
สำนักงานมาตรฐานผลติภณัฑอตุสาหกรรม

กระทรวงอตุสาหกรรม ICS  11.040.20        ISBN 978-974-292-567-3

สายตอใชในการแพทย
EXTENSION  TUBES  FOR  MEDICAL  USE

มาตรฐานผลิตภณัฑอตุสาหกรรม
THAI INDUSTRIAL STANDARD

มอก.2385    2551



มอก.2385    2551

มาตรฐานผลิตภณัฑอตุสาหกรรม
สายตอใชในการแพทย

สำนักงานมาตรฐานผลติภณัฑอตุสาหกรรม
กระทรวงอตุสาหกรรม ถนนพระรามที ่6 กรงุเทพฯ 10400

โทรศพัท 0 2202 3300

 ประกาศในราชกจิจานุเบกษา ฉบับประกาศและงานทัว่ไป เลม  126  ตอนพิเศษ  17ง
วนัที ่ 2  กมุภาพนัธ  พุทธศกัราช 2552



(2)

คณะกรรมการวชิาการคณะที ่ 440
มาตรฐานอุปกรณสงผานของเหลวใชในการแพทย

ประธานกรรมการ
รศ.วรรณา  ศรโีรจนกลุ คณะแพทยศาสตรศริริาชพยาบาล  มหาวทิยาลยัมหดิล

(ภาควชิาวิสญัญีวิทยา)

กรรมการ
นางนวพร  อนันตสินกุล กรมวิทยาศาสตรการแพทย

นางสพุรรณ ี เทพอรณุรตัน กรมวิทยาศาสตรบริการ

นางสาวสุฮวง  ฐิตสิตัยากร สำนักงานคณะกรรมการอาหารและยา

- กระทรวงสาธารณสขุ

- คณะแพทยศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวทิยาลยั

พนัเอกหญงิ เพญ็ศร ี ธงภกัดี โรงพยาบาลพระมงกฎุเกลา

นายนิพนธ  ผลอวยพร โรงพยาบาลพญาไท

นางวิภาวดี  จิตตอารี บริษัท  คาวาซมู ิลาบอราทอรี ่(ประเทศไทย)  จำกดั

นางสาวสมลักษณ  จันทนลัญจกร บริษัท  เอม็.อ.ีเมดเิทค  จำกดั

นายพทิยา  วงศใหญ บรษัิท  แชลเลนจ เมดคิอล โปรดกัส

กรรมการและเลขานุการ
นางนฤมล  วาณชิยเจรญิ สำนักงานมาตรฐานผลิตภณัฑอตุสาหกรรม



(3)

คณะกรรมการมาตรฐานผลิตภณัฑอตุสาหกรรมไดพจิารณามาตรฐานน้ีแลว   เหน็สมควรเสนอรัฐมนตรีประกาศตาม

มาตรา 15 แหงพระราชบญัญัตมิาตรฐานผลิตภณัฑอตุสาหกรรม พ.ศ. 2511

ปจจุบันสายตอใชในการแพทยเปนอุปกรณประกอบการใหเลือดและสารละลายทางหลอดเลือด ซึ่งทำไดเอง

ภายในประเทศ ดงัน้ันเพือ่ความปลอดภัยของผใูชและสงเสรมิการทำภายในประเทศ จึงกำหนดมาตรฐานผลติภณัฑ

อตุสาหกรรม สายตอใช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.1387 ขอตอรปูกรวยความเรยีวรอยละ 6 (ลเูออร) สำหรบักระบอกฉดียา

เข็มฉดียา และเครือ่งมอืแพทยบางชนดิ

เลม 1-2539 คุณลกัษณะทัว่ไป

เลม 2-2539 ขอตอล็อก

The United States Pharmacopeia, 30 Revisions, 2007



(5)

ประกาศกระทรวงอตุสาหกรรม
ฉบับท่ี  3867  ( พ.ศ. 2551 )

ออกตามความในพระราชบญัญัตมิาตรฐานผลติภณัฑอตุสาหกรรม

พ.ศ. 2511

เรือ่ง กำหนดมาตรฐานผลิตภณัฑอตุสาหกรรม

สายตอใชในการแพทย

อาศยัอำนาจตามความในมาตรา 15 แหงพระราชบญัญัตมิาตรฐานผลิตภณัฑอตุสาหกรรม พ.ศ. 2511

รฐัมนตรีวาการกระทรวงอุตสาหกรรมออกประกาศกำหนดมาตรฐานผลติภณัฑอตุสาหกรรม สายตอใชในการแพทย

มาตรฐานเลขท่ี มอก.2385-2551 ไว ดงัมรีายการละเอยีดตอทายประกาศนี้

ประกาศ ณ วันท่ี  27  พฤษภาคม  พ.ศ. 2551

              สวุทิย  คุณกติติ

  รฐัมนตรีวาการกระทรวงอุตสาหกรรม



-1-

มอก.2385-2551

มาตรฐานผลิตภณัฑอตุสาหกรรม

สายตอใชในการแพทย

1.  ขอบขาย
1.1 มาตรฐานผลิตภณัฑอตุสาหกรรมน้ีครอบคลุมเฉพาะสายตอใชในการแพทยซึง่ใชงานคร้ังเดียว

