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ปจจุบนัขอตอสามทางเปนอปุกรณประกอบการใหเลอืดและสารละลายทางหลอดเลอืด ซึง่ทำไดเองภายในประเทศ

ดังนั้นเพื่อความปลอดภัยของผูใชและสงเสริมการทำภายในประเทศ จึงกำหนดมาตรฐานผลิตภัณฑอุตสาหกรรม

ขอตอสามทางใชในการแพทย ข้ึน

มาตรฐานผลิตภณัฑอตุสาหกรรมน้ีกำหนดขึน้โดยใชขอมลูจากผทูำ ผใูช และเอกสารตอไปน้ีเปนแนวทาง

ISO 8536-10:2004 Infusion equipment for medical use - Part 10: Accessories for fluid

lines for use with pressure infusion equipment

ISO 10993-5:1999 Biological evaluation of medical devices - Part 5: Tests for in vitro

cytotoxicity

ASTM F 756-00 Standard Practice for Assessment of Hemolytic Properties of Materials

มอก.1396-2540 เข็มฉดียาปราศจากเชือ้ชนิดใชคร้ังเดยีว

มอก.1387 ขอตอรูปกรวยความเรียวรอยละ 6 (ลูเออร) สำหรับกระบอกฉีดยา

เข็มฉีดยา และเครือ่งมอืแพทยบางชนดิ

เลม 1-2539 คุณลกัษณะทัว่ไป

เลม 2-2539 ขอตอล็อก

The United States Pharmacopeia, 30 Revision, 2007
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มาตรฐานผลิตภณัฑอตุสาหกรรม

ขอตอสามทางใชในการแพทย

1. ขอบขาย
1.1 มาตรฐานผลติภณัฑอตุสาหกรรมนีค้รอบคลมุเฉพาะขอตอสามทางใชในการแพทยซึง่ใชงานครัง้เดยีว

2. บทนิยาม
ความหมายของคำท่ีใชในมาตรฐานผลิตภณัฑอตุสาหกรรมน้ี มดีงัตอไปน้ี

2.1 ขอตอสามทางใชในการแพทย ซึง่ตอไปในมาตรฐานน้ีจะเรยีกวา “ขอตอสามทาง”  หมายถงึ  อปุกรณทีม่ขีอตอ

3 ดาน โดยท่ัวไปมีขอตอใน 1 ดาน และขอตอนอก 2 ดาน ใชตอกับอุปกรณอื่นเพ่ือนำผลิตภัณฑเภสัช

หรือสวนประกอบของเลือดเขาสูรางกายทางหลอดเลือด หรือนำเลือดเขาสูรางกายหรือออกจากรางกาย

ดงัตัวอยางในรูปท่ี 1

2.2 ฝาปด (cover) หมายถงึ สวนประกอบท่ีใชปดขอตอนอกของขอตอสามทาง

2.3 ขอตอนอก (female conical fitting) หมายถงึ ขอตอรปูกรวยทีต่อเขากบักระบอกฉดียา ขอตอในของชดุใหเลอืด

ชดุใหสายละลายทางหลอดเลอืด หรอืขอตอสามทาง

2.4 ขอตอใน (male conical fitting)  หมายถึง ขอตอที่ตอเขากับเข็มฉีดยา ชุดปกผีเสื้อ ขอตอนอกของ

ขอตอสามทาง หลอดหมุเข็มฉดียา (over-needle peripheral catheter) หรอือุปกรณอืน่ในลักษณะเดียวกัน

2.5 จุกหมนุ (stopcock)  หมายถงึ สวนประกอบท่ีใชหมนุเพือ่เปลีย่นทิศทางการไหลของสารละลายในขอตอสามทาง

และมีสญัลักษณแสดงทิศทางการไหล
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1 ปลอกหมุขอตอใน

2 ขอตอใน

3 ฝาปด

4 ขอตอนอก

5 จุกหมนุท่ีมสีญัลักษณแสดงทศิทางการไหล

รปูที ่1  ตวัอยางขอตอสามทาง
(ขอ 2.1)

3. ขนาดและเกณฑความคลาดเคลือ่น
3.1 ขอตอนอก

ม ี2 แบบ คือ

3.1.1 แบบธรรมดา มติเิปนไปตามรูปท่ี 2

3.1.2 แบบลอ็ก มติเิปนไปตามรปูที ่3

การทดสอบใหปฏบิตัติาม มอก.1387 เลม 1  หรอืเลม 2

1

2

3

3

4

4

4

5

5
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หนวยเปนมิลลเิมตร

รปูที ่2  ขอตอนอกรปูกรวยแบบธรรมดา
(ขอ 3.1)

หนวยเปนมิลลเิมตร

รปูที ่3  ขอตอนอกรปูกรวยแบบลอ็ก
(ขอ 3.1)

3.2 ขอตอใน

เมื่อทดสอบตามขอ 8.3 แลว ปลายดานเล็กของขอตอในตองอยูระหวางระนาบ A กับระนาบ B

ของเคร่ืองมือวัด

R 0.5 ÊÙ§ÊØ´ËÃ×ÍÅºÁØÁ

7.500 µèÓÊØ´

  
4
.2

7
0

¶
Ö§
 4

.3
1
5

6
.7

3
Ê
Ù§
Ê
Ø´

φ

A

A 6.73 ÊÙ§ÊØ´

7.83
0

-0.1

2
.7

1
µ
èÓÊ

Ø´

3
.5

Ê
Ù§
Ê
Ø´

1
.2

Ê
Ù§
Ê
Ø´

0
.3

µ
èÓÊ

Ø´

2
5

µ
èÓÊ

Ø´

°

25 °+5 °
0



-4-

มอก.2384-2551

4. คณุลักษณะทีต่องการ
4.1 ลกัษณะทัว่ไป

4.1.1 ตองทำจากวสัดคุงรูป (rigid) ทีท่นแรงบิดได ไมแตกหกั

4.1.2 ตองสะอาดและไมมตีำหนทิีอ่าจเปนผลเสยีตอการใชงาน

4.1.3 สวนท่ีใหผลติภณัฑเภสชัหรอืสารละลายไหลผานตองทำจากวสัดุใส ไมมสีอีืน่ใดนอกจากสีตามธรรมชาติ

ของวัสด ุ และตองเหน็ฟองอากาศในของเหลวท่ีอยภูายในไดชดัเจนขณะใชงาน

4.1.4 ขอตอนอกตองสวมไดสนทิกบัอปุกรณอืน่ท่ีใชประกอบเขาดวยกัน เชน กระบอกฉดียา  ชดุใหเลอืด  ชดุให

สารละลายทางหลอดเลือด  สายตอ   มฝีาปดไดสนิท ไมหลดุออกกอนใชงาน ถอดออกไดงาย

4.1.5 ขอตอในตองสวมไดสนิทกบัอปุกรณอืน่ท่ีใชประกอบเขาดวยกัน  มปีลอกหมุสวมไดพอด ี ไมหลดุออก

กอนใชงาน  และถอดออกไดงาย

4.1.6 จุกหมนุตองทำจากวสัดคุงรปู  หมนุเปลีย่นทิศทางการไหลของสารละลายไดงาย  และหมนุใหสารละลาย

ไหลผานไดพรอมกันท้ัง 3 ทาง

การทดสอบใหทำโดยการตรวจพินิจ

4.2 คุณลกัษณะทางฟสกิส

4.2.1 การเปลีย่นทิศทางการไหล

เมือ่ทดสอบตามขอ 8.4 แลว ตองสามารถเปลีย่นทิศทางและปดก้ันการไหลของสารละลายไดตามสญัลักษณ

ทีแ่สดงไว

4.2.2 การรัว่ซมึ

เม่ือทดสอบตามขอ 8.5 แลว ตองไมรัว่ซึม

4.3 คุณลกัษณะทางเคมี

เม่ือทดสอบตามขอ 8.6  แลว  สารละลายทีส่กัดไดตองมีสมบัตดิงัน้ี

4.3.1 ลกัษณะทัว่ไป

ใสไมมสีี

4.3.2 สารรดีวิส (reducing or  oxidizable  matter)

