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คณะกรรมการมาตรฐานผลิตภณัฑอตุสาหกรรมไดพจิารณามาตรฐานนีแ้ลว   เห็นสมควรเสนอรฐัมนตรปีระกาศตาม
มาตรา 15 แหงพระราชบัญญัติมาตรฐานผลิตภัณฑอุตสาหกรรม พ.ศ. 2511

มาตรฐานผลิตภัณฑอุตสาหกรรม ภาชนะพลาสติกปราศจากเชื้อสําหรับบรรจุโลหิตและสวนประกอบของโลหิต นี้
ไดประกาศใชครั้งแรกเปนมาตรฐานผลิตภัณฑอุตสาหกรรม ถุงพลาสติกสําหรับบรรจุโลหิตและสวนประกอบ
ของโลหิต มาตรฐานเลขท่ี มอก.1298-2538 ในราชกิจจานุเบกษา ฉบับประกาศท่ัวไป เลม 112 ตอนท่ี 78ง วันท่ี
28 กันยายน พุทธศักราช 2538 ตอมาไดพิจารณาเห็นสมควรแกไขปรับปรุงในสาระสําคัญทางวิชาการ โดยแกไข
ปรับปรุงคุณลักษณะท่ีตองการและวิธีทดสอบ เพื่อใหเหมาะสมกับการผลิตในปจจุบัน  จึงไดแกไขปรับปรุง
โดยยกเลิกมาตรฐานเดมิและกาํหนดมาตรฐานนีข้ึน้ใหม

มาตรฐานผลิตภณัฑอตุสาหกรรมนีก้ําหนดขึน้โดยใชขอมูลจากผูทํา ผูใช และเอกสารตอไปนีเ้ปนแนวทาง
ISO 3826-1:2003 Plastics  collapsible  containers  for  human  blood  and  blood

components-Part 1 : Conventional  containers
European Pharmacopoeia 6th edition, volume l,2008
The United States Pharmacopeia, 32 revision, 2009
WHO Geneva 1974 Plastic containers for pharmaceuticals testing and control
ISO 6401 : 2008 Plastics-Poly (vinyl chloride)-Determination of residual vinyl chloride

monomer-Gas-chromatographic method
ISO 10993-5 : 2009 Biological evaluation of medical devices-Part 5 : Tests for in vitro

cytotoxicity
มอก.720-2546 ชุดใหเลือดใชครั้งเดียว
มอก.1398-2551 เขม็ฉีดยาปราศจากเชือ้ชนดิใชครัง้เดยีว
ภาคผนวก ก. ASTM F 756-93 Standard practice for assessment of hemolytic

properties of materials
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ประกาศกระทรวงอุตสาหกรรม
ฉบับท่ี 4449 ( พ.ศ. 2555)

ออกตามความในพระราชบญัญตัมิาตรฐานผลิตภณัฑอตุสาหกรรม
พ.ศ. 2511

เรื่อง  ยกเลิกมาตรฐานผลิตภัณฑอุตสาหกรรม
ถงุพลาสตกิสําหรบับรรจโุลหิตและสวนประกอบของโลหิต

และกําหนดมาตรฐานผลิตภณัฑอตุสาหกรรม
ภาชนะพลาสตกิปราศจากเชือ้สําหรบับรรจโุลหิตและสวนประกอบของโลหิต

โดยท่ีเปนการสมควรปรับปรุงมาตรฐานผลิตภัณฑอุตสาหกรรม ถุงพลาสติกสําหรับบรรจุโลหิตและ
สวนประกอบของโลหิต มาตรฐานเลขท่ี มอก.1298-2538

อาศัยอํานาจตามความในมาตรา 15 แหงพระราชบัญญัติมาตรฐานผลิตภัณฑอุตสาหกรรม พ.ศ. 2511
รฐัมนตรวีาการกระทรวงอตุสาหกรรมออกประกาศยกเลิกประกาศกระทรวงอตุสาหกรรม  ฉบบัท่ี 2073 (พ.ศ.2538)
ออกตามความในพระราชบญัญตัมิาตรฐานผลิตภณัฑอตุสาหกรรม พ.ศ.2511 เรื่อง กําหนดมาตรฐานผลิตภัณฑ
อุตสาหกรรม ถุงพลาสติกสําหรับบรรจุโลหิตและสวนประกอบของโลหิต ลงวนัท่ี 8 กันยายน พ.ศ. 2538 และ
ออกประกาศกําหนดมาตรฐานผลิตภัณฑอุตสาหกรรม ภาชนะพลาสติกปราศจากเชื้อสําหรับบรรจุโลหิตและ
สวนประกอบของโลหิต มาตรฐานเลขท่ี มอก.1298-2554 ขึ้นใหม  ดังมีรายการละเอียดตอทายประกาศนี้

ท้ังนี้ ใหมีผลตั้งแตวันท่ีประกาศในราชกจิจานุเบกษา เปนตนไป

ประกาศ ณ วันท่ี 28 สิงหาคม     พ.ศ. 2555

        หมอมราชวงศพงษสวัสดิ์    สวัสดิวัตน

     รัฐมนตรีวาการกระทรวงอุตสาหกรรม
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มาตรฐานผลติภัณฑอตุสาหกรรม
  ภาชนะพลาสติกปราศจากเชื้อสําหรับบรรจุโลหิต

และสวนประกอบของโลหติ
1. ขอบขาย

1.1 มาตรฐานผลิตภัณฑอุตสาหกรรมนี้ครอบคลุมภาชนะพลาสติกปราศจากเชื้อท่ีทําจากพอลิโอเลฟนหรือ
พอลิไวนิลคลอไรด สําหรับบรรจุโลหิตและสวนประกอบของโลหิต และภาชนะพลาสติกท่ีบรรจุน้ํายาปองกัน
การแข็งตัวของโลหิต และ/หรอืน้าํยาเกบ็รกัษาสภาพสวนประกอบของโลหิต

2. บทนิยาม
ความหมายของคําท่ีใชในมาตรฐานผลิตภณัฑอตุสาหกรรมนี ้มีดงัตอไปนี้

2.1 ภาชนะพลาสตกิปราศจากเชือ้สําหรบับรรจโุลหิตและสวนประกอบของโลหิต  ซ่ึงตอไปในมาตรฐานนีจ้ะเรยีกวา
“ถงุบรรจโุลหิต” หมายถงึ ภาชนะพลาสตกิท่ีใชบรรจโุลหิตและสวนประกอบของโลหิต อาจบรรจนุ้าํยาปองกนั
การแข็งตัวของโลหิต และ/หรือน้ํายาเก็บรักษาสภาพสวนประกอบของโลหิตดวยก็ได มีสวนประกอบ
โดยท่ัวไปตามรปูท่ี 1

2.2 สวนประกอบของโลหิต หมายถึง ส่ิงท่ีแยกไดจากโลหิต เชน เม็ดโลหิตแดง พลาสมา เกล็ดโลหิต
2.3 ถุงชุด หมายถึง ถุงบรรจุโลหิตตั้งแต 2 ถุงขึ้นไป เชื่อมตอกันดวยสายสง

3. รูปรางและมิติ
3.1 รปูรางโดยท่ัวไปของถงุบรรจโุลหิตใหเปนไปตามรปูท่ี 1
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หนวยเปนมิลลิเมตร

1 ฝาหรือปลอกหุม (protector)
2 สายสง (transfer tube) และท่ีปด (ถามี)
3 ทางออก (outlet port)
4.1 หูหรอืรูแขวนสําหรบักรณใีหโลหิตและสวนประกอบของโลหิต (eyelet)
4.2 รแูขวนสําหรบักรณแียกสวนประกอบของโลหิต
4.3 รูเสียบหลอดโลหิตตัวอยาง (ถามี)
5 สายเขา (collection tube)
6 บรเิวณแสดงเครื่องหมายและฉลาก (label area)
7 ปลอกหุมเข็ม (protective cap)
8 เขม็แทงเขาเสนโลหิต (blood-taking needle)

รูปท่ี 1 รูปรางโดยท่ัวไปของถงุบรรจโุลหิต
(ขอ 2.1 ขอ 3.1 และขอ 4.5)

.1

.2

.3
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4. สวนประกอบ
4.1 สายเขาและสายสง

4.1.1 ตองไมมีขอบกพรองใดๆ เชน ปริ แฟบ บิด พับ พับไขว
การทดสอบใหทําโดยการตรวจพนิจิ

4.1.2 สายเขาตองมีขนาดเสนผานศูนยกลางภายในไมนอยกวา 2.7 mm (มิลลิเมตร) ผนังทอหนาไมนอยกวา
0.5 mm และยาวไมนอยกวา 800 mm

4.1.3 สายสงตองมีขนาดเสนผานศูนยกลางภายในไมนอยกวา 2.7 mm ผนังทอหนาไมนอยกวา 0.5 mm
และยาวไมนอยกวา 200 mm

4.1.4 สายเขาและสายสงของแตละชดุ ตองมีหมายเลขเดยีวกนั ตดิถาวร โดยมีระยะหางกนัแตละชวงไมเกนิ 7 cm
(เซนตเิมตร)

การทดสอบใหใชเครื่องวัดละเอียด 0.01 mm
4.2 ทางออก

4.2.1 ตองมีทางออกอยางนอย 1 ทาง เพือ่เปนทางใหโลหิตและสวนประกอบของโลหิตไหลออกไปยังชดุสําหรบั
ใหโลหิต

4.2.2 ทางออกนี้กอนใชตองมีฝาหรือปลอกผนึกปดอยูเพื่อปองกันการสัมผัส ภายในมีไดอะแฟรมท่ีเม่ือเจาะ
แลวจะเสียไป ใชใหมอีกไมได เพื่อรักษาสภาพปราศจากเชื้อภายในไว และตองมีขนาดพอเหมาะกับ
เขม็เจาะของชดุสําหรบัใหโลหิต เม่ือเสียบเขม็เขาไปแลวตองอดุทางออกกอนท่ีปลายเขม็จะเจาะไดอะแฟรม

การทดสอบใหทําโดยการตรวจพนิจิ
4.3 การเชื่อมตอระหวางสายกับตัวถุง

สายเขาและสายสงตองเชือ่มตอเขากบัตัวถุงไดแนนสนทิ ไมรัว่ซึม
การทดสอบใหปฏิบัติตามขอ 9.1

4.4 เขม็แทงเขาเสนโลหิต
4.4.1 ตองมีมิติ ความทนการกัดกรอน ความแข็งตึง และความทนการแตกหัก เปนไปตามมอก.1398

การทดสอบใหปฎิบตัิตาม มอก.1398
4.4.2 ตองติดกับปลายสายเขา มีปลอกหุมเข็มท่ีรักษาสภาพปราศจากเชื้อได ไมรั่วซึม ถอดออกไดงาย

มีการปองกันการสัมผัสกับตัวเข็ม ในกรณีท่ีตองทําลายผนึกกอนถอดออก เม่ือทําลายผนึกแลว
ตองผนึกกลับเขาไปใหมไมได
เม่ือใหแรงดึง 20 N (นิวตัน) ทางสายเขา เปนเวลา 15 s (วินาที) เข็มแทงเขาเสนโลหิตตองไมหลุด
ออกจากปลายสายเขา

4.4.3 อาจมีอุปกรณปองกนัเขม็แทงผูปฏิบตักิารหรือถุงบรรจุ
การทดสอบใหทําโดยการตรวจพนิจิ
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4.5 หูหรือรูแขวน
ตองมีหูหรอืรสํูาหรบัแขวนและเสียบหลอดเกบ็ตวัอยางโลหิตท่ีไมเปนอปุสรรคในการใชถงุบรรจโุลหิตในกรณ ี
ตางๆ เชน เจาะ แยก เก็บ และใชโลหิต เม่ือใหแรงดึง 20 N ในแนวตรงขามกับตําแหนง 4.1 (รูปท่ี 1)
เปนเวลา 60 min (นาที) ท่ีอุณหภูมิ (23  5) oC (องศาเซลเซียส) แลวตองไมฉีกขาด

5. คุณลักษณะที่ตองการ
5.1 ลักษณะท่ัวไป

5.1.1 ตองโปรงแสง ไมมีสีหรือสีออกเหลืองเล็กนอย มีความนิ่มหยุนตัว และไมเหนียวเย้ิม
5.1.2 ตองไมทําใหน้ํายาปองกันการแข็งตัวของโลหิตหรือน้ํายาเก็บรักษาสภาพสวนประกอบของโลหิต

เกิดความผิดปกติ เชน ขุน ตกตะกอน
การทดสอบใหทําโดยการตรวจพนิจิ

5.2 คุณลักษณะในการใชงาน
5.2.1 ปรมิาณอากาศ

ปริมาณอากาศท้ังหมดในแตละชุด เม่ือหารดวยจํานวนถุงในชุดนั้น ตองไมเกิน 15 ml (มิลลิลิตร)
การทดสอบใหปฏิบัติตามขอ 9.2

5.2.2 ระยะเวลาการถายออกภายใตความดนั
น้ําตองไหลออกจากถุงบรรจุโลหิตหมดภายในเวลา 2 min โดยไมรั่วซึม
การทดสอบใหปฏิบัติตามขอ 9.3

5.2.3 ระยะเวลาการบรรจโุลหิต
ตองบรรจขุองเหลวทดสอบไดเทากับปรมิาตรท่ีระบไุวท่ีฉลากภายในเวลานอยกวา 8 min
การทดสอบใหปฏิบัติตามขอ 9.4

5.3 คุณลักษณะทางฟสิกส
5.3.1 ความโปรงแสง

เม่ือทดสอบตามขอ 9.5 แลว ตองสังเกตเห็นความเหลือบแสง (opalescence) ของสารแขวนลอยใน
ถงุบรรจุโลหิต

5.3.2 ความคงสภาพตอการเปล่ียนแปลงอณุหภมิู
เม่ือทดสอบตามขอ 9.6 แลว ถุงบรรจุโลหิตยังคงเปนไปตามขอ 4.3 ขอ 4.5 ขอ 5.3.4 และขอ 5.3.5