2.  บทนิยาม
ความหมายของคำทีใ่ชในมาตรฐานผลติภณัฑอตุสาหกรรมนี ้ มดีงัตอไปนี้

2.1 สายตอใชในการแพทย  ซึง่ตอไปในมาตรฐานนีจ้ะเรยีกวา “สายตอ”  หมายถงึ อปุกรณทีใ่ชรวมกับอุปกรณอืน่

เพื่อนำผลิตภัณฑเภสัชหรือสวนประกอบของเลือดเขาสูรางกายทางหลอดเลือด หรือนำเลือดเขาสูรางกาย

หรอืออกจากรางกาย ดงัตัวอยางในรปูท่ี 1

2.2 ฝาปด (cover) หมายถึง สวนประกอบท่ีใชปดขอตอนอกของสายตอ และเปดออกไดเมื่อตองการใชงาน

อาจเช่ือมติดกับขอตอนอกหรือถอดแยกจากกันได

2.3 ขอตอนอก (female conical fitting)  หมายถงึ ขอตอรปูกรวยสำหรบัตอเขากบักระบอกฉดียา ขอตอในของ

ชดุใหเลอืด ชดุใหสารละลายทางหลอดเลอืด หรอืขอตอสามทาง ทำจากวสัดคุงรปู วัสดกุึง่คงรูป หรอืวสัดุ

ทีด่ดังอหรอืยดืหยนุได

2.4 ขอตอใน (male conical fitting)  หมายถงึ ขอตอสำหรบัตอเขากบัเข็มฉีดยา ชดุปกผเีสือ้ ขอตอนอกของ

ขอตอสามทาง หลอดหมุเข็มฉดียา (over-needle peripheral catheter) หรอือุปกรณอืน่ในลักษณะเดียวกัน
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รปูที ่1 ตวัอยางสายตอ
(ขอ 2.1)

3. ความจุ ขนาดและเกณฑความคลาดเคล่ือน
3.1 ความจุและเกณฑความคลาดเคล่ือน

ใหเปนไปตามทีร่ะบไุวทีฉ่ลาก  โดยมเีกณฑความคลาดเคลือ่นรอยละ ± 5

การทดสอบใหปฏบิตัติามขอ 8.3

3.2 ขนาดและเกณฑความคลาดเคลือ่น

3.2.1 ความยาว

ใหเปนไปตามทีร่ะบไุวทีฉ่ลาก  โดยมเีกณฑความคลาดเคลือ่นรอยละ ± 10

การทดสอบใหวัดดวยเคร่ืองวัดท่ีอานคาไดละเอยีดถึง 1 มลิลเิมตร  โดยวัดจากปลายนอกของขอตอนอก

ถงึปลายนอกของขอตอใน  ไมรวมฝาปดและปลอกหมุขอตอใน

3.2.2 ขอตอนอก (เฉพาะกรณทีีท่ำจากวสัดคุงรูปหรอืกึง่คงรปู)

ม ี2 แบบ คือ

3.2.2.1 แบบธรรมดา มติเิปนไปตามรูปท่ี 2

3.2.2.2 แบบลอ็ก มติเิปนไปตามรปูที ่3

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

หมายเหตุ ขอตอนอกท่ีทำจากวัสดทุีด่ดังอหรือยดืหยนุไดไมตองทดสอบมิต ิ   แตใหทดสอบการใชงานของ

ขอตอนอก

1  ปลอกหมุขอตอใน

2  ขอตอใน

3  ฝาปด

4  ขอตอนอก

5  สายสง

1

2

5

3

4
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หนวยเปนมิลลเิมตร

 รปูที ่2  ขอตอนอกรปูกรวยแบบธรรมดา
(ขอ 3.2.2)

หนวยเปนมิลลเิมตร

รปูที ่3 ขอตอนอกรปูกรวยแบบลอ็ก
(ขอ 3.2.2)

3.2.3 ขอตอใน

เม่ือทดสอบตามขอ 8.4 แลว  ปลายดานเล็กของขอตอในตองอยูระหวางระนาบ A กับระนาบ B

ของเคร่ืองมือวัด
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4. คณุลักษณะทีต่องการ
4.1 ลกัษณะทัว่ไป

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

4.1.2 ขอตอนอกตองสวมไดสนทิกบัอปุกรณอืน่ท่ีใชประกอบเขาดวยกัน มฝีาปดไดสนทิ ไมหลดุออกกอนใชงาน

4.1.3 สายสงตองทำจากวสัดทุีโ่คงงอได โดยไมเสยีรูปเม่ือใชงาน ผิวตองเรียบ ไมมสี ีนอกจากสีตามธรรมชาติ

ของวัสดทุีใ่ช และตองเหน็ฟองอากาศในของเหลวทีอ่ยภูายในไดชดัเจนขณะใชงาน

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

กอนใชงาน  และถอดออกไดงาย

การทดสอบใหทำโดยการตรวจพินิจ

4.2 คุณลกัษณะทางฟสกิส

4.2.1 รอยตอเชื่อม

เม่ือทดสอบดวยแรงดงึสถติ 15 นิวตัน เปนเวลา 15 วินาท ีแลว รอยตอเชือ่มทกุตำแหนงตองไมหลดุ