ปริมาณสารละลายโพแทสเซียมเพอรแมงกาเนต 0.002 โมลตอลิตร ที่ใชทำปฏิกิริยาตองไมเกิน 2.0

มลิลลิติร

4.3.3 โลหะหนกั

ปริมาณแบเรยีม โครเมียม ทองแดง ตะกัว่ และดบีกุ รวมกัน ตองไมเกนิ 1 ไมโครกรัมตอสารละลาย

ทีส่กดัได 1 มลิลิลติร

ปรมิาณแคดเมยีมตองไมเกนิ 0.1 ไมโครกรมัตอสารละลายทีส่กดัได 1 มลิลลิติร

4.3.4 ความเปนกรด-ดาง

ผลตางระหวางคาความเปนกรด-ดาง ของสารละลายทีส่กดัไดกบัสารละลายแบลงก ตองนอยกวา 2

4.3.5 กากทีไ่มระเหย (non-volatile residue)

ตองไมเกนิ 5 มลิลกิรัม
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4.3.6 การดดูกลนืแสง

คาการดดูกลนืแสงทีค่วามยาวคล่ืนใด ๆ ระหวาง 250 นาโนเมตร กบั 320 นาโนเมตร ตองไมเกนิ 0.1

4.4 คุณลกัษณะทางชวีภาพ

4.4.1 ความปราศจากเชือ้

เมือ่ทดสอบตาม USP หวัขอ 〈71〉 Sterility Tests แลว ตองไมพบเชือ้จลุนิทรีย

4.4.2 สารไพโรเจน

ตองเปนไปตามขอใดขอหนึง่ดังตอไปน้ี

(1) ไมมสีารไพโรเจน  หรอื

(2) เมือ่ระดบัชวีพษิภายในตวั (endotoxin) ไมเกนิ 20.0 หนวยตอชดุ ถอืวาไมมสีารไพโรเจน

การทดสอบใหปฏบิตัติาม USP หวัขอ 〈151〉 Pyrogen Test หรอื 〈85〉 Bacterial Endotoxins Test

4.4.3 การทำลายเมด็เลอืด

เมือ่ทดสอบตามขอ 8.7 แลว  เมด็เลอืดตองไมแตกตวั

4.4.4 ความเปนพษิ

ตองเปนไปตามขอใดขอหนึง่ดังตอไปน้ี

(1) ไมเปนพษิอยางเฉียบพลนัตอสตัวทดลอง  หรอื

(2) ไมเปนพษิตอเซลล

การทดสอบใหปฏบิตัติามภาคผนวก ข.

5. การบรรจุ
5.1 ใหบรรจุขอตอสามทางแตละชดุในภาชนะหมุหอทีผ่นึกเรยีบรอย  สามารถรกัษาสภาพปราศจากเชือ้ไดตลอด

ระยะเวลาการเกบ็  ปลอกหมุขอตอในและฝาปดขอตอนอกตองไมหลดุออกกอนใชงาน

6. เครือ่งหมายและฉลาก
6.1 ทีภ่าชนะหมุหอขอตอสามทางทกุหนวย  อยางนอยตองมเีลข อกัษร หรอืเคร่ืองหมาย แจงรายละเอยีดตอไปนี้

ใหเหน็ไดงาย ชดัเจน

(1) ชือ่ผลติภณัฑตามมาตรฐานน้ี

(2) คำวา “ปราศจากเชือ้” และ “ปราศจากสารไพโรเจน”  และ “ใชไดคร้ังเดยีว”

(3) ระบุวิธทีำใหปราศจากเชือ้ เชน EtO gas

(4) รหสัรนุท่ีทำ

(5) เดอืน ปทีห่มดอายุ

(6) ชือ่ผทูำหรอืโรงงานทีท่ำ  พรอมสถานทีต่ัง้ หรอืเครือ่งหมายการคาทีจ่ดทะเบยีน

(7) วิธใีช

(8) คำเตอืนหรือขอควรระวังในการใชและการทำลาย เชน หามใชเม่ือภาชนะหมุหอชำรดุ ควรแยกทำลาย

แบบขยะติดเชือ้

หมายเหตุ ขอ (7)  และขอ (8)  อาจทำเปนใบแทรกไวในภาชนะบรรจกุไ็ด
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6.2 ทีก่ลองบรรจุขอตอสามทางทุกหนวย  อยางนอยตองมีเลข อกัษร หรอืเคร่ืองหมาย  แจงรายละเอียดตามขอ

6.1(1)  ขอ 6.1(2)  ขอ 6.1(3)  ขอ 6.1(4)  ขอ 6.1(5)  ขอ 6.1(6)  จำนวนเปนชุด  และวธิเีกบ็รักษา

ใหเหน็ไดงาย  ชดัเจน

6.3 ในกรณทีีใ่ชภาษาตางประเทศ  ตองมคีวามหมายตรงกับภาษาไทยทีก่ำหนดไวขางตน

7. การชกัตวัอยางและเกณฑตดัสิน
7.1 การชกัตวัอยางและเกณฑตดัสนิ  ใหเปนไปตามภาคผนวก ก.

8. การทดสอบ
8.1 ใหใชวิธวิีเคราะหทีก่ำหนดในมาตรฐานน้ีหรอืวิธอีืน่ใดท่ีใหผลเทียบเทา ในกรณทีีม่ขีอโตแยง  ใหใช วิธทีีก่ำหนด

ในมาตรฐานน้ีเปนวิธตีดัสนิ

8.2 หากมไิดกำหนดไวเปนอยางอืน่  น้ำกลัน่และสารเคมทีีใ่ชตองมีความบริสทุธิเ์หมาะสมสำหรบัใชในหองปฏบิตัิ

การวทิยาศาสตร

8.3 การทดสอบขอตอใน

8.3.1 เคร่ืองมือ

8.3.1.1 เครือ่งมอืวัดรูปกรวย ความเรยีว 0.06: 1 ดงัรปูที ่4

8.3.2 วิธทีดสอบ

สวมขอตอในของขอตอสามทางตวัอยางเขากบัเคร่ืองมอืวัดรูปกรวย  ดวยแรงในแนวแกน 5 นิวตัน โดย

ไมตองบดิ  แลวตรวจตำแหนงของปลายดานเลก็ของขอตอใน

หนวยเปนมิลลเิมตร

รปูที ่4 มติเิครือ่งมอืวดัรูปกรวย ความเรยีว 0.06 : 1
(ขอ 8.3.1.1)
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8.4 การทดสอบการเปลีย่นทิศทางการไหล

8.4.1 เคร่ืองมือ

8.4.1.1 ขวดแกวบรรจุน้ำกลัน่ ขนาด  1 000 มลิลลิติร  พรอมจุกยาง

8.4.1.2 ชดุใหสารละลายทางหลอดเลอืด ซึง่ขอตอในเปนไปตาม มอก.1387 เลม 1  หรอืเลม 2

8.4.2 วิธทีดสอบ

8.4.2.1 จัดการทดสอบตามลักษณะการใชงาน โดยตอชดุใหสารละลายทางหลอดเลอืดกับขวดแกวบรรจุน้ำกลัน่

ปลอยน้ำกลั่นเขาชุดสารละลายทางหลอดเลือดจนเต็ม ไลฟองอากาศออกใหหมด ปดตัวควบคุม

การไหลของชดุใหสารละลายทางหลอดเลอืดใหสนทิ

8.4.2.2 สวมขอตอในของชุดใหสารละลายทางหลอดเลอืด เขากบัขอตอสามทางตวัอยางทางขอตอนอก ดาน

A (ดรูปูท่ี 5) โดยปรับระยะใหระดบัน้ำกลัน่อยสูงูจากขอตอสามทางตวัอยางประมาณ 1 เมตร

รปูที ่5  แสดงดาน  A   B   C   ในการทดสอบการเปล่ียนทศิทางการไหล
(ขอ 8.4.2)

