   
34 

   
35 

   
36 

   
37 

   
38 

   
39 

   
40 
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No. of 
participant 

Induction phase I Induction phase II Challenge phase 

41 

   
42 

   
43 

   
44 

   
45 

   
46 

   
47 

   
48 
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No. of 
participant 

Induction phase I Induction phase II Challenge phase 

49 

   
50 

   
51 

   
52 

   
53 

   
54 

   
55 

   
56 
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No. of 
participant 

Induction phase I Induction phase II Challenge phase 

57 

   
58 

   
59 

   
60 

   
61 

   
62 

   
63 

   
64 
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No. of 
participant 

Induction phase I Induction phase II Challenge phase 

65 

   
66 

   
67 

   
68 

   
69 

   
70 

   
71 

   
72 
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No. of 
participant 

Induction phase I Induction phase II Challenge phase 

73 

   
74 

   
75 

   
76 

   
77 

   
78 

   
79 

   
80 
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No. of 
participant 

Induction phase I Induction phase II Challenge phase 

81 

   
82 

   
83 

   
84 

   
85 

   
86 

   
87 

   
88 
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No. of 
participant 

Induction phase I Induction phase II Challenge phase 

89 

   
90 

   
91 

   
92 

   
93 

   
94 

   
95 

   
96 
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No. of 
participant 

Induction phase I Induction phase II Challenge phase 

97 

   
98 

   
99 

   
100 

   
101 

   
102 

   
103 

   
104 
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No. of 
participant 

Induction phase I Induction phase II Challenge phase 

105 

   
106 

   
107 

   
108 

   
109 

   
110 
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Appendix L 

 
Donor site characteristics (part 1) 
No. Operative day Donor site after healed 

Donor site Donor site with dressings On the first day 
1 

   
2 

   
3 

   
4 

   
5 

   
6 
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Donor site characteristics (part 1; continued) 
No. Operative day Donor site after healed 

Donor site Donor site with dressings On the first day 
7 

   
8 

   
9 

   
10 

   
11 

   
12 
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Donor site characteristics (part 1; continued) 
No. Operative day Donor site after healed 

Donor site Donor site with dressings On the first day 
13 

   
14 

   
15 

   
16 

   
17 

   
18 
 
 
 
 
 

 

   



 

 

138 

Donor site characteristics (part 1; continued) 
No. Operative day Donor site after healed 

Donor site Donor site with dressings On the first day 
19 

   
20 

   
21 

   
22 

   
23 

   
24 
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Donor site characteristics (part 1; continued) 
No. Operative day Donor site after healed 

Donor site Donor site with dressings On the first day 
25 

   
26 

   
27 

   
28 

   
29 

   
30 
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Donor site characteristics (part 2) 
No. Donor site after healed 

1 week 1 month 2 months 
1 

   
2 

   
3 

   
4 

   
5 

   
6 
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Donor site characteristics (part 2; continued) 
No. Donor site after healed 

1 week 1 month 2 months 
7 

   
8 

   
9 

   
10 

   
11 

   
12 
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Donor site characteristics (part 2; continued) 
No. Donor site after healed 

1 week 1 month 2 months 
13 

   
14 

   
15 

   
16 

   
17 

   
18 
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Donor site characteristics (part 2; continued) 
No. Donor site after healed 

1 week 1 month 2 months 
19 

   
20 

   
21 

   
22 

   
23 

   
24 
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Donor site characteristics (part 2; continued) 
No. Donor site after healed 

1 week 1 month 2 months 
25 

   
26 

   
27 

   
28 

   
29 

   
30 
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Donor site characteristics (part 3) 
No. Donor site after healed 

3 months 4 months 5 months 
1 

   
2 

   
3 

   
4 

   
5 

   
6 
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Donor site characteristics (part 3; continued) 
No. Donor site after healed 

3 months 4 months 5 months 
7 

   
8 

   
9 

   
10 

   
11 

   
12 
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Donor site characteristics (part 3; continued) 
No. Donor site after healed 

3 months 4 months 5 months 
13 

   
14 

   
15 

   
16 

   
17 

   
18 
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Donor site characteristics (part 3; continued) 
No. Donor site after healed 

3 months 4 months 5 months 
19 

   
20 

   
21 

   
22 

   
23 

   
24 
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Donor site characteristics (part 3; continued) 
No. Donor site after healed 

3 months 4 months 5 months 
25 

   
26 

   
27 

  

 
 

Loss to follow-up 

28 

   
29 

   
30 
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