ออกจากกันหรือฉีกขาด

4.2.2 การรัว่ซมึ

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

4.2.3 การใชงานของขอตอนอก (เฉพาะกรณทีีท่ำจากวสัดุทีด่ดังอหรอืยดืหยนุได)

เมือ่ทดสอบตามขอ 8.6 แลว บรเิวณขอตอนอกตองไมรัว่ซมึ

4.3 คุณลกัษณะทางเคมี

เมือ่ทดสอบตามขอ 8.7 แลว สารละลายทีส่กดัไดตองมสีมบตัดิงัน้ี

4.3.1 ลกัษณะทัว่ไป

ใสไมมสีี

4.3.2 สารรีดวิส (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อสารละลายทีส่กดัได

1 มลิลลิติร

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

4.3.4   ความเปนกรด-ดาง

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

4.3.5 กากทีไ่มระเหย (non-volatile residue)

ตองไมเกนิ 5 มลิลกิรมั
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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 8.8 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บรรจสุายตอแตละชดุในภาชนะหมุหอทีผ่นึกเรยีบรอย สามารถรกัษาสภาพปราศจากเชือ้ไดตลอดระยะเวลา

การเกบ็ และผลติภณัฑตองไมหกัพบัหรอืบดิงอจนเปนผลเสยีหายตอการใชงาน

6. เครือ่งหมายและฉลาก
6.1 ที่ภาชนะหุมหอสายตอทุกหนวย อยางนอยตองมีเลข อักษร หรือเครื่องหมาย แจงรายละเอียดตอไปนี้

ใหเหน็ไดงาย ชดัเจน

(1) ชือ่ผลติภณัฑตามมาตรฐานน้ี

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

(3) ความจุ  เปนมิลลลิติร

(4) ความยาว   เปนมิลลเิมตรหรอืเซนติเมตร

(5) ระบวิุธทีำใหปราศจากเชือ้ เชน EtO gas

(6) เดอืน ปทีท่ำ และรหสัรนุท่ีทำ

(7) เดอืน ปทีห่มดอายุ

(8) วิธใีช

(9) คำเตอืนหรอืขอควรระวงัในการใชและการทำลาย  เชน  หามใชเมือ่ภาชนะหมุหอชำรดุ ควรแยกทำลาย

แบบขยะติดเชือ้

(10) ชือ่ผทูำหรอืโรงงานทีท่ำ พรอมสถานทีต่ัง้  หรอืเครือ่งหมายการคาทีจ่ดทะเบยีน
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6.2 ทีก่ลองบรรจุสายตอทกุหนวย  อยางนอยตองมีเลข อกัษร หรอืเคร่ืองหมาย แจงรายละเอียดตามขอ 6.1(1)

ขอ 6.1(2)  ขอ 6.1(5)  ขอ 6.1(6)  ขอ 6.1(7)  ขอ 6.1 (10)  จำนวนเปนชุด  และวธิเีกบ็รกัษาใหเหน็

ไดงาย ชดัเจน

6.3   ในกรณทีีใ่ชภาษาตางประเทศ  ตองมคีวามหมายตรงกบัภาษาไทยทีก่ำหนดขางตน

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

8. การทดสอบ
8.1 ใหใชวิธวิีเคราะหทีก่ำหนดในมาตรฐานนีห้รอืวธิอีืน่ใดทีใ่หผลเทยีบเทา ในกรณทีีม่ขีอโตแยงใหใชวิธทีีก่ำหนด

ในมาตรฐานน้ีเปนวิธตีดัสนิ

8.2 หากมไิดกำหนดไวเปนอยางอืน่ น้ำกลัน่และสารเคมทีีใ่ชตองมคีวามบรสิทุธิเ์หมาะสมสำหรบัใชในหองปฏบิตักิาร

วิทยาศาสตร

8.3 การทดสอบความจุ

8.3.1 เคร่ืองมือ

8.3.1.1 เคร่ืองช่ังละเอยีดถึง 0.001 กรัม

8.3.1.2 ภาชนะสำหรบัรองรบัทีเ่หมาะสม

8.3.1.3 กระบอกฉดียาพลาสตกิ ขนาดไมนอยกวา 5 มลิลลิติร

8.3.2 วิธทีดสอบ

8.3.2.1 ปลดฝาปดท่ีปดขอตอนอกและปลอกหมุขอตอในของสายตอตวัอยางออก

8.3.2.2 ชัง่สายตอตวัอยางและกระบอกฉดียาบนภาชนะรองรบัทีเ่หมาะสม

8.3.2.3 ใชกระบอกฉีดยาดูดน้ำกลั่นจนเต็ม แลวตอเขากับขอตอนอกของสายตอตัวอยาง ฉีดน้ำกลั่นจาก