5.3.3 การซึมผานของไอน้ํา
เม่ือทดสอบตามขอ 9.7 แลว มวลท่ีหายไปตองไมเกินรอยละ 2

5.3.4 ความทนตอการหมุนเหวีย่ง
เม่ือทดสอบตามขอ 9.8 แลว ถุงบรรจุโลหิตตองไมรั่วซึมและเสียรูปอยางถาวร

5.3.5 การรัว่ซึม
เม่ือทดสอบตามขอ 9.9 แลว ตองไมรั่วซึม
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5.3.6 อนภุาคปนเปอน
เม่ือตรวจพินิจแลว ตองไมพบอนุภาคใดๆ กรณีท่ี มีน้ํายาปองกันการแข็งตัวของโลหิต ตองได
มาตรฐานตามท่ีไดรบัอนญุาตจากสํานกังานคณะกรรมการอาหารและยา

5.3.7 ความคงทนของเครือ่งหมายและฉลาก
เม่ือทดสอบตามขอ 9.10 แลว ฉลากตองตดิแนนอยูกบัถงุบรรจโุลหิต และเครือ่งหมายหรอืขอความใดๆ
ท่ีฉลากหรือท่ีถุงบรรจโุลหิตตองอานไดชัดเจน

5.4 คุณลักษณะทางเคมี
5.4.1 คุณลักษณะของวสัดท่ีุใชทําถงุบรรจโุลหิต

5.4.1.1 กรณีท่ีเปนพอลิโอเลฟน กากท่ีเหลือจากการเผา ตองไมเกิน 0.5 mg/g (มิลลิกรัมตอกรัม)
5.4.1.2 กรณท่ีีเปนพอลิไวนิลคลอไรด (ท่ีมีการใชสารเติมแตง) กากท่ีเหลือจากการเผา ตองไมเกนิ 1 mg/g

การทดสอบใหปฏิบัติตามขอ 9.11
5.4.2 คุณลักษณะของสารละลายท่ีสกดัได

5.4.2.1 ปรมิาณสารท่ีถกูออกซิไดสได
ตองไมมากกวาแบลงกเกิน 1.5 ml
การทดสอบใหปฏิบัติตามขอ 9.12

5.4.2.2 ปรมิาณแอมโมเนยี
ตองไมเกิน 0.8 mg/l (มิลลิกรัมตอลิตร)
การทดสอบใหปฏิบัติตามขอ 9.13

5.4.2.3 ปรมิาณคลอไรดไอออน
ตองไมเกิน 4 mg/l
การทดสอบใหปฏิบัติตามขอ 9.14

5.4.2.4 ปรมิาณโลหะ
(1) แบเรียม โครเมียม ทองแดง ตะกั่ว แตละตัว ตองไมเกิน 1 mg/l
(2) ดีบุก แคดเมียม แตละตัว ตองไมเกิน 0.1 mg/l
(3) อะลูมิเนียม ตองไมเกิน 0.05 mg/l
การทดสอบใหใชอะตอมิกแอบซอรปชันสเปกโทรเมทรีหรือเครือ่งมืออืน่ท่ีเทียบเทา

5.4.2.5 ความเปนกรด-ดาง
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 0.01 mol/l (โมลตอลิตร) ตองไมเกิน 0.4 ml หรือสารละลาย
กรดไฮโดรคลอริก 0.01 mol/l ตองไมเกิน 0.8 ml
การทดสอบใหปฏิบัติตามขอ 9.15

5.4.2.6 ปรมิาณกากท่ีไมระเหย
ตองไมเกิน 5 mg (มิลลิกรัม)
การทดสอบใหปฏิบัติตามขอ 9.16
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5.4.2.7 ความเหลือบแสง
เหลือบแสงไดเล็กนอย แตตองไมมากกวาสารแขวนลอยอางอิง 2
การทดสอบใหปฏิบัติตามขอ 9.17

5.4.2.8 สีของสารละลาย
ตองไมมีสี
การทดสอบใหปฏิบัติตามขอ 9.18

5.4.2.9 การดดูกลืนแสง
คาการดูดกลืนแสงในชวงความยาวคล่ืน 230 nm (นาโนเมตร) ถึง 360 nm
(1) ตองไมเกิน 0.25 สําหรับถุงบรรจุโลหิตท่ีมีความจุระบุไมเกิน 100 ml
(2) ตองไมเกิน 0.2 สําหรับถุงบรรจุโลหิตท่ีมีความจุระบุเกิน 100 ml
การทดสอบใหใชสเปกโทรโฟโตเมทรี

5.4.2.10 ปริมาณได (2-เอทิลเฮกซิล) แทเลต (DEHP) ท่ีสกัดได (เฉพาะพอลิไวนิลคลอไรดท่ีเติม DEHP)
ตองไมเกิน 15 mg ตอสารละลายสกัด 100 ml
การทดสอบใหปฏิบัติตามขอ 9.19

5.4.2.11 ปรมิาณไวนลิคลอไรดโมโนเมอร
ตองไมเกิน 1 mg/kg
การทดสอบใหปฏิบัติตาม ISO 6401

5.5 คุณลักษณะทางชวีภาพ
5.5.1 ความปราศจากเชือ้

ตองไมพบเชือ้จุลินทรียทุกชนดิ
การทดสอบใหปฏิบัติตาม USP หรือ EP หัวขอ sterility tests

5.5.2 ความเปนพิษตอเซลลเนือ้เย่ือเพาะเล้ียง
ระดบัความเปนพษิตองไมมากกวาระดบั 2
การทดสอบใหปฏิบัติตามขอ 9.20

5.5.3 เอน็โดท็อกซิน
ตองไมเกิน 20.0 หนวยเอ็นโดท็อกซินตอชุด
การทดสอบใหปฏิบัติตามขอ 9.21

5.5.4 การซึมผานของจุลินทรีย
ตองไมมีการซึมผานของจุลินทรยี
การทดสอบใหปฏิบัติตามขอ 9.22

5.5.5 การทําลายเม็ดโลหิต
ตองไมมีการทําลายเม็ดโลหิต
การทดสอบใหปฏิบตัติามภาคผนวก ก.
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6. การบรรจุ
6.1 ถงุบรรจโุลหิตตองบรรจใุนภาชนะบรรจท่ีุมีลักษณะดงันี้

6.1.1 ตองแข็งแรงเพียงพอท่ีจะปองกันความเสียหายตางๆ ท่ีอาจเกิดขึ้นกับถุงบรรจุโลหิตในขณะเก็บรักษา
และกอนเปดใชงาน

6.1.2 ภาชนะบรรจุตองไมกอใหเกิดความเสียหายใดๆ กับถุงบรรจุโลหิต และตองปองกันการเจริญเติบโต
ของเชื้อราภายในภาชนะบรรจุนั้นได ในกรณีท่ีใชสารเคมีฆาเชื้อรา ตองแสดงหลักฐานรับรองจาก
สถาบนัท่ีเชือ่ถอืไดวาสารเคมีจะไมแทรกซึมหรอืซึมผานมาสัมผัสถงุบรรจโุลหิตและน้าํยาท่ีบรรจอุยูภายใน
ถงุบรรจุโลหิต

6.1.3 ตองปดผนกึในลักษณะท่ีทําใหทราบไดวาภาชนะบรรจนุัน้ถกูเปดมากอนหรอืไม (tamperproof)
การทดสอบใหทําโดยการตรวจพนิจิ

6.2 ถุงบรรจุโลหิตและสวนประกอบตองเรียงอยู ในภาชนะบรรจุอยางเหมาะสม ในลักษณะท่ีสายเขาและ
สายสงไมเสียหาย เชน บิด พับ พับไขว
การทดสอบใหทําโดยการตรวจพินิจ ในกรณีท่ีเปนภาชนะบรรจุทึบ ใหตัดรอบๆ ภาชนะบรรจุโดยพยายาม
รกัษาสภาพเดมิของการบรรจไุวใหมากท่ีสุด

7. เคร่ืองหมายและฉลาก
7.1 ขอกําหนดเกี่ยวกับฉลาก

(1) ฉลากตองมีขนาดพอสมควร หรือขอความท่ีพิมพท่ีถุงบรรจุโลหิต ตองมองเห็นส่ิงบรรจุภายในได
(2) ฉลากตองมีขนาดพอสําหรับเขียนหมู โลหิตหรือขอความสําคัญอื่นๆ และเขียนดวยปากกาและ

ดนิสอได
(3) หม ึกพิมพขอความตองไมซึมเขาไปในเนื้อพลาสติก
(4) กรณท่ีีใชกาวตดิฉลาก กาวตองไมเอือ้ตอการเจริญเตบิโตของจลิุนทรยี และตองไมมีผลเสียตอถงุบรรจุ

โลหิตหรอืส่ิงบรรจุ
หมายเหตุ ตองแสดงเอกสาร (material safety data sheet) รับรองวาหมึกและกาวท่ีใชไมเปนพิษ

7.2 ท่ีฉลากหรือท่ีถุงบรรจุโลหิตทุกชุด อยางนอยตองมีเลข อักษร หรือเครื่องหมายแจงรายละเอียดตอไปนี้
ใหเห็นไดงาย ชัดเจน ไมลบเลือนงาย
(1) ขอความท่ีแสดงวาเปนถุงเดีย่วหรือถงุชุด
(2) ชื่อและปริมาตร เปนมิลลิลิตร ของน้ํายาปองกันการแข็งตัวของโลหิตหรือน้ํายาเก็บรักษาสภาพ

สวนประกอบของโลหิต และสูตรสวนประกอบของน้าํยานัน้
(3) ปรมิาณโลหิตท่ีจะบรรจ ุเปนมิลลิลิตรหรอืกรมั
(4) คําวา “ผานการฆาเชื้อ”
(5) รหัสรุนท่ีทํา
(6) วนัท่ีทําและวนัหมดอายุของถงุบรรจโุลหิต
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(7) คําเตอืนท่ีแสดงวา หามใชถาน้ํายาปองกันการแขง็ตวัของโลหิตหรอืน้ํายาเกบ็รกัษาสภาพสวนประกอบ
ของโลหิตมีลักษณะผิดปกติ  หามอากาศเขา(do not vent) ใชไดครั้งเดียว

(8) คําแนะนาํในการใช และภาวะการเกบ็เม่ือบรรจโุลหิตแลว
(9) ชื่อผูทําหรือโรงงานท่ีทํา หรือเครื่องหมายการคาท่ีจดทะเบียน
หมายเหตุ การกําหนดอายุการเก็บหรือวันหมดอายุของถุงบรรจุโลหิตตองอาศัยขอมูลความคงสภาพ

ประกอบ ถาบรรจุน้ํายาปองกันการแข็งตัวของโลหิต หรือน้ํายาเก็บรักษาสภาพสวนประกอบ
ของโลหิตกําหนดวันหมดอายุตองไมนานกวาเวลาท่ีปรมิาณน้ํายาในถุงหายไปเทากบัรอยละ 5

7.3 ท่ีภาชนะบรรจุถุงบรรจุโลหิต (over-package) ทุกหนวย อยางนอยตองมีเลข อักษร หรือเครื่องหมายแจง
รายละเอียดตอไปนี้ใหเห็นไดงาย ชัดเจน
(1) ชือ่ผลิตภณัฑตามมาตรฐานนีห้รอืชือ่อืน่ท่ีส่ือความหมายวาเปนผลิตภณัฑตามมาตรฐานนี้
(2) ขอความท่ีแสดงวาเปนถุงเดีย่วหรือถงุชุด
(3) วันหมดอายุของถุงบรรจุโลหิต
(4) คําเตือนท่ีแสดงวาหามใชถาภาชนะบรรจชุํารดุหรอืเปดแลวเกิน 10 วนั
(5) รหัสรุนท่ีทํา
(6) วธีิเก็บรักษา
(7) ชื่อผูทําหรือโรงงานท่ีทํา หรือเครื่องหมายการคาท่ีจดทะเบียน

7.4 ในกรณท่ีีใชภาษาตางประเทศดวยตองมีความหมายตรงกบัภาษาไทยท่ีกาํหนดไวขางตน

8. การชักตัวอยางและเกณฑตัดสิน
8.1 การชกัตวัอยางและเกณฑตดัสินใหเปนไปตามภาคผนวก ข.