8.4.2.3 บิดจุกหมุนของขอตอสามทางตัวอยางใหปดดาน B เปดตัวควบคุมการไหลของชุดใหสารละลาย

ทางหลอดเลอืดใหน้ำกลัน่ไหลจากดาน A ไปดาน C ทิง้ไวเปนเวลา 1 นาที แลวตรวจสอบดังน้ี

(1) ตองไมมน้ีำรัว่ซึมบริเวณจุกหมนุ

(2) ตองมน้ีำกลัน่ไหลออกทางดาน C

(3) ตองไมมน้ีำกลัน่ไหลออกทางดาน B

A

B

C
ตอเขากับ

ชดุใหสารละลาย

ทางหลอดเลือด

ชดุที ่1

ตอเขากับ

ชดุใหสารละลาย

ทางหลอดเลือด

ชดุที ่2
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8.4.2.4 บดิจุกหมนุของขอตอสามทางตวัอยางใหปดดาน C เปดตัวควบคุมการไหลใหน้ำกลัน่ไหลจากดาน

A ไปดาน B ทิง้ไวเปนเวลา 1 นาท ีแลวตรวจสอบดังน้ี

(1) ตองไมมน้ีำรัว่ซึมบริเวณจุกหมนุ

(2) ตองมน้ีำกลัน่ไหลออกทางดาน B

(3) ตองไมมนี้ำกลัน่ไหลออกทางดาน C

8.4.2.5 บดิจุกหมนุของขอตอสามทางตวัอยางใหปดดาน A เปดตัวควบคุมการไหลทิง้ไวเปนเวลา 1 นาที

แลวตรวจสอบดังนี้

(1) ตองไมมน้ีำรัว่ซึมบริเวณจุกหมนุ

(2) ตองไมมน้ีำกลัน่ไหลออกทางดาน B และดาน C

8.4.2.6 ตอชุดใหสารละลายทางหลอดเลือดกับขวดแกวบรรจุน้ำกลั่นอีก 1 ชุด ปลอยน้ำกลั่นเขาชุดให

สารละลายทางหลอดเลอืดชุดท่ี 2 จนเต็ม ไลฟองอากาศออกใหหมด ปดตัวควบคุมการไหลของชดุ

ใหสารละลายทางหลอดเลอืดใหสนทิท้ัง 2 ชดุ ปรับระยะใหน้ำกลัน่ท้ังสองขวดอยใูนระดบัเดยีวกัน

โดยอยสูงูจากขอตอสามทางตวัอยางประมาณ 1 เมตร

8.4.2.7 ตอขอตอในของชุดใหสารละลายทางหลอดเลือดชุดท่ี 2 เขากับขอตอสามทางตัวอยางทางดาน B

(ดาน A ตออยกูบัขอตอในของชดุใหสารละลายทางหลอดเลอืดชดุท่ี 1)

8.4.2.8 บิดจุกหมุนของขอตอสามทางตัวอยางในทิศทางเปดท้ัง 3 ดาน เปดตัวควบคุมการไหลของชุดให

สารละลายทางหลอดเลอืดทัง้ 2 ชดุแลวตรวจสอบดังนี้

(1) ตองมน้ีำไหลออกทางดาน C โดยน้ำกลัน่ตองไหลมาจากขวดบรรจุน้ำกลัน่ท้ังสองขวด โดยสงัเกต

จากกระเปาะหยดของชดุใหสารละลายทางหลอดเลอืด ตองมน้ีำไหลลงมาทัง้ 2 ชดุ

(2) ตองไมมน้ีำรัว่ซึมบริเวณจุกหมนุ

8.5 การทดสอบการรัว่ซมึ

8.5.1 เคร่ืองมือ

8.5.1.1 ขวดแกวบรรจุน้ำกลัน่ ขนาด  1 000 มลิลิลติร  พรอมจุกยาง

8.5.1.2 ชดุใหสารละลายทางหลอดเลอืด ซึง่ขอตอในเปนไปตาม มอก.1387  เลม 1  หรอืเลม 2

8.5.1.3 เข็มฉีดยา ซึง่ขนาดของฐานเข็มเปนไปตาม มอก.1387  เลม 1  หรอืเลม 2

8.5.1.4 จุกยางหรอือปุกรณสำหรบัอดุปลายเขม็ฉดียา

8.5.2 วิธทีดสอบ

8.5.2.1 จัดการทดสอบตามลักษณะการใชงาน โดยตอชุดใหสารละลายทางหลอดเลือดกับขวดแกว

บรรจุน้ำกลัน่  ปลอยน้ำกลัน่เขาชดุใหสารละลายทางหลอดเลอืดจนเต็ม  ไลฟองอากาศออกใหหมด

ปดตัวควบคุมการไหลใหสนิท

8.5.2.2 สวมขอตอในของชุดใหสารละลายทางหลอดเลือด เขากับขอตอสามทางตัวอยางทางขอตอนอก

ดาน A (ดรูปูท่ี 6)  โดยปรับระยะใหระดับน้ำกลัน่อยสูงูจากขอตอสามทางตัวอยางประมาณ 1 เมตร

8.5.2.3 ตอขอตอสามทางตวัอยางดาน C  เขากบัเข็มฉดียา  บดิจุกหมนุของขอตอสามทางตวัอยางใหปดดาน

B เปดตัวควบคุมการไหลของชุดใหสารละลายทางหลอดเลือดใหน้ำไหลออกทางเข็มฉีดยา

อดุปลายเข็มใหสนิท ทิง้ไวเปนเวลา 10 นาที ตองไมพบการรัว่ซึมของน้ำกลัน่บริเวณขอตอดาน C

และขอตอดาน A
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8.5.2.4 ปดตัวควบคุมการไหลของชุดใหสารละลายทางหลอดเลือด ปลดชุดใหสารละลายทางหลอดเลือด

ออกจากขอตอดาน A  แลวนำมาตอเขากบัดาน B  บดิจกุหมนุของขอตอสามทางตวัอยางใหปด

ดาน A เปดตัวควบคุมการไหลของชุดใหสารละลายทางหลอดเลือด ทิ้งไวเปนเวลา 10 นาที

ตองไมพบการร่ัวซมึของน้ำกลัน่บริเวณขอตอดาน B

รปูที ่6 แสดงดาน A B C ในการทดสอบการร่ัวซมึ
(ขอ 8.5.2)

8.6 การทดสอบคณุลกัษณะทางเคมี

8.6.1 การเตรยีมสารละลายท่ีสกดัไดและสารละลายแบลงก

8.6.1.1 สารละลายทีส่กัดได

นำขอตอสามทางตัวอยางจำนวนอยางนอย 3 ชดุ ไมรวมฝาปดและปลอกหมุขอตอใน นำมารวมกัน

ชัง่ใหไดน้ำหนกัไมนอยกวา 15 กรมั เติมน้ำกลัน่ในอัตราสวนตวัอยาง 1 กรมั ตอน้ำกลัน่ 10 มลิลิลติร

ตมใหเดอืด เปนเวลา 30 นาท ีตัง้ทิง้ไวใหเยน็จนถึงอณุหภมูหิอง แลวเติมน้ำกลัน่จนไดปรมิาตรเดมิ

8.6.1.2 สารละลายแบลงก

ใหปฏบิตัเิชนเดยีวกบัขอ 8.6.1.1  แตไมตองใสตวัอยาง

8.6.2 วธิทีดสอบ

8.6.2.1 ลกัษณะทัว่ไป

ตรวจพินจิสารละลายทีส่กัดได

ตอเขากับ

ชดุใหสารละลาย

ทางหลอดเลือด

A

B

C

ตอเขากับ

เข็มฉีดยา

ตอเขากับ

ชดุใหสารละลาย

ทางหลอดเลือด
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8.6.2.2 สารรีดวิส