กระบอกฉีดยาเขาไปในสายตอตัวอยางจนหมด โดยตองมีน้ำกลั่นบรรจุจนเต็มสายตอตัวอยาง

และไมมีฟองอากาศคางอยูภายใน เช็ดภายนอกสายตอตัวอยางและกระบอกฉีดยาจนแหง

แลวนำไปช่ังอกีครัง้บนภาชนะรองรบัเดิม
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8.3.2.4 คำนวณความจุของสายตอจากสตูร

(m2-m1)

  ρ
เมื่อ A คือ ความจุของสายตอ เปนมิลลลิติร

m2 คือ คาทีช่ัง่ไดตามขอ 8.3.2.3  เปนกรัม

m1 คือ คาทีช่ัง่ไดตามขอ 8.3.2.2  เปนกรัม

ρ คือ ความหนาแนนของน้ำ เปนกรมัตอมลิลลิติร

8.4 การทดสอบขอตอใน

8.4.1 เคร่ืองมือ

8.4.1.1 เครือ่งมอืวัดรูปกรวย ความเรยีว 0.06: 1 ดงัรปูที ่4

8.4.2 วิธทีดสอบ

สวมขอตอในของสายตอตวัอยางเขากบัเครือ่งมอืวัดรูปกรวยดวยแรงในแนวแกน 5 นิวตัน โดยไมตองบดิ

แลวตรวจตำแหนงของปลายดานเลก็ของขอตอใน

หนวยเปนมิลลเิมตร

รปูที ่4  มติเิครือ่งมอืวดัรปูกรวย ความเรยีว 0.06 : 1
(ขอ 8.4.1.1)

8.5 การทดสอบการรัว่ซมึ

8.5.1 เคร่ืองมือ

8.5.1.1 เคร่ืองอดัอากาศ ทีอ่ดัอากาศใหไดความดันไมนอยกวา 50 กโิลพาสคลั

8.5.1.2 อางน้ำ ทีบ่รรจุน้ำอณุหภมูริะหวาง 20 องศาเซลเซยีส กบั 30 องศาเซลเซยีส

8.5.1.3 อปุกรณทีเ่หมาะสมสำหรบัปดขอตอใน

A    =

3.925
-0.005

01
.7

0
-
0
.0

1

0

7
.5

0
+
0
.0

1

0

O4.375
+0.005

0

O4.027

ÃÐ¹Òº A

ÃÐ¹Òº B

ÃÐ¹Òº C
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8.5.2 วิธทีดสอบ

8.5.2.1 ตอขอตอนอกของสายตอตัวอยางเขากับเคร่ืองอัดอากาศ  ปดปลายขอตอในของสายตอตัวอยาง

ใหสนิทดวยฝาปดที่บรรจุมาพรอมกับสายตอตัวอยาง หรือหาอุปกรณที่เหมาะสมปดใหสนิทไมให

อากาศรัว่ได แลวจมุสายตอตัวอยางลงในอางน้ำ อดัอากาศเขาในสายตอตัวอยางจนความดันภายใน

เปน 50 กิโลพาสคัล เปนเวลา 2 นาที แลวตรวจพินิจ ถามีฟองอากาศออกจากสายตอตัวอยาง

ถอืวามกีารรัว่ซึม

8.6 การทดสอบการใชงานของขอตอนอก (เฉพาะกรณทีีท่ำจากวสัดุทีด่ดังอหรอืยดืหยนุได)

8.6.1 เคร่ืองมือ

8.6.1.1 เคร่ืองอดัอากาศ ทีอ่ดัอากาศใหไดความดันไมนอยกวา 300 กโิลพาสคลั

8.6.1.2 กระบอกฉีดยา ทีข่อตอในเปนไปตาม มอก.1387 เลม 1 หรอืเลม 2

8.1.6.3 อปุกรณทีเ่หมาะสมสำหรบัปดปลายขอตอใน

8.6.2 วิธทีดสอบ

8.6.2.1 ใชกระบอกฉดียาดดูน้ำกลัน่จนเต็ม ตอเขากบัขอตอนอกของสายตอตัวอยาง โดยใชแรงกดประมาณ

20 นิวตัน และบิดเปนมุมประมาณ 45 องศา ใหเขาที่ ฉีดน้ำกลั่นเขาในสายตอตัวอยางจนเต็ม

และตองมีน้ำเหลือคางในกระบอกฉีดยา ใชอุปกรณที่เหมาะสมปดปลายดานขอตอในของสาย

ตอตวัอยาง

8.6.2.2 ตอกระบอกฉีดยาเขากับเคร่ืองอัดอากาศ อัดอากาศเขาในสายตอตัวอยางจนความดันเปน

(300 ± 10) กิโลพาสคัล เปนเวลา 30 วินาที แลวตรวจพินิจ ถามีน้ำรั่วซึมบริเวณขอตอนอก

ถอืวามกีารรัว่ซึม

8.7 การทดสอบคุณลกัษณะทางเคมี

8.7.1 การเตรยีมสารละลายทีส่กดัไดและสารละลายแบลงก

8.7.1.1 สารละลายทีส่กดัได

ตดัสายตอตวัอยางจำนวน 10 ชดุ เฉพาะบรเิวณทีส่มัผัสกบัสารละลาย ใหไดชิน้ตัวอยางทีม่ขีนาด