9. การทดสอบ
9.1 การเชื่อมตอระหวางสายกับตัวถุง

9.1.1 เครื่องมือ
9.1.1.1 อุปกรณใหแรง 20 N
9.1.1.2 กระดาษลิตมัสสีน้ําเงินหรอือินดิเคเตอรอืน่ท่ีเหมาะสม

9.1.2 วธีิทดสอบ
9.1.2.1 บรรจนุ้าํใสถงุบรรจโุลหิตตวัอยางจนถงึปรมิาตรบรรจท่ีุระบ ุปดผนกึใหแนน
9.1.2.2 ใหแรงดึง 20 N ทางสายเขา เปนเวลา 15 s ท่ีอุณหภูมิ (23  5) ๐C
9.1.2.3 พนักระดาษลิตมัสสีน้ําเงินรอบบรเิวณรอยตอ สังเกตการเปล่ียนสีของกระดาษลิตมัส
9.1.2.4 ทดสอบการเชื่อมตอระหวางสายสงกับตัวถุงตามขอ 9.1.2.1 ถึงขอ 9.1.2.3 อีกครั้งหนึ่ง

หมายเหตุ ถาถุงบรรจุโลหิตตัวอยางบรรจุสารละลายที่ มีคาความเปนกรด-ดาง แตกตางออกไป
ใหเลือกใชอินดิเคเตอรที่เหมาะสม แลวทดสอบดวยวิธีเดียวกัน



–9–

มอก. 1298-2555

9.2 ปรมิาณอากาศ
9.2.1 เครื่องมือ

กระบอกฉีดยาขนาด 20 ml พรอมเข็มฉีดยา
9.2.2 วธีิทดสอบ

9.2.2.1 วางถุงบรรจุโลหิตตัวอยางบนโตะ ใชฝามือรีดเพื่ อไลอากาศไปรวมกันท่ี มุมใดมุมหนึ่ งของ
ถุงบรรจุโลหิต (กรณีท่ีมีน้ํายาปองกันการแข็งตัวของโลหิตหรือน้ํายาเก็บรักษาสภาพสวนประกอบ
ของโลหิต ใหไลน้ํายาไปอยูในสายเขาหรือสายสง)

9.2.2.2 คอยๆ แทงเข็มฉีดยาใหทะลุถุงบรรจุโลหิตตัวอยาง ดึงลูกสูบใหอากาศเขาไปในกระบอกฉีดยา
อยางชาๆ ระวังอยาใหมีสารละลายติดออกมา เม่ือสูบอากาศออกหมดแลว ดึงเข็มฉีดยาออก
อานปรมิาตรอากาศจากกระบอกฉีดยา รวมปรมิาตรอากาศจากทุกถงุ หารดวยจํานวนถงุ

9.3 ระยะเวลาการถายออกภายใตความดนั
9.3.1 เครื่องมือ

9.3.1.1 ชุดสําหรับใหโลหิตตาม มอก.720
9.3.1.2 เครือ่งบบีถงุบรรจโุลหิตประกอบดวยแผนโลหะเรยีบ 2 แผน ตอกบัเครือ่งวดัความดนัจนไดความดนั

ภายใน 50 kPa (กิโลพาสคัล) (ดูรูปท่ี 2)

รปูท่ี 2 การทดสอบระยะเวลาการถายออกภายใตความดนั
(ขอ 9.3.1.2)

แรงบบี

สายสง

แรงบบี

เครือ่งวัดความดนั

ถุงบรรจโุลหิตตัวอยาง

เครือ่งบบีถงุบรรจโุลหิต

ตอกบัชดุสําหรบัใหโลหิต

สายพรอมเขม็เจาะภาชนะบรรจุ
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9.3.2 วธีิทดสอบ
บรรจุน้ําท่ีมีอุณหภูมิ (23  5) ๐C ใสถุงบรรจุโลหิตตัวอยางจนถึงปริมาตรบรรจุท่ีระบุ นําไปตอกับชุด
สําหรับใหโลหิตในลักษณะใชงานจริง นําถุงบรรจุโลหิตวางระหวางแผนโลหะเรียบ ใชเครื่องบีบถุงบรรจุ
โลหิตตวัอยางจนไดความดนัภายใน 50 kPa บนัทึกเวลาท่ีน้าํเริม่ไหลออกจากถงุบรรจโุลหิตตวัอยางจนหมด

9.4 ระยะเวลาการบรรจโุลหิต
9.4.1 เครื่องมือ

เครื่องทดสอบระยะเวลาการบรรจุโลหิต ประกอบดวยภาชนะเก็บของเหลวขนาด 500 ml บรรจุ
ของเหลวท่ีมีความหนืด 3.4x10-6 m2/s (ตารางเมตรตอวินาที) ท่ีอุณหภูมิ 37 ๐C ภายใตความดัน
9.3 kPa
หมายเหตุ ของเหลวท่ีเหมาะสมคือ สารละลายกลูโคสในน้ํา 400 g/l (กรัมตอลิตร)

9.4.2 วธีิทดสอบ
บรรจขุองเหลวใสถงุบรรจโุลหิตตวัอยางจนถงึปรมิาตรบรรจท่ีุระบ ุท่ีอณุหภมิู (23  5) ๐C ผานทางเขม็
แทงเขาเสนโลหิตท่ีมีเสนผานศูนยกลางภายใน 1.4 mm โดยจัดใหเข็มกับสวนบนของถุงบรรจุโลหิต
มีแรงดนัไฮโดรสแตตกิเทากนั บนัทึกเวลา

9.5 ความโปรงแสง
9.5.1 เครื่องมือ

สเปกโทรโฟโตมิเตอรชวงความยาวคล่ืน 640 nm และเซลลขนาด 1 cm
9.5.2 สารละลายและวธีิเตรยีม

9.5.2.1 สารละลายไฮดราซีนซัลเฟต
ละลายไฮดราซีนซัลเฟต 1 g (กรัม) ในน้ํากล่ัน เติมน้ํากล่ันจนสารละลายมีปริมาตร 100 ml
ตั้งท้ิงไวเปนเวลา 4 h (ชั่วโมง)ถึง 6 h

9.5.2.2 สารละลายเฮกซะเมทิลีนเททระมีน
ละลายเฮกซะเมทิลีนเททระมีน 2.5 g ในน้ํากล่ัน 25 ml ในขวดแกวรูปกรวยท่ีมีจุกแกวขนาด
100 ml

9.5.2.3 สารแขวนลอยเหลือบแสงปฐมภมิู
เติมสารละลายไฮดราซีนซัลเฟต 25 ml ลงในสารละลายเฮกซะเมทิลีนเททระมีน ผสมให
เขากัน แลวท้ิงไวเปนเวลา 24 h สารแขวนลอยนี้จะคงสภาพไดนาน 60 วัน  เม่ือเก็บไวใน
ภาชนะแกวท่ีไมมีตําหนิท่ีผิว สารแขวนลอยนีต้องไมเกาะตดิผิวแกว และตองเขยาใหเขากันกอนใช

9.5.3 วธีิทดสอบ
เจือจางสารแขวนลอยเหลือบแสงปฐมภูมิจนมีคาการดูดกลืนแสง 0.37 ถึง 0.43 ท่ีความยาวคล่ืน
640 nm (อัตราสวนการเจือจางประมาณ 1:16) โดยวัดในเซลลขนาด 1 cm บรรจุสารแขวนลอย
เหลือบแสงปฐมภูมิท่ี เจือจางแลวในถุงบรรจุโลหิตตัวอยางจนถึงปริมาตรบรรจุท่ีระบุ ตรวจพินิจ
ความโปรงแสงของถุงบรรจุโลหิตตัวอยาง โดยสังเกตความเหลือบแสงของสารแขวนลอย เปรียบเทียบ
กบัน้าํกล่ันท่ีบรรจใุนถงุบรรจโุลหิตตวัอยางรุนและแบบเดยีวกนั
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9.6 การทดสอบความคงสภาพตอการเปล่ียนแปลงอณุหภมิู
9.6.1 เครื่องมือ

9.6.1.1 ตูแชแข็งท่ีควบคุมอุณหภูมิไดถึง (-80  2) ๐C
9.6.1.2 เครื่องอังน้ําท่ีควบคุมอุณหภูมิไดท่ี (37  2) ๐C

9.6.2 วธีิทดสอบ
บรรจุน้ํากล่ันลงในถุงบรรจุโลหิตตัวอยางใหไดครึ่งหนึ่งของปริมาตรบรรจุ ทําใหเย็นลงอยางชา ๆ
จนถึงอุณหภูมิ -80 ๐C และคงไวท่ีอุณหภูมินี้เปนเวลา 24 h หลังจากนั้นนําไปแชในน้ําท่ีมีอุณหภูมิท่ี
(372) ๐C เปนเวลา 60 min นําขึ้น แลวท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหอง นําถุงบรรจุโลหิตตัวอยางไปทดสอบ
ตามขอ 4.5 ขอ 9.1 ขอ 9.8 และขอ 9.9 ตามลําดับ
หมายเหตุ ถาใชสารทําความเย็นแทนตูแชแขง็ ตองบรรจถุงุบรรจโุลหิตตวัอยางในถงุปองกนั เพือ่หลีกเล่ียง

ไมใหถงุบรรจโุลหิตตวัอยางสัมผัสกบัสารทําความเย็น
9.7 การซึมผานของไอน้ํา

9.7.1 เครื่องมือ
9.7.1.1 ตูท่ีควบคุมอุณหภูมิไดท่ี (4  2) ๐C ความชื้นสัมพัทธรอยละ (55  5)
9.7.1.2 เครื่องชั่งละเอียด 0.005 g

9.7.2 วธีิทดสอบ
9.7.2.1 ชั่งถุงบรรจุโลหิตตัวอยางใหละเอียดถึง 0.01 g (m1) (ถามีน้ํายาปองกันการแข็งตัวของโลหิตหรือ

น้ํายาเก็บรกัษาสภาพสวนประกอบของโลหิตใหถายออกกอน)
9.7.2.2 บรรจุน้ํากล่ันเทากับปริมาตรบรรจุของถุงบรรจุโลหิต ปดผนึกและปดฉลากพรอมใชงาน ซับผิว

ภายนอกใหแหง ชั่งใหละเอียดถึง 0.01 g(m2)
9.7.2.3 นําถุงบรรจุโลหิตตัวอยางไปเก็บในตูท่ีควบคุมอุณหภูมิไดท่ี (4  2) ๐C ความชื้นสัมพัทธรอยละ

(55  5) เปนเวลา 42 วัน เม่ือครบกําหนดแลว ชั่งใหละเอียดถึง 0.01 g(m3)
คํานวณหามวลท่ีหายไป จากสูตร

มวลท่ีหายไป เปนรอยละ =

เม่ือ m1  คือ  มวลของถุงบรรจุโลหิตเปลา เปนกรัม
m2  คือ มวลของถุงบรรจโุลหิตตวัอยางท่ีบรรจนุ้ํากล่ันกอนทดสอบ เปนกรมั
m3  คือ มวลของถุงบรรจโุลหิตตวัอยางท่ีบรรจุน้ํากล่ันหลังทดสอบ เปนกรมั

9.8 ความทนตอการหมุนเหวีย่ง
9.8.1 เครื่องมือ

9.8.1.1 เครื่องหมุนเหวี่ยง ท่ีมีอัตราเรงหนีศูนย 5 000 g (จี)
9.8.1.2 กระดาษโบรโมฟนอลบลูหรอือนิดเิคเตอรอืน่ท่ีเหมาะสม

m2 - m3
m2 - m1

100



–12–

มอก. 1298–2555

9.8.2 วธีิทดสอบ
บรรจุน้ํากล่ันลงในถุงบรรจุโลหิตตัวอยางจนเทากับปริมาตรบรรจุ ซับผิวภายนอกใหแหง แลวหุมถุง
บรรจุโลหิตตัวอยางดวยกระดาษโบรโมฟนอลบลู นําไปหมุนเหวี่ยงดวยเครื่องหมุนเหวี่ยงท่ีอัตราเรง
หนศีนูย 5 000 g ท่ีอณุหภมิู 37 ๐C เปนเวลา 10 min สังเกตการรัว่ซึมโดยดท่ีูกระดาษโบรโมฟนอลบลู
ถารัว่ซึม กระดาษโบรโมฟนอลบลูจะเปนสีชมพ ูสําหรบัถงุบรรจโุลหิตตวัอยางท่ีทําจากพอลิไวนลิคลอไรด
(ท่ีมีการใชสารเติมแตง) ตองทดสอบซํ้าท่ีอุณหภูมิ 4 ๐C ดวย
หมายเหตุ ถาถุงบรรจุโลหิตตัวอยางบรรจุสารละลายที่มีคาความเปนกรด-ดาง แตกตางออกไปใหเลือกใช

อินดิเคเตอรที่เหมาะสม แลวทดสอบดวยวิธีเดียวกัน
9.9 การรัว่ซึม

9.9.1 เครื่องมือ
9.9.1.1 เครื่องบีบถุงบรรจุโลหิตท่ีตอกับเครื่องวัดความดัน ใหความดันไดถึง 50 kPa
9.9.1.2 กระดาษโบรโมฟนอลบลูหรอือนิดเิคเตอรอืน่ท่ีเหมาะสม

9.9.2 วธีิทดสอบ
นําถุงบรรจุโลหิตตัวอยางท่ีทดสอบตามขอ 9.8 แลว ไปบีบดวยเครื่องบีบถุงบรรจุโลหิตใหไดความดัน
ภายใน 50 kPa ท่ีอุณหภูมิ (23  5) ๐C เปนเวลา 10 min สังเกตการรั่วซึมโดยดูท่ีกระดาษ
โบรโมฟนอลบลู ถารั่วซึมกระดาษโบรโมฟนอลบลูจะเปนสีชมพู สําหรับถุงบรรจุโลหิตตัวอยางท่ีทําจาก
พอลิไวนิลคลอไรด (ท่ีมีการใชสารเติมแตง) ตองทดสอบซํ้าท่ีอุณหภูมิ 4 ๐C ดวย
หมายเหตุ ถาถุงบรรจุโลหิตตัวอยางบรรจุสารละลายที่มีคาความเปนกรด-ดาง แตกตางออกไปใหเลือกใช

อินดิเคเตอรที่เหมาะสม แลวทดสอบดวยวิธีเดียวกัน
9.10 ความคงทนของเครือ่งหมายและฉลาก

นาํถงุบรรจุโลหิตตัวอยางท่ีบรรจุน้ํากล่ันจนถึงปริมาตรบรรจุและปดผนึกเรยีบรอยเกบ็ท่ีอณุหภ ูมิ (4  2) ๐C
เป ็นเวลา 24 h จากนั้นนําไปเก็บท่ีอุณหภูมิ (-30  5) ๐C เปนเวลา 24 h แลวนําไปแชน้ําท่ีมีอุณหภูมิ
(37  2) ๐C เปนเวลา 1 h แลวตรวจพินิจสภาพของเครื่องหมายและฉลากบนถุงบรรจุโลหิตตัวอยาง

9.11 กากท่ีเหลือจากการเผา
9.11.1 เครื่องมือ

9.11.1.1 เครื่องชั่งละเอียด 0.001 g
9.11.1.2 ตูอบท่ีควบคุมอุณหภูมิไดท่ี (105  5) ๐C
9.11.1.3 เตาเผาไฟฟาท่ีควบคุมอุณหภูมิไดท่ี (550  25) ๐C
9.11.1.4 ครูซิเบิล (ท่ีเผาท่ีอุณหภูมิ (550  25) ๐C จนไดมวลคงท่ีแลว)
9.11.1.5 เดซิกเคเตอร