(1) เคร่ืองมือ

ขวดแกวรูปกรวย ขนาด 100 มลิลลิติร พรอมจุก

(2) สารเคม ีสารละลายและวธิเีตรยีม

(2.1) สารละลายโพแทสเซยีมเพอรแมงกาเนต 0.002 โมลตอลติร

ละลายโพแทสเซยีมเพอรแมงกาเนต  31.6  มลิลกิรมั  ดวยน้ำกลัน่เลก็นอย  ในขวด

แกวปริมาตรขนาด   100   มลิลลิติร   เตมิน้ำกลัน่จนถึงขีดปรมิาตร   เขยาใหเขากนั

แลวเก็บสารละลายทีไ่ดในขวดสีชา

(2.2) สารละลายกรดซลัฟวริก 1 โมลตอลติร

(2.3) โพแทสเซยีมไอโอไดด

(2.4) สารละลายมาตรฐานโซเดยีมไทโอซลัเฟต 0.005 โมลตอลติร

ละลายโซเดยีมไทโอซลัเฟต 1.3 กรมั และโซเดยีมคารบอเนต 10 กรมั ดวยน้ำกลัน่

ทีต่มเดอืดใหมและปลอยใหเยน็แลว  ปรมิาตรเลก็นอย  ในขวดแกวปริมาตร  ขนาด

1 000 มลิลลิติร เติมน้ำกลัน่ท่ีตมเดือดใหมและปลอยใหเยน็แลว จนถึงขีดปริมาตร

เขยาใหเขากัน

(2.5) น้ำแปงท่ีเตรียมใหม

ละลายแปง 1 กรมั  ดวยน้ำกลัน่  10  มลิลลิติร  แลวเทลงในน้ำเดอืด 200 มลิลลิติร

อยางชา  ๆ   พรอมกับคนอยางสม่ำเสมอ  ตมใหเดอืดจนกระทัง่สารละลายมลีกัษณะใส

ตัง้ทิง้ไวใหตกตะกอน แลวเกบ็สวนใสไว

(3) วิธวิีเคราะห

(3.1) ใชปเปตตดดูสารละลายทีส่กดัได 10 มลิลลิติร ใสในขวดแกวรปูกรวย เตมิสารละลาย

โพแทสเซยีมเพอรแมงกาเนต 10 มลิลลิติร และสารละลายกรดซลัฟวริก 1 มลิลลิติร

ปดจุก   เขยา   ปลอยไวทีอ่ณุหภมูหิองเปนเวลา   15   นาท ี  จากนัน้เติมสารละลาย

โพแทสเซยีมไอโอไดด  0.1 กรมั   แลวไทเทรตกบัสารละลายมาตรฐานโซเดยีมไทโอ

ซลัเฟตจนสขีองสารละลายเปลีย่นเปนสน้ีำตาลออน เตมิน้ำแปง 5 หยด แลวไทเทรต

ตอจนสีน้ำเงินจางหายไป บันทึกปริมาตรของสารละลายโซเดียมไทโอซัลเฟตที่ใช

ไทเทรต

(3.2) ปฏบิตัเิชนเดียวกับขอ  (3.1)  อกีครัง้หนึง่โดยใชสารละลายแบลงก  10  มลิลลิติร

แทนสารละลายทีส่กดัได

(3.3) การคำนวณ

คำนวณหาปริมาตรของสารละลายโพแทสเซยีมเพอรแมงกาเนต ทีใ่ชทำปฏกิริยิาไดจาก

ผลตางระหวางการไทเทรตขอ (3.1) กบัขอ (3.2)

8.6.2.3 โลหะหนกั

นำสารละลายทีส่กดัไดมาวิเคราะหปริมาณแบเรยีม โครเมียม ทองแดง ตะกัว่ ดบีกุ และแคดเมยีม

โดยใชอะทอมกิแอบซอรปชันสเปกโทรมิเตอรหรอืเคร่ืองมอือืน่ท่ีเทยีบเทา
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8.6.2.4 ความเปนกรด-ดาง

(1) ใชปเปตตดดูสารละลายทีส่กดัไดและสารละลายแบลงก อยางละ 10 มลิลลิติร ใสในบกีเกอร

ขนาด 25 มลิลลิติร อยางละใบ

(2) เตมิสารละลายโพแทสเซยีมคลอไรด 1 กรมัตอลติร ลงในบกีเกอรทัง้ 2 ใบ ใบละ 1 มลิลลิติร

แลววัดคาความเปนกรด-ดางของสารละลายในบีกเกอรแตละใบดวยเคร่ืองวัดความเปน

กรด-ดาง

(3) เปรียบเทียบคาความเปนกรด-ดางของสารละลายทีส่กดัไดกบัสารละลายแบลงก

8.6.2.5 กากทีไ่มระเหย

(1) เคร่ืองมือ

(1.1) เคร่ืองช่ัง ละเอยีด 0.1 มลิลกิรัม

(1.2) ตอูบทีค่วบคุมอณุหภมูไิดที ่(105 ± 2) องศาเซลเซยีส

(1.3) ครูซเิบลิทำจากควอตซหรอืกระเบือ้งเคลอืบ ทีอ่บจนน้ำหนกัคงท่ีแลว 2 ใบ

(1.4) เครื่องอังไอน้ำ

(1.5) เดซิกเคเตอร

(2) วิธวิีเคราะห

(2.1) ใชปเปตตดดูสารละลายทีส่กดัได 50 มลิลลิติร ใสลงในครูซเิบลิใบทีห่นึง่ และสารละลาย

แบลงกปรมิาตรเทากนั ใสลงในครซูเิบลิใบทีส่อง นำไประเหยใหแหงบนเครือ่งองัไอน้ำ

(2.2) อบครซูเิบลิท้ัง 2 ใบ ในตอูบทีอ่ณุหภมู ิ (105 ± 2) องศาเซลเซยีส เปนเวลา 1

ชัว่โมง นำออกมาใสในเดซกิเคเตอร ปลอยใหเยน็ท่ีอณุหภมูหิอง นำไปชัง่ แลวอบซ้ำ

เปนเวลา คร้ังละ 1 ชั่วโมง จนไดน้ำหนักคงที่ ผลตางของน้ำหนักกากในครูซิเบิล

ใบทีห่นึง่และใบทีส่องคอืปรมิาณกากทีไ่มระเหย

8.6.2.6 การดดูกลนืแสง

(1) เครื่องมือ

(1.1) สเปกโทรมเิตอรทีม่คีวามยาวคลืน่ระหวาง 250 นาโนเมตร กบั 320 นาโนเมตร

(1.2) แผนกรอง ขนาดรูเปด 0.45 ไมโครเมตร

(2) วิธวิีเคราะห

กรองสารละลายที่สกัดไดผานแผนกรอง  แลววัดคาการดูดกลืนแสงดวยสเปกโทรมิเตอร

ทีค่วามยาวคลืน่ 250 นาโนเมตร กบั 320 นาโนเมตร โดยเทยีบกบัสารละลายแบลงก ทัง้นีใ้หวัด

คาการดดูกลนืแสงภายใน 5 ชัว่โมง หลงัจากการเตรียมสารละลายทีส่กดัได

8.7 การทดสอบการทำลายเมด็เลอืด

8.7.1 เคร่ืองมือ

8.7.1.1 ตอูบ ทีค่วบคุมอณุหภมูไิดที ่(70 ± 2) องศาเซลเซยีส

8.7.1.2 สเปกโทรมเิตอร ทีม่คีวามยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร

8.7.1.3 เคร่ืองหมุนเหว่ียง

8.7.1.4 หมอนึ่งอัด

8.7.1.5 ตอูบเพาะเชือ้ (incubator) ทีค่วบคุมอณุหภมูไิดที ่(37 ± 1) องศาเซลเซยีส
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8.7.2 สารเคม ีสารละลายและวธิเีตรียม

8.7.2.1 สารละลายโซเดยีมคลอไรดปราศจากเชือ้ รอยละ 0.9

8.7.2.2 สารมาตรฐานอางองิฮโีมโกลบิน (haemoglobin reference standard) 6 มลิลกิรมัตอมลิลลิติร

8.7.2.3 สารละลายแดรบคิน (Drabkin’s  solution)