เทา ๆ  กนั โดยประมาณ นำมารวมกัน และชัง่ใหไดน้ำหนกั 15 กรัม โดยถามสีวนท่ีเปนยางใหมยีาง

ไมเกนิ 1.5 กรมั เตมิน้ำกลัน่ลงไป 150 มลิลลิติร ตมใหเดือดเปนเวลา 30 นาท ีตัง้ทิง้ไวใหเยน็จนถึง

อณุหภมูหิอง แลวเตมิน้ำกลัน่จนปริมาตรเปน 150 มลิลลิติร

8.7.1.2 สารละลายแบลงก

ใหปฏบิตัเิชนเดยีวกบัขอ 8.7.1.1  แตไมตองใสตวัอยาง
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8.7.2 วิธทีดสอบ

8.7.2.1 ลกัษณะท่ัวไป

ตรวจพินิจสารละลายทีส่กดัได

8.7.2.2 สารรีดวิส

(1) เคร่ืองมือ

ขวดแกวรูปกรวย ขนาด 100 มลิลลิติร พรอมจุก

(2) สารเคม ีสารละลายและวธิเีตรยีม

(2.1) สารละลายโพแทสเซยีมเพอรแมงกาเนต 0.002 โมลตอลติร

ละลายโพแทสเซียมเพอรแมงกาเนต 31.6 กรัม ดวยน้ำกลั่นเล็กนอยในขวดแกว

ปริมาตรขนาด 100 มลิลลิติร เตมิน้ำกลัน่จนถึงขีดปริมาตร เขยาใหเขากนั แลวเกบ็

สารละลายทีไ่ด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 มลิลกิรมั  ดวยน้ำกลัน่

ทีต่มเดอืดใหมและปลอยไวใหเยน็แลว ปรมิาตรเลก็นอย ในขวดแกวปริมาตร 1 000

มลิลลิติร เตมิน้ำกลัน่ท่ีตมเดือดใหมและปลอยไวใหเยน็แลวจนถึงขีดปริมาตร เขยา

ใหเขากัน

(2.5) น้ำแปงท่ีเตรียมใหม

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

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

ตัง้ทิง้ไวใหตกตะกอน แลวเกบ็สวนใสไว

(3) วิธวิีเคราะห

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

โพแทสเซยีมเพอรแมงกาเนต 10 มลิลลิติร   และสารละลายกรดซลัฟวริก 1 มลิลลิติร

ปดจุก เขยา ปลอยไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 15 นาที จากนั้นเติมสารละลาย

โพแทสเซียมไอโอไดด 0.1 กรัม แลวไทเทรตกับสารละลายมาตรฐานโซเดียม

ไทโอซัลเฟต จนสีของสารละลายเปลี่ยนเปนสีน้ำตาลออน  เติมน้ำแปง  5  หยด

แลวไทเทรตตอจนสีน้ำเงินจางหายไป บันทึกปริมาตรของสารละลายโซเดียมไทโอ

ซลัเฟตทีใ่ชไทเทรต

(3.2) ปฏบิตัเิชนดียวกับขอ (3.1) อกีคร้ังหนึง่โดยใชสารละลายแบลงก 10 มลิลลิติร แทน

สารละลายทีส่กดัได

(3.3) การคำนวณ

คำนวณหาปริมาตรของสารละลายโพแทสเซียมเพอรแมงกาเนตท่ีใชทำปฏิกิริยาได

จากผลตางระหวางการไทเทรตขอ (3.1) กบัขอ (3.2)
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8.7.2.3 โลหะหนัก

นำสารละลายทีส่กดัไดมาวเิคราะหปรมิาณแบเรยีม โครเมยีม ทองแดง ตะกัว่ ดบีกุ และแคดเมยีม

โดยใชอะทอมกิแอบซอรปชนัสเปกโทรมเิตอรหรอืเครือ่งมอือืน่ทีเ่ทยีบเทา

8.7.2.4 ความเปนกรด-ดาง

(1) ใชปเปตตดดูสารละลายทีส่กัดไดและสารละลายแบลงก อยางละ 10 มลิลิลติร ใสในบีกเกอร

ขนาด 25 มลิลิลติร อยางละใบ

(2) เติมสารละลายโพแทสเซยีมคลอไรด 1 กรมัตอลิตร ลงในบีกเกอรทัง้ 2 ใบ ใบละ 1 มลิลิลติร

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

ดาง

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

8.7.2.5 กากท่ีไมระเหย

(1) เครื่องมือ

(1.1) เคร่ืองช่ัง ละเอียด 0.1 มลิลิกรัม

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

(1.3) ครซูเิบลิทำจากควอตซหรอืกระเบือ้งเคลอืบ ทีอ่บจนน้ำหนกัคงทีแ่ลว 2 ใบ

(1.4) เครื่องอังไอน้ำ

(1.5) เดซิกเคเตอร

(2) วธิวีเิคราะห

(2.1) ใชปเปตตดดูสารละลายทีส่กัดได 50 มลิลลิติร ใสลงในครซูเิบลิใบทีห่นึง่ และสารละลาย