9.11.2 วธีิทดสอบ
9.11.2.1 ตัดถุงบรรจุโลหิตตัวอยางท่ีตําแหนงตางๆ กัน เปนชิ้นเล็กๆ ชั่งมา 1.00 g ถึง 2.00 g ใสลงใน

ครูซิเบิล  และชัง่ท่ีอุณหภูมิหองจนไดมวลคงท่ีแลว
9.11.2.2 ใหความรอนท่ีอุณหภูมิ 100 ๐C ถึง 105 ๐C เปนเวลา 1 h แลวเผาตอในเตาไฟฟาท่ีอุณหภูมิ

(550  25) ๐C จนไดมวลคงท่ี คํานวณปริมาณกากท่ีเหลือจากการเผา
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9.12 ปรมิาณสารท่ีถกูออกซิไดสได
9.12.1 สารเคมี และสารละลาย

9.12.1.1 สารละลายโพแทสเซียมเพอรแมงกาเนต 0.002 mol/l
9.12.1.2 สารละลายกรดซัลฟวริก 1 mol/l
9.12.1.3 สารละลายโซเดียมไทโอซัลเฟต 0.01 mol/l
9.12.1.4 น้าํแปงท่ีเตรยีมใหมๆ
9.12.1.5 โพแทสเซียมไอโอไดด

9.12.2 การเตรยีมสารละลายท่ีสกดัไดและสารละลายแบลงก
9.12.2.1 เครื่องมือ

หมอนึ่งอัดท่ีควบคุมอุณหภูมิไดท่ี (121  2) ๐C
9.12.3 วิธีเตรยีม

9.12.3.1 บรรจนุ้าํกล่ันลงในถงุบรรจโุลหิตตวัอยาง จนเทากบัปรมิาตรบรรจ ุเขยาประมาณ 1 min เทน้าํกล่ันออก
ทําซํ้าอีก 1 ครั้ง แลวบรรจุน้ํากล่ันลงในถุงบรรจุโลหิตตัวอยาง จนเทากับปริมาตรบรรจุอีกครั้งหนึ่ง
ไลอากาศออก แลวปดผนึกใหเรียบรอย

9.12.3.2 นําไปใสในหมอนึ่งอัดท่ีอุณหภูมิ (1212) ๐C เปนเวลา 30 min อาจเลือกใชภาวะใดภาวะหนึ่ง
ตอไปนี้คือ ท่ีอุณหภูมิ (1002) ๐C เปนเวลา 2 h หรือท่ีอุณหภูมิ (702) ๐C เปนเวลา
(242) h โดยอุณหภูมิท่ีเลือกใชตองไมต่ํากวาอุณหภูมิใชงาน

9.12.3.3 เตรียมสารละลายแบลงกโดยวิธีเดียวกับการเตรียมสารละลายท่ีสกัดไดโดยใชน้ํากล่ัน 250 ml
แตไมตองใสตวัอยาง

9.12.4 วธีิทดสอบ
9.12.4.1 ใชปเปตตดูดสารละลายท่ีสกัดได 20.0 ml ใสในขวดแกวรูปกรวย เติมสารละลายโพแทสเซียม

เพอรแมงกาเนต 20.0 ml สารละลายกรดซัลฟวริก 1.0 ml ตมสารละลายเปนเวลา 3 min
เติมโพแทสเซียมไอโอไดด 1.0 g แลวไทเทรตกับสารละลายโซเดียมไทโอซัลเฟต จนไดสารละลาย
สีน้ําตาลออน เตมิน้ําแปง 5 หยด แลวไทเทรตตอจนสารละลายเปล่ียนเปนไมมีสี

9.12.4.2 ทดลองซํ้าตามขอ 9.12.4.1 โดยใชสารละลายแบลงก 20.0 ml
9.12.4.3 เปรยีบเทียบปรมิาตรสารละลายโซเดยีมไทโอซัลเฟตท่ีใชกบัสารละลายท่ีสกดัไดและสารละลายแบลงก 

9.13 ปรมิาณแอมโมเนยี
9.13.1 สารละลาย

9.13.1.1 สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 1 mol/l
9.13.1.2 เนสเลอรรีเอเจนต
9.13.1.3 สารละลายมาตรฐานแอมโมเนยี 1 mg/l

9.13.2 วธีิทดสอบ
9.13.2.1 ใชปเปตตดูดสารละลายท่ีสกัดได 10 ml เติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 2 ml เจือจาง

ดวยน้ํากล่ันจนสารละลายมีปริมาตร 15 ml แลวเติมเนสเลอรรีเอเจนต 0.3 ml
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9.13.2.2 เตรยีมสารละลายเปรยีบเทียบโดยใชปเปตตดดูสารละลายมาตรฐานแอมโมเนยี 8 ml แทนสารละลาย
ท่ีสกัดได แลวทําตามขอ 9.13.2.1

9.13.2.3 ตั้งไวเปนเวลา 30 s สารละลายในขอ 9.13.2.1 หรือสารละลายท่ีเตรียมโดยใชสารละลายท่ีสกัดได
ตองมีสีเหลืองไมเขมกวาสารละลายเปรียบเทียบ

9.14 ปรมิาณคลอไรดไอออน
9.14.1 สารละลาย

9.14.1.1 สารละลายซิลเวอรไนเทรต 0.1 mol/l
9.14.1.2 สารละลายกรดไนทรกิเจอืจาง
9.14.1.3 สารละลายมาตรฐานคลอไรด (คลอไรดไอออน 5 mg/l)

9.14.2 วธีิทดสอบ
9.14.2.1 ใชปเปตตดูดสารละลายซิลเวอรไนเทรต 0.3 ml ใสในสารละลายกรดไนทริกเจือจาง 0.15 ml

แลวเติมลงในสารละลายท่ีสกดัได 15 ml
9.14.2.2 เตรียมสารละลายอางอิงโดยใชสารละลายมาตรฐานคลอไรด 12 ml และน้ํากล่ัน 3 ml แลวทํา

ตามขอ 9.14.2.1
9.14.2.3 เขยาสารละลายท้ัง 2 ขอ เปนเวลา 2 min สารละลายท่ีเตรียมโดยใชสารละลายท่ีสกัดไดตองไมขุน

กวาสารละลายอางอิง ระวังอยาใหสารละลายถูกแสง
9.15 ความเปนกรด-ดาง

9.15.1 สารเคมี และสารละลาย
9.15.1.1 สารละลายฟนอลฟทาลีน
9.15.1.2 สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 0.01 mol/l
9.15.1.3 สารละลายกรดไฮโดรคลอริก 0.01 mol/l
9.15.1.4 สารละลายเมทิลเรด

9.15.2 วธีิทดสอบ
ใชปเปตตดูดสารละลายท่ีสกัดได 10 ml เติมสารละลายฟนอลฟทาลีน 2 หยด สารละลายตองไมเปน
สีแดง เม่ือเติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดนอยกวา 0.4 ml ตองไดสารละลายสีแดง และเม่ือเติม
สารละลายกรดไฮโดรคลอริก 0.8 ml สีแดงจะหายไป แลวเติมสารละลายเมทิลเรด 5 หยด สารละลาย
ตองเปล่ียนเปนสีแดงสม

9.16 ปรมิาณกากท่ีไมระเหย
9.16.1 เครื่องมือ

9.16.1.1 เครื่องอังน้ํา
9.16.1.2 ตูอบท่ีควบคุมอุณหภูมิไดท่ี (105  2) ๐C

9.16.2 วธีิทดสอบ
ระเหยสารละลายท่ีสกัดได 100 ml บนเครื่องอังน้ําท่ีอุณหภูมิ 105 ๐C แลวอบในตูอบจนไดมวลคงท่ี
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9.17 ความเหลือบแสง
9.17.1 สารละลายและวธีิเตรยีม

9.17.1.1 สารละลายไฮดราซีนซัลเฟต
ละลายไฮดราซีนซัลเฟต 1g ในน้ํากล่ัน เตมิน้ํากล่ันจนสารละลายมีปริมาตร 100 ml ตัง้ไวเปนเวลา
4 h ถึง 6 h

9.17.1.2 สารละลายเฮกซะเมทิลีนเททระมีน
ละลายเฮกซะเมทิลีนเททระมีน 2.5 g ในน้ํากล่ัน 25 ml ในขวดแกวรูปกรวยท่ีมีจุกแกว

9.17.1.3 สารแขวนลอยเหลือบแสงปฐมภมิู
เติมสารละลายไฮดราซีนซัลเฟต 25 ml ลงในสารละลายเฮกซะเมทิลีนเททระมีน ผสมใหเขากัน
แลวตั้งท้ิงไวเปนเวลา 24 h
สารแขวนลอยนี้จะคงสภาพไดนาน 60 วัน โดยเก็บไวในภาชนะแกวท่ีไมมีตําหนิท่ีผิว และตองเขยา
กอนใช ถาสารแขวนลอยเกาะติดผิวแกว ใชไมได

9.17.1.4 สารแขวนลอยเหลือบแสงมาตรฐาน
เจือจางสารแขวนลอยเหลือบแสงปฐมภู มิ 15 ml ดวยน้ํากล่ั นจนมีปริมาตร 1 000 ml
สารแขวนลอยนี้ตองเตรียมเสร็จใหมๆ และเก็บไวไดนาน 24 h

9.17.2 วธีิทดสอบ
9.17.2.1 เตรยีมสารแขวนลอยอางอิงตามตารางท่ี 1 ผสมแลวเขยา

ตารางท่ี 1 สารแขวนลอยอางอิง
(ขอ 9.17.2.1)

                                                                                                    หนวยเปนมิลลิลิตร

9.17.2.2 เปรยีบเทียบความเหลือบแสงของสารละลายตวัอยางกบัสารแขวนลอยเหลือบแสงมาตรฐาน
9.17.3 การรายงานผล

9.17.3.1 ความเหลือบแสงไมเกินสารแขวนลอยอางอิง 1 แสดงวา สารละลายใส
9.17.3.2 ความเหลือบแสงท่ีมากกวาสารแขวนลอยอางอิง 1 แตไมเกินสารแขวนลอยอางอิง 2 แสดงวา

สารละลายเหลือบแสงเล็กนอย
9.17.3.3 ความเหลือบแสงท่ีมากกวาสารแขวนลอยอางอิง 2 แตไมเกินสารแขวนลอยอางอิง 3 แสดงวา

สารละลายเหลือบแสง
9.17.3.4 ความเหลือบแสงท่ีมากกวาสารแขวนลอยอางอิง 3 แตไมเกินสารแขวนลอยอางอิง 4 แสดงวา

สารละลายเหลือบแสงมาก

สารแขวนลอยอางอิง 1 2 3 4
สารแขวนลอยเหลือบแสงมาตรฐาน 5 10 30 50
น้ํากล่ัน 95 90 70 50
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9.18 สีของสารละลาย
9.18.1 เครื่องมือ

หลอดเทียบสีท่ีมีขนาดเสนผานศนูยกลางภายใน 12 mm
9.18.2 วธีิทดสอบ

ใชปเปตตดดูสารละลายท่ีสกดัได 2 ml ใสในหลอดเทียบสีหลอดท่ี 1 และหลอดท่ี 2 ใสน้าํกล่ัน  เปรยีบเทียบ
สีในแนวระดบัภายใตแสงปกต ิโดยใชฉากสีขาว

9.19 ปริมาณ DEHP ท่ีสกัดได
9.19.1 เครื่องมือ

9.19.1.1 พกิโนมิเตอร (pycnometer)
9.19.1.2 เครื่องอังน้ําท่ีควบคุมอุณหภูมิท่ี (37  1) ๐C
9.19.1.3 สเปกโทรโฟโตมิเตอรท่ีมีความยาวคล่ืน 272 nm

9.19.2 สารเคมี สารละลายและวธีิเตรยีม
9.19.2.1 เอทานอล (รอยละ 95.1 ถึงรอยละ 96.6 โดยปริมาตร) ความหนาแนน 0.805 0 g/ml ถึง

0.812 3 g/ml
9.19.2.2 ตวัทําละลายสกดั

เอทานอล : น้าํกล่ัน ในอตัราสวนท่ีใหสารละลายมีความหนาแนน 0.937 3 g/ml ถงึ 0.937 8 g/ml
ตรวจสอบดวยพกิโนมิเตอร

9.19.2.3 DEHP
9.19.3 การเตรยีมสารละลายมาตรฐาน

9.19.3.1 สารละลาย 1
ละลาย DEHP 1 g ในเอทานอล แลวเจือจางจนมีปริมาตร 100 ml ดวยเอทานอล

9.19.3.2 สารละลาย 2
ใชปเปตตดูดสารละลาย 1 ปริมาตร 10 ml แลวเจือจางจนมีปริมาตร 100 ml ดวยเอทานอล

9.19.3.3 สารละลายมาตรฐานเอถงึสารละลายมาตรฐานอี
(1) สารละลายมาตรฐานเอ (DEHP 20 mg/100 ml)

เจือจางสารละลาย 2 ปริมาตร 20 ml จนมีปริมาตร 100 ml ดวยตัวทําละลายสกัด
(ขอ 9.19.2.2)

(2) สารละลายมาตรฐานบี (DEHP 10 mg/100 ml)
เจือจางสารละลาย 2 ปริมาตร 10 ml จนมีปริมาตร 100 ml ดวยตัวทําละลายสกัด
(ขอ 9.19.2.2)

(3) สารละลายมาตรฐานซี (DEHP 5 mg/100 ml)
เจือจางสารละลาย 2 ปริมาตร 5 ml จนมีปริมาตร 100 ml ดวยตัวทําละลายสกัด
(ขอ 9.19.2.2)
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(4) สารละลายมาตรฐานดี (DEHP 2 mg/100 ml)
เจือจางสารละลาย 2 ปริมาตร 2 ml จนมีปริมาตร 100 ml ดวยตัวทําละลายสกัด
(ขอ 9.19.2.2)