ละลายโซเดยีมไบคารบอเนต 1 กรัม โพแทสเซยีมไซยาไนด 0.05 กรมั และโพแทสเซยีมเฟรรไิซยาไนด

0.2 กรัม ในน้ำกล่ัน เติมน้ำกล่ันจนปรมิาตรเปน 1 000 มลิลิลติร

8.7.3 การเตรยีมเลือดกระตาย

เจาะเลือดกระตายอยางนอย 3 ตัว ผสมกับสารปองกันการแข็งตัวของเลือด เชน แอซิดซิเทรตเดกซ

โทรส (acid citrate dextrose, ACD)  ซทิริกฟอสเฟตเดกซโทรส (citric phosphate dextrose, CPD)

แยกเก็บในภาชนะเก็บเลอืดของกระตายแตละตวัทีอ่ณุหภมู ิ(4 ± 2) องศาเซลเซยีส และควรนำมาทำการ

ทดสอบภายใน 96 ชัว่โมง

8.7.4 การเตรยีมสารละลายทดสอบ

ตดัขอตอสามทางตวัอยางอยางนอย 3 ชดุ ใหไดชิน้ตวัอยางทีม่ขีนาดเทา ๆ  กนัโดยประมาณ นำมารวมกนั

และช่ังใหไดน้ำหนักรวม 5 กรัม เติมสารละลายโซเดียมคลอไรด 25 มิลลิลิตร อบในตูอบที่อุณหภูมิ

(70 ± 2) องศาเซลเซยีส เปนเวลา 24 ชัว่โมง ตัง้ท้ิงไวใหเย็นจนถึงอุณหภมูหิอง

8.7.5 วธิทีดสอบ

8.7.5.1 การเตรียมกราฟสอบเทียบ

(1) เตรียมสารละลายสอบเทียบ โดยใชปเปตตดูดสารละลายมาตรฐานอางอิงฮีโมโกลบิน 10

มลิลิลิตร 5  มลิลิลิตร  2  มลิลิลิตร  1  มลิลิลติร  และ  0.5  มลิลิลิตร  ใสลงในขวดแกว

ปรมิาตรขนาด 100  มลิลลิติร   จำนวน  5  ใบ ตามลำดับ  เจอืจางดวยสารละลายเดรบคินจนถงึ

ขีดปริมาตร สารละลายที่ไดจะมีความเขมขน 0.6 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 0.3 มิลลิกรัมตอ

มลิลิลติร 0.12 มลิลิกรัมตอมิลลิลติร 0.06 มลิลิกรัมตอมิลลิลติร และ 0.03 มลิลิกรัมตอ

มลิลลิติร ตามลำดบั

(2) วดัคาการดูดกลืนแสงของสารละลายสอบเทยีบแตละความเขมขน ทีค่วามยาวคลืน่ 540 นาโน

เมตร  โดยใชสารละลายเดรนคินเปนแบลงก

(3) สรางกราฟสอบเทยีบระหวางความเขมขนของฮีโมโกลบินมาตรฐาน เปนมลิลกิรมัตอมลิลลิติร

กบัคาการดดูกลนืแสง

8.7.5.2 การตรวจหาระดับพลาสมาฮโีมโกลบนิในเลอืด

(1) นำเลอืดกระตายในแตละภาชนะบรรจุ ตามขอ 8.7.3 ปริมาตร 1 มลิลิลติร แยกใสลงในหลอด

หมุนเหวีย่งและนำไปหมุนเหวีย่งดวยแรง 700 G ถงึ 800 G เปนเวลา 15 นาที

(2) ดดูสวนใสดานบน (พลาสมา) 100 ไมโครลติร   เตมิลงในสารละลายแดรบคนิ 5.0 มลิลลิติร

ตัง้ทิง้ไว 15 นาที แลวนำไปวัดคาการดดูกลนืแสง ทีค่วามยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร โดยใชสาร

ละลายเดรบคินเปนแบลงก

-
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(3) นำคาการดดูกลนืแสงท่ีไดไปเทียบกับกราฟสอบเทยีบ หาปรมิาณฮโีมโกลบนิในพลาสมาของ

เลอืดกระตายแตละตวั เปนมิลลกิรัมตอมลิลลิติร

(4) ถาเลอืดกระตายตวัใดมปีรมิาณฮโีมโกลบนิในพลาสมาเกนิ 1.0 มลิลกิรมัตอมลิลลิติร จะไมนำ

เลอืดกระตายตวัน้ันมาใชในการทดสอบตอไป และตองใชเลอืดกระตายในการทดสอบ 3 ตวั

8.7.5.3 การเจือจางเลือด

(1) นำเลอืดกระตายแตละตวัท่ีผานการทดสอบหาปรมิาณฮโีมโกลบนิในพลาสมาแลว 20 ไมโครลติร

เติมลงในสารละลายแดรบคิน 5.0 มลิลลิติร ตัง้ท้ิงไว 15 นาที

(2) นำไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร โดยใชสารละลายแดรบคิน

เปนแบลงกนำคาการดดูกลนืแสงทีไ่ดไปเทยีบกับกราฟสอบเทยีบหาปรมิาณฮโีมโกลบนิ

(3) เจือจางเลือดกระตายแตละตัวดวยสารละลายโซเดียมคลอไรดที่ปราศจากเชื้อ ใหมีปริมาณ

ฮีโมโกลบินอยูในชวง (25.0 ± 2.5)  มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เปนคาฮีโมโกลบินปรากฏ

(haemoglobin present)

8.7.5.4 การทดสอบตัวอยาง

(1) นำเลอืดกระตายทีไ่ดจากขอ 8.7.5.3(3) มาตวัละ 5.0 มลิลลิติร เตมิสารละลายทดสอบ 4.0

มลิลลิติร นำไปบมในตอูบทีอ่ณุหภมู ิ(37 ± 1) องศาเซลเซยีส เปนเวลา 4 ชัว่โมง

(2) นำไปหมนุเหว่ียงดวยแรง 100 G ถงึ 200 G เปนเวลา 15 นาที

(3) ดดูสวนใสดานบนออก    ใสในหลอดหมนุเหวีย่งหลอดใหม    แลวนำไปหมนุเหวีย่งดวยแรง

700 G ถงึ 800 G เปนเวลา 5 นาท ีดดูสวนใสดานบนใสในหลอดแกวหลอดใหม แลวนำไปหา

คาดชันีการแตกตวัของเม็ดเลอืด

8.7.5.5 การหาดชันีการแตกตวัของเม็ดเลอืด

(1) นำสวนใสจากขอ  8.7.5.4(3)  1.0  มลิลลิติร   เติมลงในสารละลายแดรบคนิ  3.0  มลิลลิติร

ทิง้ไว 15 นาที

(2) นำไปวดัคาการดดูกลนืแสงทีค่วามยาวคลืน่ 540 นาโนเมตร โดยใชสารละลายแดรบคนิเปน

แบลงก นำคาการดดูกลนืแสงทีวั่ดไดไปเทยีบกบักราฟสอบเทยีบ หาปรมิาณฮโีมโกลบนิเปนคา

ฮโีมโกลบนิปลดปลอย (haemoglobin released)

(3) คำนวณคาดชันีการแตกตวัของเม็ดเลอืดจากสตูร

         ฮโีมโกลบนิปลดปลอย

ฮโีมโกลบนิปรากฏ

(4) คำนวณคาเฉลีย่ของดชันีการแตกตวัของเมด็เลอืด แลวเทยีบหาระดบัการแตกตวัของเมด็เลอืด

ตามตารางที ่1

ดชันีการแตกตวัของเม็ดเลอืด = × 100
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ตารางที ่1  ระดบัการแตกตวัของเมด็เลอืด
(ขอ 8.7.5.5(4))

ดัชนีการแตกตัวของเม็ดเลือด ระดับการแตกตัวของเม็ดเลือด

0  ถึงนอยกวา    2        ไมมีการแตกตัว

       2  ถึงนอยกวา  10        มีการแตกตัวเล็กนอย

     10  ถึงนอยกวา  20        มีการแตกตัวปานกลาง

     20  ถึงนอยกวา  40        มีการแตกตัวอยางเห็นไดชัด

     40  ข้ึนไป            มีการแตกตัวอยางรุนแรง
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ภาคผนวก ก.
การชกัตวัอยางและเกณฑตดัสิน