แบลงกปริมาตรเทากันใสลงในครซูเิบิลใบทีส่อง นำไประเหยใหแหงบนเครือ่งอังไอน้ำ

(2.2) อบครูซิเบิลทั้ง 2 ใบ ในตูอบที่อุณหภูมิ (105 ± 2) องศาเซลเซียส เปนเวลา 1

ชัว่โมง นำออกมาใสในเดซกิเคเตอร ปลอยใหเยน็ทีอ่ณุหภมูหิอง นำไปชัง่แลวอบซ้ำ

เปนเวลาคร้ังละ 1 ชั่วโมง จนไดน้ำหนักคงท่ี ผลตางของน้ำหนักกากในครูซิเบิล

ใบท่ีหน่ึงและใบทีส่องคือปริมาณกากทีไ่มระเหย

8.7.2.6 การดูดกลนืแสง

(1) เครื่องมือ

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

(1.2) แผนกรอง ขนาดรูเปด 0.45 ไมโครเมตร

(2) วธิวีเิคราะห

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

ทีค่วามยาวคล่ืน 250 นาโนเมตร ถงึ 320 นาโนเมตร โดยเทยีบกบัสารละลายแบลงก ทัง้นีใ้หวดั

คาการดูดกลนืแสงภายใน 5 ชัว่โมง หลังจากการเตรยีมสารละลายทีส่กัดได

-
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8.8 การทดสอบการทำลายเมด็เลอืด

8.8.1 เคร่ืองมือ

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

8.8.1.2 สเปกโทรมเิตอร ทีม่คีวามยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร

8.8.1.3 เคร่ืองหมุนเหว่ียง

8.8.1.4 หมอนึ่งอัด

8.8.1.5 ตอูบเพาะเชือ้ (incubator) ทีค่วบคุมอุณหภมูไิดที ่(37  ± 1) องศาเซลเซยีส

8.8.2 สารเคม ีสารละลายและวธิเีตรยีม

8.8.2.1 สารละลายโซเดยีมคลอไรดปราศจากเชือ้ รอยละ 0.9

8.8.2.2 สารมาตรฐานอางองิฮโีมโกลบนิ (haemoglobin reference standard) 6 มลิลกิรมัตอมลิลลิติร

8.8.2.3 สารละลายแดรบคิน (Drabkin’s  solution)

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

0.2 กรมั ในน้ำกลัน่ และเตมิน้ำกลัน่จนปริมาตรเปน 1 000 มลิลลิติร

8.8.3 การเตรียมเลือดกระตาย

เจาะเลอืดกระตายอยางนอย 3 ตวั ผสมกบัสารปองกนัการแขง็ตัวของเลอืด เชน แอซดิซเิทรตเดกซโทรส

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

แยกเกบ็ในภาชนะเกบ็เลอืดของกระตายแตละตวัท่ีอณุหภมู ิ(4 ± 2) องศาเซลเซยีส  และควรนำมาทำ

การทดสอบภายใน 96 ชัว่โมง

8.8.4 การเตรียมสารละลายทดสอบ

ตัดสายตอตัวอยางอยางนอย 3 ชุด ใหไดชิ้นตัวอยางที่มีขนาดเทา ๆ กันโดยประมาณ นำมารวมกัน

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

(70 ± 2) องศาเซลเซยีส เปนเวลา 24 ชัว่โมง ตัง้ทิง้ไวใหเยน็จนถึงอณุหภมูหิอง

8.8.5 วิธทีดสอบ

8.8.5.1 การเตรียมกราฟสอบเทียบ

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

มลิลลิติร  5 มลิลลิติร  2 มลิลลิติร 1 มลิลลิติร และ 0.5 มลิลลิติร ใสลงในขวดแกวปริมาตรขนาด

100 มลิลลิติร จำนวน 5 ใบ ตามลำดบั เจอืจางดวยสารละลายเดรบคนิจนถึงขีดปริมาตร

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

0.12  มลิลกิรมัตอมลิลลิติร 0.06 มลิลกิรมัตอมลิลลิติร และ 0.03 มลิลกิรมัตอมลิลลิติร

ตามลำดบั

(2) วัดคาการดดูกลนืแสงของสารละลายสอบเทียบแตละความเขมขนท่ีความยาวคล่ืน  540  นาโน

เมตร  โดยใชสารละลายเดรบคินเปนแบลงก

(3) สรางกราฟสอบเทยีบระหวางความเขมขนของฮโีมโกลบนิมาตรฐาน  เปนมิลลกิรมัตอมลิลลิติร

กบัคาการดดูกลืนแสง
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8.8.5.2 การตรวจหาระดับพลาสมาฮโีมโกลบนิในเลือด

(1) นำเลือดกระตายในแตละภาชนะบรรจุ ตามขอ 8.8.3  ปริมาตร 1 มลิลลิติร แยกใสลงในหลอด

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

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

ตัง้ท้ิงไว 15 นาที แลวนำไปวดัคาการดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร โดยใชสาร