(5) สารละลายมาตรฐานอี (DEHP 1 mg/100 ml)
เจือจางสารละลาย 2 ปริมาตร 1 ml จนมีปริมาตร 100 ml ดวยตัวทําละลายสกัด
(ขอ 9.19.2.2)

9.19.4 การทํากราฟสอบเทียบ
วดัคาการดดูกลืนแสงสูงสุดของสารละลายมาตรฐานเอถงึสารละลายมาตรฐานอ ีท่ีความยาวคล่ืน 272 nm
โดยใชตวัทําละลายสกดัเปนสารละลายอางองิ แลวเขยีนกราฟระหวางคาการดดูกลืนแสงกบัปรมิาณ DEHP

9.19.5 วธีิทดสอบ
9.19.5.1 บรรจุตัวทําละลายสกัดท่ีมีอุณหภูมิ 37 ๐C ลงในถุงบรรจุโลหิตตัวอยาง ทางสายเขาจนไดปริมาตร

ครึ่งหนึ่งของปริมาตรบรรจุ อบท่ีอุณหภูมิ 37 ๐C ไลอากาศออกแลวปดสายเขาใหสนิท
9.19.5.2 แชถุงบรรจุโลหิตตัวอยางตามแนวนอนในเครื่องอังน้ําท่ีควบคุมอุณหภูมิท่ี (37  1) ๐C เปนเวลา

(60  1) min โดยไมตองเขยา
9.19.5.3 นําถุงบรรจุโลหิตตัวอยางขึ้นจากน้ํา กลับขึ้นกลับลงคอยๆ 10 ครั้ง แลวถายสารละลายลงใน

ขวดแกวรูปกรวย วัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 272 nm โดยใชตัวทําละลายสกัด
เปนสารละลายอางองิ

9.19.5.4 หาปรมิาณ DEHP ท่ีสกดัไดจากกราฟสอบเทียบ
9.20 ความเปนพิษตอเซลลเนือ้เย่ือเพาะเล้ียง

9.20.1 เครื่องมือและอปุกรณ
9.20.1.1 เครื่องมือและอุปกรณท่ีจําเปนสําหรับเพาะเล้ียงเนื้อเย่ือ ไดแก ตูลามินารแอรโฟลว ตูอบชนิด

คารบอนไดออกไซด กลองจุลทรรศนชนิดอินเวอรเทด (inverted microscope) เครื่องนับเม็ดเลือด
(haemocytometer)

9.20.1.2 อุปกรณฆาเชื้อ ไดแก หมอนึ่งอัด ตูอบรอน (hot air oven)
9.20.1.3 ถาดเล้ียงเซลลขนาด 24 หลุม
9.20.1.4 ขวดแกวฝาเกลียวสําหรบัเตรยีมตวัอยาง
9.20.1.5 ขวดเพาะเล้ียงเซลลเนื้อเย่ือ (tissue culture flask) ขนาดพื้นท่ี 75 cm2

9.20.2 สารละลายและวธีิเตรยีม
9.20.2.1 สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอรท่ีปราศจากเชือ้

ละลายโพแทสเซียมคลอไรด 0.2 g โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.2 g โซเดียมคลอไรด
8.0 g และไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตแอนไฮดรัส 1.15 g ในน้ํากล่ันและเติมน้ํากล่ัน
จนปริมาตรเปน 1 000 ml ทําใหปราศจากเชื้อโดยการนึ่งฆาเชื้อในหมอนึ่ งอัดท่ีอุณหภูมิ
(121  2) ๐C เปนเวลา 15 min หรือกรองผานแผนกรองขนาด 0.22 m

9.20.2.2 สารละลายโซเดียมไบคารบอเนต 100 g/l ท่ีปราศจากเชื้อ
9.20.2.3 สารละลายทริปซิน (trypsin) 0.5 g/l ถึง 5.0 g/l ท่ีปราศจากเชื้อ
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9.20.2.4 สารละลายกลูทามีน (glutamine) 29.2 g/l ท่ีปราศจากเชื้อ
9.20.2.5 อาหารเล้ียงเซลลอีเกิลสเอ็มอีเอ็ม (Eagle's MEM)
9.20.2.6 อาหารเล้ียงเซลลสําหรบัการเจรญิเตบิโต และอาหารเล้ียงเซลลสําหรับสกดัตวัอยาง

เตมิสารละลายกลูทามีน 1 ml สารละลายโซเดยีมไบคารบอเนต 1.2 ml และเซรุมฟทัลโบไวน (fetal
bovine serum) 5 ml ลงในอาหารเล้ียงเซลลอีเกิลสเอ็มอีเอ็ม 100 ml โดยวิธีปราศจากเชื้อ
เก็บไวในขวดแกวฝาเกลียวท่ีอุณหภูมิ 2 ๐C ถึง 8 ๐C เก็บไวไดไมเกิน 1 สัปดาห

9.20.2.7 สารละลายฟอรมาลิน-ครสิทัลไวโอเลต (formalin-crystal violet)
ละลายคริสทัลไวโอเลต 500 mg ดวยสารละลายฟอรแมลดีไฮด 10 ml และสารละลาย
ฟอสเฟตบัฟเฟอร 90 ml เก็บไวท่ีอุณหภูมิหอง

9.20.2.8 สียอมทริปแพนบลู (trypan blue stain) 4.0 g/l
เตรยีมโดยใชสารละลายโซเดียมคลอไรดรอยละ 0.9

9.20.2.9 การควบคุมเชิงบวก (เลือกใชอยางใดอยางหนึ่ง)
(1) สารเคมีควบคุมเชงิบวก (positive chemical control) เชน สารละลายซิงกแอซีเทต 8 mg/l
(2) วสัดคุวบคุมเชงิบวก (positive material control) เชน แผนพอลิไวนลิคลอไรดท่ีมีซิงกไดเอทิล
       ไดไทโอคารบาเมต รอยละ 0.1 แผนยูเอสพีพอซิทิฟไบโอรีแอกชันอารเอส (USP Positive
       Bioreaction RS)

9.20.2.10 การควบคุมเชิงลบ (เลือกใหสอดคลองกับขอ 9.20.2.9)
(1) ในกรณีท่ีเลือกใชขอ 9.20.2.9 (1) สารเคมีควบคุมเชิงลบ (negative chemical control)

เชน สารละลายซิงกแอซีเทต 2 mg/l
(2) ในกรณีท่ีเลือกใชขอ 9.20.2.9 (2) วัสดุควบคุมเชิงลบ (negative material control)

เชน แผนพลาสตกิมาตรฐานพอลิเอทิลีนความหนาแนนสูง
9.20.3 การเตรียมเซลลเนื้อเย่ือเพาะเล้ียง

9.20.3.1 การเตรียมสารแขวนลอยของเซลลเนื้อเย่ือ (cell suspension)
นําเซลลเนื้อเย่ือ L-929 (ATCC cell line CCL 1, NCTC clone 929) ท่ีเพาะเล้ียงไวในขวดเพาะ
เล้ียงเซลล ขนาดพืน้ท่ี 75 cm2 มาลางดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร เตมิสารละลายทรปิซิน 1 ml
และอบในตูอบเพาะเชื้อชนิดคารบอนไดออกไซดท่ีอุณหภูมิ (37  1) ๐C เปนเวลา 3 min ถึง 5
min เคาะขวดเบาๆ จนเซลลหลุดรอนจากพื้นผิวขวด  แลวจึงเติมอาหารเล้ียงเซลลสําหรับการ
เจริญเติบโต 5 ml ลงในขวด  เขยาขวดใหไดสารแขวนลอยของเซลล ท่ี เปนเนื้ อเดียวกัน
นําสารแขวนลอยท่ีไดนี้ ไปวัดความเขมขนของเซลล โดยดูดสารแขวนลอยของเซลล 0.1 ml
มาผสมกับสียอมทริปแพนบลู 0.1 ml ท้ิงไว 1 min แลวนับจํานวนเซลลท่ีมีชีวิตพรอมท้ังคํานวณ
ความเขมขนของเซลลในสารแขวนลอยโดยใชเครือ่งนับเม็ดโลหิต เจือจางสารแขวนลอยของเซลลนี้
ดวยอาหารเล้ียงเซลลสําหรับการเจริญเติบโต ใหไดความเขมขน 2x105 เซลลตอ 1 ml
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9.20.3.2 นําเซลลเนื้อเย่ือเพาะเล้ียงท่ีมีความเขมขน 2  105 เซลลตอ 1 ml เติมลงในถาดเล้ียงเซลลขนาด
24 หลุม หลุมละ 0.75 ml แลวนาํไปอบในตูอบชนดิคารบอนไดออกไซด ท่ีอณุหภมิู (37  1) ๐C
เปนเวลาไมนอยกวา 1 วัน จนเซลลโตเปนชั้นเดี่ยว (monolayer) อยางนอยรอยละ 80 ของพื้นท่ี
เล้ียงเซลล

9.20.4 วธีิทดสอบ
9.20.4.1 การเตรยีมสารละลายทดสอบและสารละลายควบคุม

(1) การเตรยีมสารละลายทดสอบ
ตัดส วนตาง ๆ ของถุงบรรจุโลหิตตัวอยางเปนชิ้นขนาดกวางประมาณ 0.1 cm ถึง 0.3 cm
และยาวประมาณ 1 cm ถึง 5 cm ใสลงในขวดแกวฝาเกลียวสําหรับสกัดตัวอยาง เติม
อาหารเล้ียงเซลลสําหรับสกัดตัวอยางปริมาตร 5 ml/gของชิ้นตัวอยาง  นําไปอบในตูอบ
ชนิดคารบอนไดออกไซด ท่ีอุณหภูมิ (37  1) ๐C เปนเวลา (24  1) h สารละลายท่ีได
ใชเปนสารละลายทดสอบ

(2) การเตรยีมสารละลายควบคุม
(2.1) เตรยีมสารละลายวสัดคุวบคุมเชงิบวกและสารละลายวสัดคุวบคุมเชงิลบ

โดยสกัดวัสดุควบคุมเชิงบวกและวัสดุควบคุมเชิงลบ ตามวิธีในขอ 9.20.4.1(1) หรือ
(2.2) เตรียมสารเคมีควบคุมเชิงบวกและสารเคมีควบคุมเชิงลบโดยเตรียมสารละลายซิงก

แอซีเทต ในอาหารเล้ียงเซลลสําหรับสกัดตัวอยาง ใหมีความเขมขน 8 mg/l และ
2 mg/l  ตามลําดับ

9.20.4.2 ดดูอาหารเล้ียงเซลลในถาดเล้ียงเซลลแตละหลุมออก
9.20.4.3 เติมสารละลายทดสอบและสารละลายควบคุมตอไปนี้ สัมผัสกับเซลลเนื้อเย่ือเพาะเล้ียงหลุมละ

0.75 ml โดยเติม
(1) สารละลายทดสอบ 3 หลุม
(2) สารละลายวัสดุควบคุมเชิงบวก และ/หรือสารละลายซิงกแอซีเทต 8 mg/l  3 หลุม
(3) สารละลายวัสดุควบคุมเชิงลบ และ/หรือสารละลายซิงกแอซีเทต 2 mg/l  3 หลุม
(4) อาหารเล้ียงเซลลสําหรับสกัดตัวอยางเพื่อใชเปนแบลงก 3 หลุม

9.20.4.4 นําถาดเล้ียงเซลลไปอบในตูอบเพาะเชื้อชนิดคารบอนไดออกไซด ท่ีอุณหภูมิ (37  1) ๐C
เม่ือครบระยะเวลา 24 h และ 48 h ใหประเมินผลตามวิธีในขอ 9.20.5

9.20.5 การประเมินผล
หลังจากปลอยใหเซลลเนื้อเย่ือเพาะเล้ียงในถาดเล้ียงเซลลสัมผัสกับสารละลายทดสอบ สารละลาย
ควบคุม และแบลงกเปนเวลา 24 h และ 48 h ดูความเปนพิษท่ีเกิดกับเซลล โดยดูลักษณะของเซลล
ดวยกลองจุลทรรศนชนิดอินเวอรเทด บันทึกการตายของเซลล การเปล่ียนแปลงรูปราง (morphological
change) และความหนาแนนของเซลลท่ีมีชีวติ (cell density) แลวประเมินผลตามตารางท่ี 2
หลังจากบนัทึกผลท่ี 48 h แลวใหยึด (fix) และยอมสีเซลลตดิบนถาดเล้ียงเซลลดวยสารละลายฟอรมาลิน-
ครสิทัลไวโอเลต เพือ่เก็บไวเปนหลักฐานสําหรับการตรวจสอบ
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ตารางท่ี 2 การประเมินระดับความเปนพิษตอเซลลเน้ือเย่ือเพาะเลี้ยง
(ขอ 9.20.5)

9.20.6 การแปลผล
การทดสอบจะมีผลเชื่อถือไดตอเม่ือ
(1) แบลงก สารละลายซิงกแอซีเทต 2 mg/l หรอืสารละลายวัสดุควบคุมเชิงลบไมเปนพษิตอเซลล

(ความเปนพษิระดบั 0)
(2) สารละลายซิงกแอซีเทต 8 mg/l หรอืสารละลายวัสดุควบคุมเชิงบวกมีความเปนพิษตอเซลลระดบั

3 ขึ้นไป
9.21 เอ็นโดท็อกซิน

ใหใชวิธีทดสอบท่ีกําหนดตอไปนี้ ซ่ึงปฏิบัติตามหลักการใน USP หัวขอ Bacterial Endotoxins' Test
โดยมีวิธีการทดสอบ 2 วิธี คือ เจลคล็อตเทคนิก (gel-clot technic) และโฟโตเมทริกเทคนิก (photometric
technic) สามารถเลือกทดสอบดวยวิธีใดวธีิหนึง่