(ขอ 7.1)

ก.1 รนุ ในทีน้ี่ หมายถงึ ขอตอสามทางทีท่ำจากวสัดอุยางเดยีวกัน มสีวนประกอบเหมอืนกนั และทำใหปราศจากเชือ้

ในคราวเดียวกัน

ก.2 การชักตัวอยางและการยอมรับ ใหเปนไปตามแผนการชักตัวอยางที่กำหนดตอไปน้ี หรืออาจใชแผน

การชกัตวัอยางอืน่ท่ีเทยีบเทากนัทางวิชาการกบัแผนท่ีกำหนดไว

ก.2.1 การชักตัวอยางและการยอมรับสำหรับการทดสอบขนาดและเกณฑความคลาดเคล่ือน ลักษณะทั่วไป

การบรรจุ และเครือ่งหมายและฉลาก

ก.2.1.1 ใหชกัตวัอยางโดยวธิสีมุจากรนุเดียวกันตามจำนวนท่ีกำหนดในตารางที ่ก.1 นำไปตรวจสอบการบรรจุ

และเคร่ืองหมายและฉลากท่ีกลองบรรจุกอน แลวชักตัวอยางโดยวิธีสุมจากแตละกลองบรรจุ

กลองละ 1 ชุด นำไปทดสอบเคร่ืองหมายและฉลากที่ภาชนะหุมหอ ลักษณะทั่วไป และขนาด

และเกณฑความคลาดเคล่ือน ตามลำดบั

ก.2.1.2 จำนวนตัวอยางที่ไมเปนไปตามขอ 3.1 ขอ 3.2 ขอ 4.1 ขอ 5. และขอ 6. ในแตละรายการ

ตองไมเกนิเลขจำนวนทีย่อมรับท่ีกำหนดในตารางท่ี ก.1 จึงจะถอืวาขอตอสามทางรนุน้ันเปนไปตาม

เกณฑทีก่ำหนด

ตารางที ่ก.1 แผนการชกัตวัอยางสำหรบัการทดสอบขนาดและเกณฑความคลาดเคลือ่น
ลกัษณะทัว่ไป การบรรจ ุ และเครือ่งหมายและฉลาก

(ขอ ก.2.1)

ก.2.2 การชกัตวัอยางและการยอมรบัสำหรบัการทดสอบคุณลกัษณะทางฟสกิส

ก.2.2.1 ใหชกัตวัอยางโดยวิธสีมุจากรนุเดียวกัน จำนวน 10 ชดุ เพือ่ใชทดสอบรายการละ 5 ชดุ

ก.2.2.2  ตัวอยางตองเปนไปตามขอ 4.2.1 และขอ 4.2.2   จึงจะถือวาขอตอสามทางรุนน้ันเปนไปตาม

เกณฑทีก่ำหนด

ก.2.3 การชักตัวอยางและการยอมรับสำหรบัการทดสอบคุณลกัษณะทางเคมี

ก.2.3.1 ใหชกัตวัอยางโดยวธิสีมุจากรนุเดียวกัน จำนวน 15 ชดุ

ก.2.3.2 ตวัอยางตองเปนไปตามขอ 4.3  จึงจะถือวาขอตอสามทางรนุน้ันเปนไปตามเกณฑทีก่ำหนด

ขนาดรุน ขนาดตัวอยาง เลขจํานวนท่ียอมรับ

กลอง กลอง

ไมเกิน  35 000 5 0

35 001  ขึ้นไป 20 1
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ก.2.4 การชักตัวอยางและการยอมรับสำหรบัการทดสอบความปราศจากเช้ือ

ก.2.4.1 ใหชักตัวอยางโดยวิธีสุมจากรุนเดียวกัน จำนวน 20 ชุด เพื่อใชทดสอบ 10 ชุด และสำรองไว

เพือ่การทดสอบซ้ำ 10 ชดุ

ก.2.4.2 ตวัอยางตองเปนไปตามขอ 4.4.1  จึงจะถอืวาขอตอสามทางรนุน้ันเปนไปตามเกณฑท่ีกำหนด

ก.2.5 การชกัตวัอยางและการยอมรบัสำหรบัการทดสอบสารไพโรเจน การทำลายเมด็เลอืด และความเปนพษิ

ก.2.5.1 ใหชกัตวัอยางโดยวิธสีมุจากรนุเดียวกัน จำนวน 30 ชดุ เพือ่ใชทดสอบรายการละ 10 ชดุ

ก.2.5.2 ตัวอยางตองเปนไปตามขอ 4.4.2 ขอ 4.4.3 และขอ 4.4.4  จึงจะถือวาขอตอสามทางรุนน้ัน

เปนไปตามเกณฑทีก่ำหนด

ก.3 เกณฑตดัสนิ

ตวัอยางขอตอสามทางตองเปนไปตามขอ ก.2.1.2  ขอ ก.2.2.2 ขอ ก.2.3.2 ขอ ก.2.4.2 และขอ ก.2.5.2

ทกุขอ จึงจะถอืวาขอตอสามทางรนุน้ันเปนไปตามมาตรฐานผลติภณัฑอตุสาหกรรมนี้
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ภาคผนวก ข.
การทดสอบความเปนพิษ

(ขอ 4.4.4)

ข.1 การทดสอบความเปนพษิอยางเฉยีบพลนัตอสตัวทดลอง

ข.1.1 เคร่ืองมือ

ข.1.1.1 ตอูบ ทีค่วบคุมอณุหภมูไิดที ่(70 ± 2) องศาเซลเซยีส

ข.1.2 สารละลาย

ข.1.2.1 สารละลายโซเดยีมคลอไรดปราศจากเชือ้ รอยละ 0.9

ข.1.3 การเตรียมสารละลายทดสอบและสารละลายแบลงก

ข.1.3.1 ตดัขอตอสามทางตวัอยางอยางนอย 3 ชดุ  ใหไดชิน้ตัวอยางทีม่ขีนาดเทา ๆ  กนัโดยประมาณ นำมา

รวมกนัและชัง่ใหไดน้ำหนกัรวม 5 กรมั เติมสารละลายโซเดยีมคลอไรด 25 มลิลลิติร อบในตอูบ

ทีอ่ณุหภมู ิ(70 ± 2) องศาเซลเซยีส เปนเวลา 24 ชัว่โมง ตัง้ท้ิงไวใหเยน็จนถึงอุณหภมูหิอง

ข.1.3.2 ใหใชสารละลายโซเดยีมคลอไรด เปนสารละลายแบลงก

ข.1.4 วิธทีดสอบ

ข.1.4.1 แบงหนทูดสอบท่ีมสีขุภาพดแีละไมเคยใชทดสอบมากอน มน้ีำหนกัระหวาง 17 กรมั ถงึ 23 กรมั

จำนวน 10 ตัว ออกเปน 2 กลมุ กลมุละ 5 ตวั

ข.1.4.2 ฉดีสารละลายทดสอบและสารละลายแบลงกเขาทางเสนเลือดดำของหนทูดสอบกลมุท่ี 1 และกลมุท่ี

2 ตามลำดบั ตวัละ 1.0 มลิลลิติร แลวปลอยไวเปนเวลา 72 ชัว่โมง

ข.1.4.3 สงัเกตอาการของหนูแตละกลมุ หลงัฉดีทันที ที ่24 ชัว่โมง 48 ชัง่โมง และ 72 ชัว่โมง หลงัฉดี

ข.1.5 เกณฑตดัสนิ

ข.1.5.1 ถาหนูทดสอบกลุมที่ฉีดดวยสารละลายทดสอบทั้ง 5 ตัว ไมตายและตัวใดตัวหนึ่งไมมีอาการปวย