ละลายเดรบคินเปนแบลงก

(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

8.8.5.3 การเจือจางเลือด

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

เตมิลงในสารละลายแดรบคนิ 5.0  มลิลลิติร ตัง้ทิง้ไว 15 นาที

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

แบลงก นำคาการดดูกลนืแสงทีไ่ดไปเทยีบกบักราฟสอบเทยีบ หาปรมิาณฮโีมโกลบนิ

(3) เจอืจางเลอืดกระตายแตละตวัดวยสารละลายโซเดยีมคลอไรดปราศจากเชือ้ ใหมปีรมิาณฮโีม

โกลบนิอยใูนชวง (25.0  ± 2.5)  มลิลกิรมัตอมลิลลิติร เปนคาฮโีมโกลบนิปรากฏ (haemoglobin

present)

8.8.5.4 การทดสอบตัวอยาง

(1) นำเลอืดกระตายทีไ่ดจากขอ 8.8.5.3(3) มาตวัละ 5.0 มลิลลิติร เตมิสารละลายทดสอบ 4.0

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

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

(3) ดดูสวนใสดานบนออก ใสในหลอดหมนุเหว่ียงหลอดใหม แลวนำไปหมนุเหว่ียงดวยแรง 700

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

คาดชันีการแตกตวัของเม็ดเลอืด

8.8.5.5 การหาคาดชันีการแตกตวัของเม็ดเลอืด

(1) นำสวนใสจากขอ 8.8.5.4(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

         ฮโีมโกลบนิปรากฏ

(4) คำนวณคาเฉลีย่ของดชันีการแตกตวัของเมด็เลอืด แลวเทยีบหาระดบัการแตกตวัของเมด็เลอืด

ตามตารางที ่1

         ฮโีมโกลบนิปลดปลอย
ดชันีการแตกตัวของเม็ดเลือด        = ×  100
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ตารางที ่1 ระดบัการแตกตัวของเมด็เลอืด
(ขอ 8.8.5.5(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ุน ในที่น้ี หมายถึง สายตอที่ทำจากวัสดุอยางเดียวกัน มีสวนประกอบเหมือนกัน และทำใหปราศจากเชื้อ

ในคราวเดียวกัน

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

การชกัตวัอยางอืน่ท่ีเทยีบเทากนัทางวิชาการกบัแผนท่ีกำหนดไว

ก.2.1 การชกัตวัอยางและการยอมรบัสำหรบัการทดสอบความจุ ขนาดและเกณฑความคลาดเคล่ือน ลกัษณะทัว่ไป

การบรรจุ และเครือ่งหมายและฉลาก

ก.2.1.1 ใหชักตัวอยางโดยวิธีสุมจากรุนเดียวกันตามจำนวนท่ีกำหนดในตารางท่ี ก.1 นำไปตรวจสอบ

การบรรจ ุเครือ่งหมายและฉลากทีก่ลองบรรจกุอน  แลวชักตวัอยางโดยวธิสีมุจากแตละกลองบรรจุ

กลองละ 1 ชดุ นำไปทดสอบเคร่ืองหมายและฉลากทีภ่าชนะหมุหอ ลกัษณะทัว่ไป ความจุ ขนาด

และเกณฑความคลาดเคล่ือนตามลำดับ

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เกนิเลขจำนวนท่ียอมรับท่ีกำหนดในตารางท่ี ก.1 จึงจะถือวาสายตอรนุน้ันเปนไปตามเกณฑ

ทีก่ำหนด

ตารางที ่ก.1 แผนการชกัตวัอยางสำหรับการทดสอบความจุ ขนาดและเกณฑ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 30 ชดุ เพือ่ใชทดสอบรายการละ 10 ชดุ

ก.2.2.2 ตวัอยางตองเปนไปตามขอ 4.2.1 ขอ 4.2.2 และขอ 4.2.3   จึงจะถือวาสายตอรนุน้ันเปนไปตาม

เกณฑทีก่ำหนด

ก.2.3 การชักตัวอยางและการยอมรับสำหรบัการทดสอบคุณลกัษณะทางเคมี

ก.2.3.1 ใหชกัตวัอยางโดยวธิสีมุจากรนุเดียวกัน จำนวน 10 ชดุ

ก.2.3.2 ตวัอยางตองเปนไปตามขอ 4.3  จึงจะถอืวาสายตอร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าสายตอรนุน้ันเปนไปตามเกณฑทีก่ำหนด

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 ตวัอยางตองเปนไปตามขอ 4.4.2 ขอ 4.4.3 และขอ 4.4.4 จึงจะถือวาสายตอรนุน้ันเปนไปตาม

เกณฑทีก่ำหนด

ก.3 เกณฑตดัสนิ

ตวัอยางสายตอต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าสายตอร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 ตดัสายตอตวัอยางอยางนอย 3 ชดุ  ใหไดชิน้ตัวอยางทีม่ขีนาดเทา ๆ  กนัโดยประมาณ นำมารวมกนั

และชัง่ใหไดน้ำหนกัรวม 5 กรมั เติมสารละลายโซเดียมคลอไรด 25 มลิลลิิตร อบในตอูบท่ีอณุหภมูิ

(70 ± 2) องศาเซลเซยีส เปนเวลา 24 ชัว่โมง ตัง้ทิง้ไวใหเยน็จนถึงอณุหภมูหิ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ุมท่ีฉีดดวยสารละลายทดสอบท้ัง 5 ตัว ไมตายและตัวใดตัวหน่ึงไมมีอาการ