9.21.1 เครื่องมือและอปุกรณ
เครื่องมือและอุปกรณทุกชนิดตองไมทําใหเกิดไพโรเจนิกรีแอกชัน ( pyrogenic reaction) สําหรับ
อุปกรณท่ีทนความรอนใหอบดวยความรอนแหง (dry heat sterilization) ในกรณีอปุกรณท่ีเปนพลาสติก
หรือไมสามารถทนความรอนสูงได  ตองเลือกใชเฉพาะผลิตภัณฑท่ีระบุวาเปนนอนไพโรเจนิก (non-
pyrogenic)

9.21.1.1 ตูอบควบคุมอุณหภูมิไดท่ี (37  1) ๐C
9.21.1.2 ลิมูลัสอะมีโบไซตไลเซตรีเอเจนต (Limulus Amebocyte Lysate (LAL) Reagent)
9.21.1.3 สารมาตรฐานเอน็โดท็อกซิน

ระดับ ปฏกิิริยา สภาพของเซลลเนื้อเย่ือ
ความเปนพิษ (reactivity) (conditions of cell culture)

0 ไมเปนพิษ พบเซลลแผเปนชั้นเดี่ยว มเีมด็อินทราไซโทพลาสมกิ (intracytoplasmic
(none) granule) กระจายอยูในเซลลตามปกติ ไมพบการแตกทําลายของเซลล

1 เปนพิษนอยมาก พบเซลลมลัีกษณะกลม ใกลหลุดออกจากพ้ืนผวิ ไมเกินรอยละ 20
(slight) อาจพบการแตกทําลายของเซลลไดบาง

2 เปนพิษนอย พบเซลลมลัีกษณะกลม ไมเกินรอยละ 50 อาจพบการแตกทําลายของเซลล
(mild) แตไมรุนแรง และไมพบชองวางระหวางเซลลชั้นเดี่ยว

3 เปนพิษปานกลาง พบเซลลมลัีกษณะกลมหรือพบการแตกทําลายของเซลล ไมเกินรอยละ 70
(moderate)

4 เปนพิษอยางรุนแรง พบการทําลายของเซลลชั้นเดี่ยวเกือบทัง้หมดหรือทัง้หมด
(severe)
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9.21.1.4 แอลเอแอลรีเอเจนตวอเตอร เอ็นโดท็อกซินไมเกิน 0.005 หนวยเอ็นโดท็อกซินตอมิลลิลิตร
หรือนอยกวาความไวของแอลเอแอลรีเอเจนตท่ีใช

9.21.1.5 น้าํกล่ันสําหรบัฉีดท่ีไดผานการตรวจแลว
9.21.1.6 หลอดแกวขนาด 10 mm 75 mm เปนหลอดทําปฏิกิริยา (reaction tube) สําหรับเจลคล็อต

เทคนิก
9.21.1.7 หลอดแกวขนาด 16 mm 125 mm หรือ 13 mm 100 mm เปนหลอดสําหรับเจ ือจาง

(dilution tube)
9.21.1.8 ถาดเล้ียงเซลลขนาด 96 หลุม ชนดิพอลิสไตรนี ซ่ึงตองปราศจากเชือ้และเปนนอนไพโรเจนกิ (สําหรบั

โฟโตเมทรกิเทคนกิ)
9.21.1.9 ไมโครปเปตตและทิป
9.21.1.10 เครื่องผสม (vortex mixer)
9.21.1.11 นาฬิกาจบัเวลา
9.21.1.12 เตาหลุมไฟฟา (สําหรับเจลคล็อตเทคนกิ)
9.21.1.13 เครือ่งอานผลวเิคราะหจากถาดเล้ียงเซลล พรอมโปรแกรมตรวจหาสารเอน็โดท็อกซิน (สําหรับ

โฟโทเมทรกิเทคนกิ)
9.21.2 การเตรยีมสารละลายทดสอบ

ใชถุงบรรจุโลหิตตัวอยางจํานวน 3 ชุด ถึง 10 ชุด สําหรับการทดสอบในแตละครั้ง ปฏิบัติตาม USP
หัวขอ Transfusion and Infusion Assemblies and Similar Medical Devices

9.21.3 การคํานวณคาการเจือจางใชไดสูงสุด (maximum valid dilution, MVD)
(1) คํานวณปรมิาณขดีจํากัดเอน็โดท็อกซิน (Endotoxin limit)

ปรมิาณขดีจํากดัเอน็โดท็อกซินของสารละลายทดสอบ =

เม่ือ K  คือ ปริมาณขีดจํากัดเอ็นโดท็อกซินของอุปกรณการแพทยตามมาตรฐาน USP เทากับ 20
              หนวยเอ็นโดท็อกซินตออุปกรณ

 N  คือ จํานวนชิ้นตัวอยางท่ีใชในการทดสอบ
 V  คือ ปริมาตรรวมของสารละลายทดสอบ  เปนมิลลิลิตร

(2) คํานวณคาการเจอืจางใชไดสูงสุด

MVD =

เม่ือ  คือ ความไวของแอลเอแอลรีเอเจนต
9.21.4 สารละลายและวธีิเตรยีม

สารละลายท่ี เตรียมตอไปนี้  ตองทําการเตรียมในวันท่ี ทําการทดสอบ และไมควรนําสารละลาย
ท่ีเหลือหลังจากเสร็จส้ินการทดสอบแลวกลับมาใชอีก ยกเวนสารละลายเขมขนเอ็นโดท็อกซินเก็บไวใน
ตูเย็นท่ีอุณหภูมิ 2 ๐C ถึง 8 ๐C ไดไมเกิน 4 สัปดาห

K N
V

ปริมาณขีดจํากัดเอ็นโดท็อกซิน จากขอ 9.21.3 (1)

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9.21.4.1 สารละลายเขมขนเอน็โดท็อกซิน
ใชปเปตตดดูแอลเอแอลรเีอเจนตวอเตอร ตามปรมิาตรท่ีระบโุดยผูทํา ลงในผงแหงของสารมาตรฐาน
เอ็นโดท็อกซิน และผสมโดยใชเครื่องผสม เปนเวลา 30 min จะไดสารละลายเอ็นโดท็อกซิน
มีความแรงตามท่ีระบใุนใบรบัรองของผูทํา

9.21.4.2 สารละลายมาตรฐานเอน็โดท็อกซินสําหรบัวธีิเจลคล็อตเทคนกิ
นาํสารละลายเขมขนเอน็โดท็อกซินมาเจอืจางดวยแอลเอแอลรเีอเจนตวอเตอร ใหไดความแรงเทากบั
2 เทาของความไวของแอลเอแอลรีเอเจนต (2) หนวยเอ็นโดท็อกซินตอมิลลิลิตร

9.21.4.3 สารละลายมาตรฐานเอน็โดท็อกซินเพือ่เตรยีมกราฟมาตรฐานสําหรบัวธีิโฟโตเมทรกิ
นําสารละลายเขมขนเอ็นโดท็อกซิน มาเจือจางดวยแอลเอแอลรีเอเจนตวอเตอร
ใหไดความแรงเทากับ 1 10  100  และ 1 000 หนวยเอ็นโดท็อกซินตอมิลลิลิตร

9.21.5 วธีิทดสอบ
สารละลายทดสอบตองผานการทดสอบฤทธ์ิยับย้ังหรอืกระตุนการเกดิปฏิกริยิา (Inhibition/Enhancement
test) ตามหลักการท่ีระบุใน USP ถาพบวาสารละลายทดสอบมีฤทธ์ิยับย้ัง  หรือกระตุนการเกิดปฏิกิริยา
ใหเจือจางสารละลายทดสอบดวยแอลเอแอลรีเอเจนตวอเตอร กอนนํามาทําการทดสอบโดยคาการ
เจือจางตองไมเกินคา MVD

9.21.5.1 วิธีเจลคล็อตเทคนิก
(1) เตมิสารละลายควบคุมและสารละลายทดสอบตอไปนีล้งในหลอดทําปฏิกริยิาโดยเตมิสารละลาย

แตละชนิด ปริมาตร 100 l ตอหลอด ชนิดละ 2 หลอด
(1.1) สารละลายควบคุมเชิงลบ (negative control) ใหเติมแอลเอแอลรีเอเจนตวอเตอร
(1.2) สารละลายควบคุมเชงิบวก (positive control) ใหเตมิสารละลายมาตรฐานเอน็โดท็อกซิน

ท่ีมีความแรง 2 หนวยเอ็นโดท็อกซินตอมิลลิลิตร
(1.3) สารละลายทดสอบ (sample tested) ใหเตมิสารละลายทดสอบหรอืสารละลายทดสอบ

ท่ีเจือจาง
(1.4) สารละลายทดสอบเชงิบวก (positive product control) ใหเตมิสารละลายมาตรฐานเอน็โด

ท็อกซินท่ีมีความแรง 2 หนวยเอ็นโดท็อกซินตอมิลลิลิตร ซ่ึงเตรียมโดยการเจือจาง
ในสารละลายทดสอบหรอืสารละลายทดสอบท่ีเจอืจาง

(2) นําหลอดทําปฏิกิริยาท้ังหมดไปอุนในเตาหลุมไฟฟาท่ีอุณหภูมิ (37  1) ๐C เปนเวลา
ประมาณ 10 min

(3) เติมแอลเอแอลรเีอเจนตวอเตอร ลงในผงแหงของแอลเอแอลรีเอเจนต   ตามปริมาตรท่ีระบุ
บนฉลากหรอืใบรบัรองท่ีมาพรอมกบัชุดน้ํายา ผสมเบาๆ จนผงแหงของแอลเอแอลรีเอเจนต
ละลายหมดจะได สารละลายแอลเอแอลรีเอเจนตท่ีมีความไวตามท่ีระบ ุใ นใบรบัรองของผูทํา
สารละลายแอลเอแอลร ีเอเจนตในแตละรุ นการทําท่ีนํามาใชในการทดสอบตองผานการ
ทดสอบ  ยืนยันความไวของสารละลายแอลเอแอลรี เอเจนต  (lysate sensitivity test)
ตามหลักการท่ีระบุใน USP
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(4) เติมสารละลายแอลเอแอลรี เอเจนต  ปริมาตร 100 l ลงในหลอดทําปฏิกิริ ยาแตละ
หลอด แกว งหลอดทําปฏิกิริยาเบาๆ ระวังอยาใหเกิดฟอง เริ่มทําการจับเวลาตั้งแตเติม
สารละลายแอลเอแอลรเีอเจนตลงในหลอดทําปฏิกริยิาหลอดแรกเสรจ็

(5) บมหลอดทําปฏิกริยิาท้ังหมดในเตาหลุมไฟฟาท่ีอณุหภมิู (37  1) ๐C  เปนเวลา (60  2)
min

(6) ดูผลการเกิดเจลในหลอดทําปฏิกิริยา โดยกลับหลอดคว่ําลง 180 ๐ (องศา) ถาเจลท่ีเกิดขึ้น
คงสภาพ โดยไมไหลลงมาจากกนหลอดใหบันทึกเปนผลบวก  แตถาไมเกิดเจลหรือเจล
เสียสภาพไหลลงมา ใหบันทึกเปนผลลบ การยกหลอดขึ้นดูผลตองทําดวยความระมัดระวัง
เพราะเจลท่ีเกดิขึน้คอนขางเปราะและแตกงาย

9.22.5.2 วธีิโฟโตเมทรกิเทคนกิ
ประกอบดวยวิธีเทอรบิไดเมทริก (turbidimetric) และโครโมเจนิก (chromogenic) ซ่ึงน้ํายา
ท่ีใชในการทดสอบจะมีรายละเอียดบางสวนของวิธีการทดสอบท่ีแตกตางกันไปตามบริษัทผูทํา
กําหนด ผูวเิคราะหสามารถปรบัขัน้ตอนการวเิคราะหบางสวนใหไดตามความเหมาะสมกบัน้ํายาท่ีใช
วธีิทดสอบท่ีกาํหนดตอไปนีเ้ปนไปตามขัน้ตอนพืน้ฐานท่ีระบใุน USP
(1) ปอนขอมูลของน้ํายาท่ี ใช ในการทดสอบ และกําหนดตําแหนงของสารละลายควบคุม

และสารละลายทดสอบในแผนแบบถาดเล้ียงเซลล (microplate template) ลงในโปรแกรม
ตรวจหาสารเอน็โดท็อกซิน

(2) เติมสารละลายควบคุมและสารละลายทดสอบตอไปนี้ ลงในหลุมของถาดเล้ียงเซลล โดยเติม
สารละลายแตละชนิด ปริมาตร 100 ตอหล ุม (ยกเวนสารละลายทดสอบเชิงบวก  เตรียม
ตามขอ 9.21.5.2(2.4) ชนิดละ 3 หลุม ตามตําแหนงท่ีกําหนดในแผนแถบถาดเล้ียงเซลล
(2.1) สารละลายควบคุมเชงิลบ เติมแอลเอแอลรีเอเจนตวอเตอร
(2.2) สารละลายควบคุมเชิงบวก เตมิสารละลายมาตรฐานเอ็นโดท็อกซิน ท่ีมีความแรง 1

10 100 และ 1 000 หนวยเอ็นโดท็อกซินตอมิลลิลิตร ความแรงละ 3 หลุม
เพือ่ใชสรางกราฟมาตรฐาน

(2.3) สารละลายทดสอบ เตมิสารละลายทดสอบหรอืสารละลายทดสอบท่ีเจอืจาง
(2.4) สารละลายทดสอบเชงิบวก เตมิสารละลายมาตรฐานเอน็โดท อ็กซินท่ีความแรง 100

หนวยเอ็นโดท็อกซินตอมิลลิลิตร ปริมาตร 10 l ลงในกนหลุมของถาดเล้ียงเซลล 
แลวเติมสารละลายทดสอบ หรือสารละลายทดสอบท่ีเจอืจาง ปริมาตร 100 l
ลงในหลุมเดยีวกนั