มากกวาท่ีฉีดดวยสารละลายแบลงก ใหถือวาขอตอสามทางตัวอยางไมเปนพิษอยางเฉียบพลัน

ตอสัตวทดลอง

ข.1.5.2 ถาหนทูดสอบกลมุท่ีฉดีดวยสารละลายทดสอบแสดงอาการปวยมากกวา 1 ตวั หรอืมหีนทูดสอบตัวใด

ตัวหน่ึงตาย ใหทดสอบซ้ำอีกคร้ังหน่ึงโดยใชหนูทดสอบท่ีมีสมบัติตามขอ ข.1.4.1 แตมีน้ำหนัก

(20 ± 1) กรมั กลมุละ 10 ตวั หนทูดสอบกลมุทีฉ่ดีดวยสารละลายทดสอบทัง้ 10 ตวั ตองไมตาย

และไมแสดงอาการปวยหรือแสดงอาการปวยท่ีไมมากกวาที่ฉีดดวยสารละลายแบลงก จึงจะถือวา

ขอตอสามทางตวัอยางไมเปนพษิอยางเฉยีบพลนัตอสตัวทดลอง

ข.2 การทดสอบความเปนพษิตอเซลล (cytotoxicity  testing)

การทดสอบความเปนพิษตอเซลล ใหใชวิธีทดสอบท่ีกำหนดตอไปนี้หรืออาจใชวิธีทดสอบอื่นท่ีเทียบเทา

ตามทีก่ำหนดใน ISO 10993-5 ในกรณทีีม่ขีอโตแยงใหใชวิธทีดสอบทีก่ำหนดตอไปนีเ้ปนวิธตีดัสนิ
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ข.2.1 เคร่ืองมอืและอปุกรณ

ข.2.1.1 เคร่ืองมอืและอปุกรณทีจ่ำเปนสำหรบัเพาะเลีย้งเน้ือเยือ่ ไดแก ตลูามนิารแอรโฟลว (laminar airflow

hood) ตูอบเพาะเชื้อชนิดคารบอนไดออกไซด กลองจุลทรรศน เคร่ืองนับเม็ดเลือด

(haemocytometer)

ข.2.1.2 อปุกรณฆาเชือ้ ไดแก หมอนึง่อัด ตอูบ

ข.2.1.3 ถาดเลีย้งเซลลขนาด 24 หลมุ

ข.2.1.4 ขวดแกวฝาเกลยีวสำหรบัสกดัตวัอยาง

ข.2.1.5 ขวดเพาะเลีย้งเซลลเนือ้เยือ่ (tissue culture flask) ขนาดพืน้ท่ี 75 ตารางเซนตเิมตร

ข.2.2 สารละลายและวธิเีตรยีม

ข.2.2.1 สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอรปราศจากเชือ้

ละลายโพแทสเซยีมคลอไรด 0.2 กรมั โพแทสเซยีมไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.2 กรมั โซเดยีมคลอไรด

8.0 กรมั และแอนไฮดรสัไดโซเดยีมไฮโดรเจนฟอสเฟต 1.15 กรมั ในน้ำกลัน่ และเตมิน้ำกลัน่

จนปริมาตรเปน 1 000 มิลลิลิตร ทำใหปราศจากเชื้อโดยการนึ่งฆาเชื้อในหมอนึ่งอัดที่อุณหภูมิ

(121 ± 2) องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาท ีหรอืกรองผานแผนกรองขนาดรูเปด 0.22 ไมโครเมตร

ข.2.2.2 สารละลายโซเดยีมไบคารบอเนตปราศจากเช้ือ 100 กรมัตอลติร

ข.2.2.3 สารละลายทรปิซนิ (trypsin) ปราศจากเชือ้ 0.5 กรมัตอลติร

ข.2.2.4 สารละลายกลทูามนี (glutamine) ปราศจากเชือ้ 29.2 กรมัตอลติร

ข.2.2.5 อาหารเลีย้งเซลลอเีกลิลเอม็อเีอ็ม (Eagle’s MEM)

ข.2.2.6 อาหารเลีย้งเซลลสำหรบัการเจริญเติบโตและอาหารเลีย้งเซลลสำหรบัสกดัตัวอยาง

เติมสารละลายกลทูามนี 1 มลิลลิติร สารละลายโซเดยีมไบคารบอเนต 1.2 มลิลลิติร เซรมุฟทลัโบไวน

(fetal bovine serum) 5 มิลลิลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเซลลอีเกิลลเอ็มอีเอ็ม 100 มิลลิลิตร

โดยวธิปีราศจากเช้ือ เกบ็ไวในขวดแกวฝาเกลียวท่ีอณุหภมู ิ2 องศาเซลเซยีส ถงึ 8 องศาเซลเซยีส

เกบ็ไวไดไมเกนิ 1 สปัดาห

ข.2.2.7 สารละลายฟอรมาลนิ-คริสทลัไวโอเลต (formalin-crystal violet)

ละลายคริสทัลไวโอเลต 500 มิลลิกรัม ดวยสารละลายฟอรมาลดีไฮด (BP) 10 มิลลิลิตร

และสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร 90 มลิลลิิตร เกบ็ไวทีอ่ณุหภมูหิอง

ข.2.2.8 สยีอมทรปิแพนบล ู(trypan blue stain) 4.0 กรมัตอลติร

ข.2.2.9 สารละลายซงิกแอซเีทต 200 มลิลกิรมัตอลติร

ละลายซิงกแอซีเทต 20.14 มิลลิกรัม ในสารละลายโซเดียมคลอไรด รอยละ 0.9 ปริมาตร

30 มลิลลิติร ทำใหปราศจากเช้ือโดยกรองผานแผนกรองขนาดรูเปด 0.22 ไมโครเมตร

ข.2.2.10 การควบคมุเชงิบวก

- สารเคมีควบคุมเชิงบวก (positive chemical control)

เจอืจางสารละลายซงิกแอซเีทต 200 มลิลกิรมัตอลติร ดวยอาหารเลีย้งเซลลสำหรบัสกดัตัวอยาง

ใหไดความเขมขน 8 มลิลกิรมัตอลติร

- วัสดคุวบคุมเชงิบวก (positive material control)

แผนพลาสตกิทีม่ซีงิกไดเอทลิไดไทโอคารบาเมต รอยละ 0.1
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ข.2.2.11 การควบคมุเชิงลบ

- สารเคมคีวบคุมเชิงลบ (negative chemical control)

เจอืจางสารละลายซงิกแอซเีทต 200 มลิลกิรมัตอลติร ดวยอาหารเลีย้งเซลลสำหรบัสกดัตัวอยาง

ใหไดความเขมขน 2 มลิลกิรมัตอลติร

- วัสดุควบคุมเชิงลบ (negative material control)

พลาสตกิ เชน พอลเิอทิลีน พอลโิพรพลินี  หรอืแผนยาง ทีป่ราศจากสารเตมิแตง

ข.2.3 การเตรียมเซลลเน้ือเยือ่เพาะเลีย้ง

ข.2.3.1 การเตรียมสารแขวนลอยของเซลลเน้ือเยือ่ (cell suspension)

นำเซลลเน้ือเยือ่ L-929 (ATCC cell line CCL 1, NCTC clone 929) ทีเ่พาะเลีย้งไวในขวด

เพาะเลี้ยงเซลล ขนาดพื้นท่ี 75 ตารางเซนติเมตร มาลางดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร เติม

สารละลายทรปิซนิ 1 มลิลลิิตร และอบในตอูบเพาะเชือ้ทีอ่ณุหภมู ิ(37 ± 1) องศาเซลเซยีส เปนเวลา

3 นาที ถงึ 5 นาท ีเคาะขวดเบา ๆ  จนเซลลหลดุรอนจากพืน้ผิวขวด แลวจึงเตมิอาหารเลีย้งเซลลสำหรบั

การเจรญิเตบิโต 3 มลิลลิติร ถงึ 5 มลิลลิติร ลงในขวด เขยาขวดใหไดสารแขวนลอยของเซลลทีเ่ปน

เนือ้เดยีวกนั นำสารแขวนลอยทีไ่ดน้ีไปวดัความเขมขนของเซลล โดยดดูสารแขวนลอยของเซลล 0.1