ปวยมากกวาที่ฉีดดวยสารละลายแบลงก ใหถือวาสายตอตัวอยางไมเปนพิษอยางเฉียบพลัน

ตอสตัวทดลอง

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

ตวัหน่ึงตาย   ใหทดสอบซ้ำอกีคร้ังหน่ึง   โดยใชหนทูดสอบท่ีมสีมบัตติามขอ   ข.1.4.1 แตมน้ีำหนกั

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

และไมแสดงอาการปวย หรอืแสดงอาการปวยท่ีไมมากกวาทีฉ่ดีดวยสารละลายแบลงก จึงจะถอืวา

สายตอตวัอย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 เคร่ืองมือและอุปกรณที่จำเปนสำหรับเพาะเลี้ยงเน้ือเย่ือ ไดแก ตูลามินาร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  มลิลลิติร   ทำใหปราศจากเชือ้โดยการนึง่ฆาเชือ้ในหมอนึง่อดัท่ีอณุหภมูิ

(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 มลิลลิติร ลงในอาหารเลีย้งเซลลอเีกลิลเอม็อเีอม็ 100 มลิลลิติร โดยวิธี

ปราศจากเชือ้ เกบ็ไวในขวดแกวฝาเกลยีวท่ีอณุหภมู ิ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 มลิลิลติร 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 และทำใหปราศจากเชือ้โดยกรองผ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เน้ือเย่ือ

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 มลิลลิติร 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

เน้ือเดียวกัน นำสารแขวนลอยท่ีไดน้ีไปวัดความเขมขนของเซลล โดยดูดสารแขวนลอยของเซลล

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

คำนวณความเขมขนของเซลลในสารแขวนลอยโดยใชเครือ่งนบัเมด็เลอืด เจอืจางสารแขวนลอยของ

เซลลน้ีดวยอาหารเลีย้งเซลลสำหรบัการเจรญิเติบโต ใหไดความเขมขน 3 × 10
5
  เซลลตอ 1 มลิลิลติร

ข.2.3.2 นำเซลลเนื้อเยื่อที่มีความเขมขน 3 × 10
5
 เซลลตอ 1 มิลลิลิตร เติมลงในถาดเล้ียงเซลล

ขนาด 24 หลุม หลุมละ 0.5 มิลลิลิตร แลวนำไปอบในตูอบเพาะเชื้อชนิดคาร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

ตัดสวนตาง ๆ ของสายตอตัวอยางที่ลางและนึ่งฆาเชื้อในหมอนึ่งอัดแลวใสลงในขวดแกว

ฝาเกลยีวสำหรบัสกดัตัวอยาง เตมิอาหารเลีย้งเซลลสำหรบัสกดัตัวอยาง ปริมาตร 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) เตรียมสารเคมีควบคุมเชิงบวกและสารเคมีควบคุมเชิงลบ ตามขอ ข.2.2.10

และขอ ข.2.2.11 ตามลำดับ

ข.2.4.2 ดดูอาหารเลีย้งเซลลในถาดเล้ียงเซลลแตละหลมุออก

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

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

หลังจากปลอยใหเซลลเนื้อเยื่อในถาดเลี้ยงเซลล สัมผัสกับสารละลายทดสอบ สารละลายควบคุม

และแบลงก เปนเวลา 24 ชั่วโมง และ 48 ชั่วโมง แลว ดูความเปนพิษท่ีเกิดกับเซลล โดยดูลักษณะ

ของเซลลดวยกลองจุลทรรศน บนัทึกการตายของเซลล การเปล่ียนแปลงรูปราง (morphological change)

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

48 ชัว่โมง แลว ใหยดึ (fix) และยอมสเีซลลตดิถาดเลีย้งเซลล ดวยสารละลายฟอรมาลนิ-คริสทัลไวโอเลต

เพือ่เกบ็ไวเปนหลกัฐานสำหรบัการตรวจสอบ

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

ระดับ ปฏิกิริยา สภาพของเซลลเน้ือเย่ือ

0 ไมเปนพิษ พบเซลลแผเปนช้ันเดี่ยว มีเม็ดอินทราไซโทพลาสมิก (intracytoplasmic 

granule) กระจายอยูในเซลลตามปกติ

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

อาจพบการแตกทําลายของเซลลไดบาง

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

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

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

4 เปนพิษอยางรุนแรง พบการทําลายของเซลลชั้นเดี่ยวเกือบทั้งหมดหรือทั้งหมด
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ข.2.6 การแปลผล

ข.2.6.1 การทดสอบจะมีผลเช่ือถอืไดตอเมือ่

(1) แบลงก และสารเคมีควบคุมเชิงลบหรือสารละลายวัสดุควบคุมเชิงลบไมเปนพิษตอเซลล

(ความเปนพษิระดับ 0)

(2) สารเคมีควบคุมเชิงบวกหรือสารละลายวัสดุควบคุมเชิงบวก  มีความเปนพิษตอเซลลระดับ

3 ข้ึนไป

ข.2.7 เกณฑตดัสนิ

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

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

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