(3) เตมิสารละลายขางตนครบตามแผนแบบถาดเล้ียงเซลลแลว ใหนําถาดเล้ียงเซลลอุนท่ีอณุหภมิู
(37  1) ๐C เปนเวลา 10 min

l
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(4) เติมแอลเอแอลรีคอนสติติวชั่นบัฟเฟอร (LAL Reconstitution Buffer) หรือตัวทําละลายท่ี
ผูทํากําหนด ตามปริมาตรท่ีระบุบนฉลาก หรือใบรับรองท่ีมาพรอมกับชุดน้ํายา ผสมเบา ๆ
จนผงแหงของแอลเอแอลรีเอเจนตละลายหมด จะไดสารละลายแอลเอแอลรีเอเจนต ท่ีมี
ความไว ตามท่ีระบไุวในใบรบัรองของผูทํา สารละลายแอลเอแอลรเีอเจนตในแตละรุนการทํา
ท่ีนาํมาใชในการทดสอบตองผานการทดสอบยืนยันความไวของสารละลายแอลเอแอลรเีอเจนต 
ตามหลักการท่ีระบุใน USP

(5) เติมสารละลายแอลเอแอลรี เอเจนต ปริมาตร 100 l ลงในหลุมทําปฏิกิริยาทุกหลุม
จนครบถวน แลวจงึเริม่การทํางานของโปรแกรมตรวจหาสารเอน็โดท็อกซิน

(6) เม่ือส้ินสุดการทดสอบ โปรแกรมจะทําการสรางกราฟมาตรฐาน และแสดงปริมาณสารเอ็นโด
ท็อกซินท่ีตรวจพบในตวัอยาง พรอมท้ังคํานวณคาพารามิเตอรตางๆ และรอยละการไดกลับคืน
(%recovery) ของสารละลายทดสอบเชิงบวก

9.21.6 การประเมินผล
9.21.6.1 การทดสอบจะมีผลเชื่อถือไดเม่ือ

(1) ผลการทดสอบของสารละลายควบคุมเชงิลบไดผลลบ
(2) ผลการทดสอบของสารละลายควบคุมเชงิบวกไดผลบวก
(3) ผลการทดสอบของสารละลายทดสอบเชิงบวกสําหรับวิ ธี เจลคล็อตเทคนิ กไดผลบวก

และสําหรับวิธีโฟโตเมทริกคารอยละการไดกลับคืนอยูในชวงรอยละ 50 ถึงรอยละ 200
9.21.6.2 เกณฑการตดัสิน

ผลทดสอบจะถือวาตัวอยางเขามาตรฐาน ถามีปริมาณสารเอ็นโดท็อกซินนอยกวาปริมาณขีดจํากัด
เอน็โดท็อกซิน

9.22 การซึมผานของจลิุนทรยี
9.22.1 จลิุนทรยีท่ีใชทดสอบ

ใชเชื้อบาซิลลัส ซับทิลิส ATCC 6633 (Bacillus subtillis ATCC 6633) และเชื้อซาลโมเนลลา
คอเลอเรซูอิส ATCC 10708 (Salmonella Choleraesuis ATCC 10708 )

9.23.2 อาหารเล้ียงเชือ้และวิธีเตรียม
(1) ฟลูอดิไทโอไกลโคเลตมีเดยีม

แอล-ซีสทีน 0.5 g

โซเดยีมคลอไรด 2.5 g

เดกซโทรส 5.5 g

อะการ 0.75 g

ยีสตเอกซแทรกต 5.0 g

เคซีนท่ีถูกยอยดวยเอนไซมจากตับออน
(pancreatic digest of casein) 15.0 g
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โซเดยีมไทโอไกลโคเลต
(หรือกรดไทโอไกลโคลิก 0.3 ml) 0.5 g

สารละลายเรซาซูรินโซเดียม (resazurin sodium solution)
รอยละ 0.1 โดยปริมาตรท่ีเตรยีมขึ้นใหม 1.0 ml

น้าํกล่ัน 1 l
นําแอล-ซีสทีน โซเดียมคลอไรด เดกซโทรส อะการ ยีสตเอกซแทรกต และเคซีนท ี่ถูกยอยดวย
เอนไซมจากตับออน มาผสมรวมกันในโกรงและบดใหเขากัน เติมน้ํากล่ันลงไปเล็กนอย คนใหเขากัน
แลวเทสารละลายท่ีไดใสในบีกเกอร ลางโกรงดวยน้ํากล่ันจํานวนท่ีเหลือ เทรวมกนัในบกีเกอร นําไปทํา
ใหรอนเติมโซเดียมไทโอไกลโคเลตหรือกรดไทโอไกลโคลิกลงไป ปรับความเปนกรด-ดางใหมีคา
(7.1  0.2) ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 1 mol/l (ถาจําเปนตองกรองใหนําสารละลาย
ท่ีไดมาทําใหรอนแตไมใหเดือด แลวกรองในขณะรอนผานกระดาษกรองท่ีเปยกชื้น) เติมสารละลาย
เรซาซูรนิโซเดยีม ผสมใหเขากนัแลวฆาเชือ้ในหมอนึง่อดัท่ีอณุหภมิู 121๐C ความดนั 15 ปอนดตอตารางนิว้
[100 kPa (กิโลพาสคล)] เปนเวลา 15 min
(2) ซอยบนีเคซีนไดเจสตมีเดยีม

เคซีนท่ีถูกยอยดวยเอนไซมจากตับออน 17.0 g

ซอยบนีมีลท่ีถกูยอยดวยเอนไซมปาเปน
(papaic digest soybean meal)   3.0 g

โซเดยีมคลอไรด   5.0 g

ไดเบสิกโพแทสเซียมฟอสเฟต   2.5 g

เดกซโทรส   2.5 g

น้าํกล่ัน   1 l
ผสมสวนผสมท้ังหมดเขาดวยกนั ตมใหละลาย แลวปลอยไวใหเย็นลงจนถงึอณุหภมิูหอง ปรับความ
เปนกรด-ดางใหเปน (7.3  0.2) ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 1 mol/l กรองแลว
ฆาเชื้อในหมอนึ่งอัดท่ีอุณหภูมิ 121 ๐C  ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว (100 kPa) เปนเวลา
15 min

9.22.3 การเตรียมเชื้อเผ่ือใช (stock culture)
(1) การเตรยีมเชือ้บาซิลลัส ซับทิลิส

ใหเพาะลงบนอะการ ผิวเอียงของซอยบีนเคซีนไดเจสตอะการ นําไปอบเพาะเชื้ อท่ีอุณหภูมิ
30 ๐C ถึง 35 ๐C เปนเวลา 24 h แลวเก็บไวท่ีอุณหภูมิ 2 ๐C ถึง 8 ๐C

(2) การเตรยีมเชื้อซาลโมเนลลา คอเลอเรซูอิส
ใหเพาะลงบนอะการผิวเอียงของซอยบีนเคซีนไดเจสตอะการ นําไปอบเพาะเชื้ อท่ีอุณหภูมิ
30 ๐C ถึง 35 ๐C เปนเวลา 24 ชั่วโมง แลวเก็บไวท่ีอุณหภูม ิ 2 ๐C ถงึ 4 ๐C

9.22.4 การเตรียมเชือ้ทดสอบ (inoculum)
(1) ถายเชื้อบาซิลลัส ซับทิลิส จากเชื้อเผ่ือใช (ขอ 9.22.3) ลงในขวดเพาะเชือ้ท่ีมีฟลูอดิไทโอไกลโคเลต

มีเดียม 20 ml
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(2) ถายเชือ้ซาลโมเนลลา คอเลอเรซูอสิ จากเชือ้เผ่ือใช (ขอ 9.22.3) ลงในขวดเพาะเชือ้ท่ีมีซอยบ ีนเคซีน
ไดเจสตมีเดียม 20 ml

(3) นาํขวดเพาะเชือ้ในขอ (1) และขอ (2) ไปอบเพาะเชือ้ท่ีอณุหภมิู 30 ๐C ถงึ 35 ๐C เปนเวลา 24 h
9.22.5 วิธีวิเคราะห

(1) ใสฟลูอิดไทโอไกลโคเลตมีเดียม และซอยบีนเคซีนไดเจสตมีเดียม ลงในถุงบรรจุโลหิตตัวอยาง
ตามจํานวนท่ีกําหนดในตารางท่ี 3 สดมภท่ี 2 ใหไดปริมาณเทากับความจุท่ีระบุไวของถงุบรรจุ
โลหิตตวัอยางนัน้ แลวปดใหสนทิ

(2) วางถุงบรรจุโลหิตตัวอยางตามขอ (1) ลงในภาชนะท่ี เหมาะสม (เชน บีกเกอรขนาดใหญ
อางแกว) ท่ีบรรจุอาหารเล้ียงเชื้อชนิดเดียวกันกับท่ีมีอยูในถุงบรรจโุลหิตตัวอยาง โดยใหพื้นท่ี
ผิวภายนอกของถุงบรรจุโลหิตตัวอยางแตละใบจมอยูใตผิวหนาของอาหารเล้ียงเชื้อไมนอยกวา
รอยละ 60

(3) เตมิเชือ้บาซิลลัส ซับทิลิส ท่ีใชทดสอบลงในบกีเกอรขนาดใหญ ท่ีบรรจฟุลูอดิไทโอไกลโครเลตมีเดยีม
20 ml ตออาหารเล้ียงเชื้ อ 1 l ผสมใหเขากัน แลวปดปากภาชนะดวยกระจก

(4) เตมิเชือ้ซาลโมเนลลา คอเลอเรซูอสิ ท่ีใชทดสอบลงในบกีเกอรขนาดใหญท่ีบรรจซุอยบ ีนเคซีนไดเจสต 
มีเดียม 20 ml ตออาหารเล้ียงเชื้อ 1 l ผสมใหเขากัน  แลวปดปากภาชนะดวยกระจก

(5) นําภาชนะในขอ (3) และขอ (4) ไปอบเพาะเชื้อท่ีอุณหภูมิ 30 ๐C ถึง 35 ๐C เปนเวลา 7 วัน
(6) เม่ือครบตามเวลาท่ีกําหนด นําถุงบรรจโุลหิตตัวอยางท้ังหมดออกมาเขยา ลางดานนอกโดยรอบ

ดวยน้ํา แลวนําไปแชในสารละลายโพรพานอลรอยละ 60 โดยปริมาตร เปนเวลา 120 s และลาง
ดวยน้ําท่ีปราศจากเชือ้อีกครั้งหนึง่

(7) ใชแทงแกวรอนแดง ขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ 5 mm  เจาะผนังถุงบรรจุโลหิตตัวอย าง
(ขอ(6)) บริเวณเหนือผิวหนาของอาหารเล้ียงเชื้อท่ีอยูภายในทันทีแลวใชกระบอกฉีดยาพรอม
เขม็ฉีดยาท่ีปราศจากเชื้อดูดอาหารเล้ียงเชื้อจากถุงบรรจุโลหิตตัวอยางแตละใบตามปริมาณ
ในตารางท่ี 3 สดมภท่ี 4

(8) แบงอาหารเล้ียงเชื้อท่ีดูดเอาไวจากถุงบรรจุโลหิตตัวอยางแตละใบ (ขอ (7)) ใสลงในขวด
เพาะเชื้ อซ่ึ งบรรจุอาหารเล้ียงเชื้ อชนิดเดียวกันขวดละ 10.0 ml ตามจํานวนท่ีกําหนดใน
ตารางท่ี 3 สดมภท่ี 5 นําขวดเพาะเชื้ อท้ั งหมดไปอบเพาะเชื้ อท่ีอุณหภูมิ 30 ๐C ถึง 35 ๐C
เปนเวลา 10 วัน  เม่ือครบตามเวลาท่ีกําหนด สังเกตดูวามีการเจริญของจุ ลินทรียในขวด
เพาะเชื้อแตละใบหรอืไม

9.22.6 การประเมินผล
ใหถือวาถุงบรรจุโลหิตตัวอยางไมมีการซึมผานของจุลินทรีย เม่ือขวดเพาะเชื้อทุกใบไมมีการเจริญ
ของจุลินทรีย
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ตารางท่ี 3 การทดสอบการซมึผานของจุลนิทรีย
(ขอ 9.22.5)

ความจุของถุงบรรจุ ปริมาณอาหารเล้ียงเชื้อ จํานวนขวดเพาะเชื้อ
โลหิตตัวอยาง ทีดู่ดจากถุงบรรจุโลหิต ทีใ่ชทดสอบ

อาหารเล้ียงเชื้อชนิดละ รวม ตัวอยางแตละใบ
ใบ ใบ ใบ

      ไมเกิน 100 5 10 รอยละ 1 โดยปริมาตรของความจุ 1
แตตองไมนอยกวา 0.1 ml

 101 ถึง 500 3 6 รอยละ 1 โดยปริมาตรของความจุ 2
 501 ขึ้นไป 1 2 รอยละ 1 โดยปริมาตรของความจุ 5

แตไมเกิน 25 ml

ml

ตัวอยางทีใ่ชทดสอบ
จํานวนถุงบรรจุโลหิต
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ภาคผนวก ก.
การทําลายเม็ดโลหิต

(ขอ 5.5.5)

ก.1 การทําลายเม็ดโลหิต
ก.1.1 เครื่องมือ

(1) ตูอบท่ีควบคุมอุณหภูมิไดท่ี (70  2) ๐C
(2) สเปกโทรโฟโตมิเตอรท่ีมีความยาวคล่ืน 540 nm
(3) เครื่องหมุนเหวี่ยง
(4) หมอนึ่งอัด
(5) ตูอบเพาะเชื้อ (incubator) ท่ีควบคุมอุณหภูมิไดท่ี (37  1) ๐C

ก.1.2 สารเคมี สารละลาย และวธีิเตรยีม
(1) สารละลายโซเดียมคลอไรด รอยละ 0.9 โดยมวล ท่ีปราศจากเชื้อ
(2) สารมาตรฐานอางอิงฮีโมโกลบิน (hemoglobin reference standard) 6 mg/ml
(3) สารละลายแดรบคิน (Drabkin,s solution)