มลิลลิติร มาผสมกบัสยีอมทรปิแพนบล ู0.1 มลิลลิติร ทิง้ไว 1 นาท ีแลวนับจำนวนเซลลทีม่ชีวิีต

พรอมท้ังคำนวณความเขมขนของเซลลในสารแขวนลอยโดยใชเครื่องนับเม็ดเลือด เจือจาง

สารแขวนลอยของเซลลน้ีดวยอาหารเลีย้งเซลลสำหรบัการเจรญิเติบโต ใหไดความเขมขน 3 × 105

เซลลตอ 1 มลิลลิติร

ข.2.3.2 นำเซลลเน้ือเย่ือท่ีมคีวามเขมขน 3 × 10
5
 เซลลตอ 1 มลิลลิติร เติมลงในถาดเล้ียงเซลล ขนาด 24

หลมุ หลมุละ 0.5 มลิลลิติร แลวนำไปอบในตอูบเพาะเชือ้ชนดิคารบอนไดออกไซด ทีอ่ณุหภมู ิ(37

± 1) องศาเซลเซยีส เปนเวลาไมนอยกวา 1 วัน จนเซลลโตเปนช้ันเด่ียว (monolayer) อยางนอยรอยละ

80 ของพืน้ท่ีเลีย้งเซลล

ข.2.4 วิธทีดสอบ

ข.2.4.1 การเตรียมสารละลายทดสอบและสารละลายควบคมุ

(1) การเตรียมสารละลายทดสอบ

ตดัสวนตาง ๆ  ของขอตอสามทางตวัอยางทีล่างและนึง่ฆาเชือ้ในหมอนึง่อดัแลว ใสลงในขวดแกว

ฝาเกลยีวสำหรบัสกดัตัวอยาง เตมิอาหารเลีย้งเซลลสำหรบัสกดัตัวอยาง ปรมิาตร  5 มลิลลิติร

ตอตวัอยาง 1 กรมั  นำไปอบในตอูบเพาะเชือ้ชนิดคารบอนไดออกไซด ทีอ่ณุหภมู ิ (37 ±
1)องศาเซลเซยีส เปนเวลา (24 ± 1) ชัว่โมง เขยาขวดเปนระยะ  สารละลายทีไ่ดเปนสารละลาย

ทดสอบรอยละ 100  เตรียมสารละลายทดสอบรอยละ 66 รอยละ 44 รอยละ 30 และรอยละ

20 จากสารละลายทดสอบรอยละ 100 โดยเจอืจางเปนอนุกรม (serial dilution)  ดวยอาหาร

เลีย้งเซลลสำหรบัสกดัตัวอยางในอตัราสวน 2 : 1 ตามลำดบั
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(2) การเตรยีมสารละลายควบคุม เลอืกขอใดขอหนึง่ดงัน้ี

(2.1) เตรียมสารละลายวสัดุควบคุมเชงิบวกและสารละลายวสัดุควบคุมเชงิลบโดยสกดัวัสดุ

ควบคุมเชงิบวกและวสัดุควบคุมเชงิลบ ตามวิธใีนขอ ข.2.4.1(1)

(2.2) เตรยีมสารเคมคีวบคุมเชงิบวกและสารเคมคีวบคุมเชงิลบ ตามขอ ข.2.2.10 และขอ

ข.2.2.11 ตามลำดบั

ข.2.4.2 ดดูอาหารเลีย้งเซลลในถาดเล้ียงเซลลแตละหลมุออก

ข.2.4.3 เติมสารละลายทดสอบความเขมขนตาง ๆ  และสารละลายควบคมุ ดงัตอไปนี ้ลงสมัผัสกบัเซลลเนือ้เยือ่

เพาะเลีย้ง หลมุละ 0.5 มลิลลิติร โดยเติมชนิดละ 3 หลมุ

(1) สารละลายทดสอบ ความเขมขนรอยละ 100 รอยละ 66 รอยละ 44 รอยละ 30 และรอยละ

20 ตามลำดบั

(2) สารละลายวสัดคุวบคุมเชงิบวกหรอืสารเคมคีวบคุมเชงิบวก

(3) สารละลายวสัดคุวบคุมเชงิลบหรอืสารเคมคีวบคุมเชงิลบ

(4) อาหารเลีย้งเซลลสำหรบัสกดัตัวอยางเพือ่ใชเปนแบลงก

ข.2.4.4 นำถาดเล้ียงเซลลไปอบในตอูบเพาะเชือ้ชนิดคารบอนไดออกไซด ทีอ่ณุหภมู ิ(37 ± 1) องศาเซลเซยีส

เมือ่ครบเวลา 24 ชัว่โมง และ 48 ชัว่โมง ใหประเมนิผลตามวธิใีนขอ ข.2.5

ข.2.5 การประเมินผล

หลงัจากปลอยใหเซลลเน้ือเยือ่ในถาดเลีย้งเซลล สมัผัสกบัสารละลายทดสอบ สารละลายควบคุม และแบลงก

เปนเวลา 24 ชัว่โมง และ 48 ชัว่โมง แลว ดคูวามเปนพิษท่ีเกดิกับเซลล โดยดูลกัษณะของเซลลดวย

กลองจุลทรรศน บันทึกการตายของเซลล การเปล่ียนแปลงรูปราง (morphological change)

และความหนาแนนของเซลลทีม่ชีวิีต (cell density) แลวประเมนิผลตามตารางที ่ข.1หลงัจากบนัทึกผลที่

48 ชัว่โมงแลว ใหยดึ (fix) และยอมสเีซลลตดิถาดเลีย้งเซลลดวยสารละลายฟอรมาลนิ-คริสทลัไวโอเลต

เพือ่เกบ็ไวเปนหลกัฐานสำหรบัการตรวจสอบ
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ตารางท่ี ข.1 การประเมนิระดบัความเปนพิษของเซลล
(ขอ ข.2.5)

ข.2.6 การแปลผล

ข.2.6.1 การทดสอบจะมีผลเช่ือถอืไดตอเมือ่

(1) แบลงก และสารเคมคีวบคุมเชิงลบหรอืสารละลายวสัดคุวบคุมเชิงลบไมเปนพิษตอเซลล  (ความ

เปนพษิระดับ 0)

(2) สารเคมคีวบคุมเชงิบวกหรอืสารละลายวสัดุควบคุมเชงิบวก   มคีวามเปนพษิตอเซลลระดบั  3

ข้ึนไป

ข.2.7 เกณฑตดัสนิ

ผลการทดสอบจะถือวาตวัอยางไมเปนพษิตอเซลล  เม่ือเปนไปตามขอใดขอหนึง่ ดงัน้ี

(1) สารละลายทดสอบรอยละ 100 มคีวามเปนพิษตอเซลลไมมากกวาระดบั 2

(2) สารละลายทดสอบรอยละ 44 มคีวามเปนพิษตอเซลลในระดับ 0

ระดับ ปฏิกิริยา สภาพของเซลลเนื้อเย่ือ

0 ไมเปนพิษ พบเซลลแผเปนชั้นเดี่ยว มีเม็ดอินทราไซโทพลาสมิก (intracytoplasmic granule) 

กระจายอยูในเซลลตามปกติ

1 เปนพิษนอยมาก พบเซลลมีลักษณะกลม ใกลหลุดออกจากพื้นผิวไมเกินรอยละ 20 อาจพบการแตก 

ทําลายของเซลลไดบาง

2 เปนพิษนอย พบเซลลมีลักษณะกลมไมเกินรอยละ 50 อาจพบการแตกทําลายของเซลล 

แตไมรุนแรงและไมพบชองวางระหวางเซลลชั้นเด่ียว

3 เปนพิษปานกลาง พบเซลลมีลักษณะกลมหรือพบการแตกทําลายของเซลลไมเกินรอยละ 70

4 เปนพิษอยางรุนแรง พบการทําลายของเซลลชั้นเดี่ยวเกือบทั้งหมดหรือทั้งหมด