ละลายโซเดียมไบคารบอเนต 1g โพแทสเซียมไซยาไนด 0.05gและโพแทสเซียมเฟอริไซยาไนด
0.2 g ในน้ํากล่ัน และเติมน้ํากล่ันจนปริมาตรเปน 1 000 ml

ก.1.3 การเตรียมเลือดกระตาย
เจาะเลือดกระตายอยางนอย 3 ตัว ผสมกับน้ํายาปองกันการแข็งตัวของโลหิต เชน น้ํายาเอซีดี
(anticoagulant citrate dextrose solution, ACD) น้ํายาซีพีดี (anticoagulant citrate phosphate dextrose
solution, CPD) ถาไมนํามาใชทันที ใหแยกเก็บในภาชนะเก็บเลือดของกระตายแตละตัวท่ีอุณหภูมิ
(4  2) ๐C แตตองนํามาใชทําการทดสอบภายในเวลา 96 h

ก.1.4 การเตรยีมสารละลายทดสอบ
(1) ตัดสวนตางๆ ของถุงบรรจุโลหิตตัวอยางเปนชิ้นขนาดกวางประมาณ 0.1 cm ถึง 0.3 cm และยาว

ประมาณ 1 cm ถึง 5 cm ใสลงในขวดแกวฝาเกลียวสําหรับสกัดตัวอยาง เติมสารละลายปราศจาก
เชื้อโซเดียมคลอไรดรอยละ 0.9 ปริมาตร 5 ml/กรัมของตัวอยาง

(2) ทําแบลงกเปรียบเทียบโดยไมตองใสตัวอยาง
(3) นําภาชนะสําหรับสกัดท้ัง 2 ใบ ใสในหมอนึ่งอัดท่ีอุณหภูมิ (121  2) ๐C เปนเวลา 1 h

หรือใสในตูอบท่ีอุณหภูมิ (70  2) ๐C เปนเวลา 24 h หรือท่ีอุณหภูมิ(50  2) ๐C เปนเวลา
72 h แลวนําออกมาปลอยไวใหเย็นท่ีอุณหภูมิหอง(20 ๐C ถงึ 30 ๐C) เขยาอยางแรงเปนเวลา
อยางนอย 5 min แลวเทสารละลายสกัดท่ีได และแบลงกในแตละภาชนะลงในภาชนะท่ีสะอาด
แหง  และปราศจากเชื้อทันที นําไปเก็บไวในท่ีซ่ึงมีอณุหภูมิไมต่ํากวา 20 ๐C ถึง 30 ๐C และ
ตองนําไปทดสอบตอไปภายในเวลา 24 h หลังจากท่ีเตรียมได
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ก.1.5 วธีิทดสอบ
(1) การเตรยีมกราฟสอบเทียบ

(1.1) เตรียมสารละลายสอบเทียบ โดยใชปเปตตดูดสารละลายมาตรฐานอางอิงฮีโมโกลบิน
10 ml 5 ml 2 ml 1 ml และ 0.5 ml ใสลงในขวดแกวปริมาตรขนาด 100 ml
จํานวน 5 ใบตามลําดับ เจือจางดวยสารละลายแดรบคินจนถึงขีดปริมาตร สารละลาย
ท่ี ไดจะมีความเขมขน 0.6 mg/ml  0.3 mg/ml 0.12 mg/ml 0.06 mg/ml และ
 0.03 mg/ml ตามลําดับ

(1.2) วัดคาการดูดกลืนแสงของสารละลายสอบเทียบแตละความเขมขน โดยใชสารละลาย
แดรบคินเปนแบลงก

(1.3) สรางกราฟสอบเทียบระหวางความเขมขนของฮีโมโกลบินมาตรฐาน เปนมิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร กบัคาการดดูกลืนแสง

(2) การตรวจหาระดบัพลาสมาฮโีมโกลบนิในเลือด
(2.1) นําเลือดกระตายแตละภาชนะบรรจ ุ ตามขอ ก.1.3 ปรมิาตร 1 ml  ใสลงในหลอดหมุนเหวีย่ง

และนําไปหมุนเหวี่ยงในแนวระดับดวยอัตราเร็ว 700 g  ถงึ 800 g นาน 15 min
(2.2) ดูดสวนใสดานบน (พลาสมา) 100 l เติมลงในสารละลายแดรบคิน 5.0 ml ตั้งท้ิงไว

15 min แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 540 nm โดยใชสารละลาย
แดรบคินเปนแบลงก

(2.3) นําคาการดูดกลืนแสงท่ีไดไปเทียบกับกราฟสอบเทียบ หาปริมาณฮีโมโกลบินในพลาสมา
ของเลือดกระตายแตละตัว  เปนมิลลิกรัมตอมิลลิลิตร

(2.4) ถาเลือดกระตายตัวใดมีปริมาณฮีโมโกลบินในพลาสมาเกิน 1.0 mg/ml จะไมนำ
เลือดกระต ายตั วนั้ นมาใช ในการทดสอบตอไป และตองใช เลือดกระต าย 3 ตัว
ในการทดสอบ

(3) การเจือจางเลือด
(3.1) นำเลือดกระตายแตละตัวท่ีผานการทดสอบหาปริมาณฮีโมโกลบินในพลาสมาแลว 20 l

เติมลงในสารละลายแดรบคิน 5.0 ml ตั้ งท้ิ งไว  15 min
(3.2) นาํไปว ัดคาการดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 540 nm โดยใชสารละลายแดรบคินเปนแบลงก 

นาํคาการดดูกลืนแสงท่ีไดไปเทียบกบักราฟสอบเทียบ หาปรมิาณฮโีมโกลบนิในเลือด
(3.3) เจอืจางเลือดกระตายแตละตวัดวยสารละลายโซเดยีมคลอไรดท่ีปราศจากเชือ้ ใหมีปรมิาณ

ฮ ีโมโกลบนิอยูในชวง (25.0 2.5) mg/ml เปนคาฮโีมโกลบนิปรากฎ (hemoglobin present)
(4) การทดสอบตวัอยาง

(4.1) นาํเลือดท่ีไดจากขอ ก.1.5 (3.3) มาตัวละ 5.0 ml เติมสารละลายทดสอบ 4.0 ml
นําไปบมในตูอบท่ีอุณหภูมิ (37  1) ๐C นาน 4 h

(4.2) นําไปหมุนเหวี่ยงในแนวระดับ ดวยอัตราเร็ว 100 g ถึง 200 g เปนเวลา 15 min
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(4.3) ดูดสวนใสดานบน  ใสในหลอดหมุนเหวีย่งหลอดใหม แลวนําไปหมุนเหวี่ยงดวยอัตราเร็ว
700 g ถึง 800 g เปนเวลา 5 min ดูดสวนใสดานบนใสในหลอดแกวใหม แลวนําไปหาคา
ดัชนีการแตกตัวของเม็ดเลือด

(5) การหาคาดัชนกีารแตกตัวของเม็ดเลือด
(5.1) นำสวนใสจากขอ ก.1.5 (4.3) มา 1.0 ml เติมลงในสารละลายแดรบคิน 3.0 ml

ท้ิงไว 15 min
(5.2) นาํไปวดัคาการดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 540 nm โดยใชสารละลายแดรบคินเปนแบลงก

นาํค าการดดูกลืนแสงท่ีไดไปเทียบกบักราฟสอบเทียบ หาปรมิาณฮโีมโกลบนิเปนคาฮโีมโกลบนิ
ปลดปลอย (hemoglobin released)

(5.3) คํานวณคาดชันกีารแตกตวัของเม็ดเลือดจากสูตร

ดัชนีการแตกตัวของเม็ดเลือด =

(5.4) คํานวณคาเฉล่ียของดชันกีารแตกตวัของเม็ดเลือด แลวเทียบหาระดบัการแตกตัวของ
เม็ดเลือด ตามตารางท่ี 4

ตารางท่ี 4 ระดับการแตกตัวของเม็ดเลือด
(ขอ ก.1.5(5.4))

ฮโีมโกลบนิปลดปลอย
ฮโีมโกลบนิปรากฎ

 100

ดัชนีการแตกตัวของเม็ดเลือด ระดับการแตกตัวของเม็ดเลือด
0 ถึง นอยกวา 2 ไมมีการแตกตัว
2 ถึง นอยกวา 10 มีการแตกตัวเล็กนอย
10 ถึง นอยกวา 20 มีการแตกตัวปานกลาง
20 ถึง นอยกวา 40 มีการแตกตัวอยางเห็นไดชัด

40 ขึ้นไป มีการแตกตัวอยางรุนแรง
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ภาคผนวก ข.
การชักตัวอยางและเกณฑตัดสนิ

(ขอ 8.1)

ข.1 รุน ในท่ีนี้ หมายถึง ถุงบรรจุโลหิตท่ีทําจากวัสดุชนิดเดียวกัน มีสวนประกอบเหมือนกัน มีจํานวนถุงในชุด
และอื่นๆ เหมือนกัน และทําใหปราศจากเชื้อโดยวิธีเดียวกัน

ข.2 การชักตัวอยางและการยอมรับ ใหเปนไปตามแผนการชักตัวอยางท่ีกําหนดตอไปนี้ หรืออาจใชแผนการ
ชกัตวัอยางอืน่ท่ีเทียบเทากนัทางวชิาการกบัแผนท่ีกําหนดไว

ข.2.1 การชักตัวอยางและการยอมรับสําหรับการทดสอบรูปรางและมิติ สวนประกอบ และคุณลักษณะ
ในการใชงาน

ข.2.1.1 ใหชักตัวอยางโดยวธีิสุมจากรุนเดยีวกัน ตามจํานวนท่ีกําหนดในตารางท่ี ข.1
ข.2.1.2 จํานวนตัวอยางท่ีไมเปนไปตามขอ 3. ขอ 4. และขอ 5.2 ในแตละรายการ ตองไมเกินเลขจํานวนท่ี

ยอมรับท่ีกําหนดในตารางท่ี ข.1 จงึจะถอืวาถุงบรรจโุลหิตรุนนั้นเปนไปตามเกณฑท่ีกําหนด

     ตารางท่ี ข.1 แผนการชกัตวัอยางสําหรับการทดสอบรูปรางและมิต ิ สวนประกอบ
และคณุลกัษณะในการใชงาน

(ขอ ข.2.1)

ข.2.2 การชกัตวัอยางและการยอมรบัสําหรบัการทดสอบลักษณะท่ัวไป การบรรจ ุและเครือ่งหมายและฉลาก
ข.2.2.1 ใหชักตัวอยางโดยวธีิสุมจากรุนเดยีวกัน ตามจํานวนท่ีกําหนดในตารางท่ี ข.2
ข.2.2.2 จํานวนตัวอยางท่ีไมเปนไปตามขอ 5.1 ขอ 6. และขอ 7. ตองไมเกินเลขจํานวนท่ียอมรับท่ี

ขนาดรุน ขนาดตัวอยาง
หนวยภาชนะบรรจุ หนวยภาชนะบรรจุ
     ไมเกิน 1 200 13 1
1 201 ถึง 10 000 20 2
       เกิน 10 000 32 3

เลขจํานวนท่ียอมรับ
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กําหนดในตารางท่ี ข.2 จึงจะถือวาถุงบรรจุโลหิตรุนนัน้เปนไปตามเกณฑท่ีกําหนด

ตารางท่ี ข.2 แผนการชกัตวัอยางสําหรับการทดสอบลกัษณะท่ัวไป การบรรจ ุและเคร่ืองหมายและฉลาก
(ขอ ข.2.2)

ข.2.3 การชกัตวัอยางและการยอมรบัสําหรบัการทดสอบคุณลักษณะทางฟสิกส
ข.2.3.1 ใหชักตัวอยางโดยวิธีสุมจากรุนเดียวกันจํานวน 35 หนวย เพื่อใชทดสอบรายการละ 5 หนวย
ข.2.3.2 ตัวอยางทุกตัวอยางตองเปนไปตามขอ 5.3.1 ขอ 5.3.2 ขอ 5.3.3 ขอ 5.3.4 ขอ 5.3.5

ขอ 5.3.6 และขอ 5.3.7 จึงจะถือวาถุงบรรจุโลหิตรุนนั้นเปนไปตามเกณฑท่ีกําหนด
ข.2.4 การชกัตวัอยางและการยอมรบัสําหรบัการทดสอบคุณลักษณะทางเคมีและคุณลักษณะทางชวีภาพ

ข.2.4.1 ใหชักตัวอยางโดยวิธีสุมจากรุนเดียวกันจํานวน 20 หนวย
ข.2.4.2 ตัวอยางตองเปนไปตามขอ 5.4 และขอ 5.5 ทุกรายการ จึงจะถือวาถุงบรรจุโลหิตรุนนั้นเปนไป

ตามเกณฑท่ีกําหนด
ข.3 เกณฑตดัสิน

ตัวอยางถุงบรรจุโลหิตตองเปนไปตามขอ ข.2.1.2 ขอ ข.2.2.2 ขอ ข.2.3.2 และขอ ข.2.4.2 ทุกขอ
จงึจะถอืวาถงุบรรจโุลหิตรุนนัน้เปนไปตามมาตรฐานผลิตภณัฑอตุสาหกรรมนี้

ขนาดรุน ขนาดตัวอยาง
หนวยภาชนะบรรจุ หนวยภาชนะบรรจุ
     ไมเกิน 1 200 13 2
1 201 ถึง 10 000 20 3
       เกิน 10 000 32 5

เลขจํานวนท่ียอมรับ
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ความจุระบุ ความกวางภายใน ความสูงภายใน
ml b1 h1 b2 5 h2 5

100   75 120   60   85
250 120 130   90   85
400 120 170 105 105
500 120 185 105 105

มิติของบริเวณแสดงเครื่องหมายและฉลาก

ภาคผนวก ค.
มิติของถุงบรรจุโลหิต

(แนะนาํ)

ตารางท่ี ค.1 มิตขิองถุงบรรจุโลหิต
(รูปท่ี 1)

หนวยเปนมิลลิเมตร


