
สํานกังานมาตรฐานผลติภณัฑอตุสาหกรรม
กระทรวงอุตสาหกรรม                            ICS  11.040.20                            ISBN  978-616-231-112-3

มาตรฐานผลติภัณฑอตุสาหกรรม
THAI INDUSTRIAL STANDARD

มอก. 2517    2553

OVER-NEEDLE  PERIPHERAL  CATHETERS

หลอดใหสารละลายทางหลอดเลอืดแบบมเีขม็นํา



มอก. 2517    2553

มาตรฐานผลติภัณฑอตุสาหกรรม
หลอดใหสารละลายทางหลอดเลอืดแบบมเีขม็นํา

สํานกังานมาตรฐานผลติภณัฑอตุสาหกรรม
กระทรวงอุตสาหกรรม ถนนพระรามที่ 6 กรุงเทพฯ 10400

โทรศัพท 0 2202 3300

 ประกาศในราชกิจจานุเบกษา ฉบับประกาศและงานท่ัวไป    เลม 128 ตอนพิเศษ 99ง
วันท่ี 1 กันยายน     พุทธศักราช 2554



(2)

คณะกรรมการวิชาการคณะที่ 440
มาตรฐานอุปกรณสงผานของเหลวใชในการแพทย

ประธานกรรมการ
รศ.วรรณา  ศรีโรจนกุล คณะแพทยศาสตรศริริาชพยาบาล  มหาวทิยาลัยมหิดล

(ภาควชิาวสัิญญวีทิยา)

กรรมการ
นางนวพร  อนันตสินกุล กรมวทิยาศาสตรการแพทย
นางสุพรรณี  เทพอรุณรัตน กรมวทิยาศาสตรบรกิาร
นางสาวสุฮวง  ฐิติสัตยากร สํานกังานคณะกรรมการอาหารและยา
- กระทรวงสาธารณสุข
- คณะแพทยศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวทิยาลัย
พันเอกหญิง เพ็ญศรี  ธงภักดี โรงพยาบาลพระมงกฎุเกลา
นายนิพนธ  ผลอวยพร โรงพยาบาลพญาไท
นางวิภาวดี  จิตตอารี บริษัท  คาวาซูมิ ลาบอราทอรี่ (ประเทศไทย) จํากัด
นางสาวสมลักษณ  จันทนลัญจกร บริษัท  เอ็ม.อี.เมดิเทค  จํากัด
นายพิทยา  วงศใหญ บริษัท  แชลแลนจ เมดิคอล โปรดักส  จํากัด

กรรมการและเลขานุการ
นางนฤมล  วาณิชยเจริญ สํานกังานมาตรฐานผลิตภณัฑอตุสาหกรรม



(3)

ปจจุบันหลอดใหสารละลายทางหลอดเลือดแบบมีเข็มนําเปนอุปกรณประกอบในการใหเลือด และสารละลาย
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ISO 10555-1:1995 Sterile, single-use intravascular catheters - Part 1 : General  requirements
    Amd. 1 : 1999

Amd. 2 : 2004
ISO 10555-5:1996 Sterile, single-use intravascular catheters - Part 5 : Over-needle

Cor. 1 : 2002 peripheral catheters
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 ขอตอรูปกรวยความเรียวรอยละ 6 (ลูเออร) สําหรับกระบอกฉีดยา

เข็มฉีดยา และเครือ่งมือแพทยบางชนิด
เลม 1-2539 คุณลักษณะท่ัวไป
เลม 2-2539 ขอตอล็อก
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มาตรฐานผลิตภัณฑอุตสาหกรรม

หลอดใหสารละลายทางหลอดเลือดแบบมเีข็มนํา

1. ขอบขาย

1.1 มาตรฐานผลิตภัณฑอุตสาหกรรมนี้ครอบคลุมหลอดใหสารละลายทางหลอดเลือดแบบมีเข็มนําสําหรับ
การใชงานคร้ังเดยีว

2. บทนิยาม

ความหมายของคําทีใ่ชในมาตรฐานผลิตภัณฑอุตสาหกรรมนี ้มดีงัตอไปนี้
2.1 หลอดใหสารละลายทางหลอดเลือดแบบมีเข็มนํา ซึ่งตอไปในมาตรฐานนี้จะเรียกวา “หลอดใหสารละลาย”

หมายถึง อุปกรณที่ประกอบดวยหลอดนอก เข็มนํา และสวนระบายอากาศ (vent fitting) สวมเขาดวยกัน
ตัวอยางตามรูปที่ 1 ใชรวมกับอุปกรณอื่น เชน ชุดใหสารละลายทางหลอดเลือด ชุดใหเลือด ขอตอสามทาง
กระบอกฉดียา เพื่อนําผลิตภัณฑเภสัชหรือสวนประกอบของเลือดเขาสูรางกายทางหลอดเลือด หรือนําเลือด
เขาสูรางกาย

2.2 หลอดนอก  หมายถึง หลอดที่มีเข็มนําอยูภายใน ประกอบดวยตัวหลอด (catheter tube) และฐานหลอด
(catheter hub)

2.3 เข็มนํา  หมายถึง  เข็มท่ีสอดอยูในหลอดนอก ทําหนาที่เปนตัวนําหลอดนอกเขาสูหลอดเลือดประกอบดวย
ตัวเข็ม (needle  tube) และฐานเข็ม  (needle  hub)

2.4 สวนระบายอากาศ หมายถึง อุปกรณที่ ใชตอกับฐานเข็มเพื่ อทําใหเห็นเลือดที่ ไหลเขาสู ฐานเข็มได
และเพื่อกันไมใหเลือดไหลออก

2.5 ความยาวใชงาน (effective length)  หมายถึง ความยาวของตัวหลอดสวนที่สามารถสอดเขาในหลอดเลอืด
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 a ระยะหางระหวางขอบลางของหนาตัดเข็มกบัปลายหลอดนอก
1 ความยาวใชงาน
1 ตัวหลอด
2 ฐานหลอด
3 ตวัเขม็
4 ฐานเขม็
5 สวนระบายอากาศ
6 ขอบลางของหนาตัดเข็ม  (heel  of  bevel)

หมายเหตุ อาจมีสวนประกอบอื่น เชน ปก บริเวณสําหรับฉีดผลิตภัณฑเภสัช

รูปที ่1 ตัวอยางหลอดใหสารละลายทางหลอดเลอืดแบบมีเข็มนํา
(ขอ 2.1)
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3. ขนาดและเกณฑความคลาดเคลื่อน

3.1 ขนาดระบุ  เสนผานศูนยกลางภายนอก  และรหัสสีของหลอดนอก ใหเปนไปตามตารางที่ 1
การทดสอบใหทําโดยการตรวจพนิิจและวดัดวยเครื่องวดัทีว่ัดไดละเอยีดไมนอยกวา 0.001 มิลลิเมตร

ตารางที่ 1  ขนาดระบุ  เสนผานศูนยกลางภายนอก  และรหัสสีของหลอดนอก
(ขอ 3.1)

หมายเหตุ G คือ gauge size

3.2 ระยะหางระหวางขอบลางของหนาตัดเข็มนํากับปลายหลอดนอก (a) (ดูรปูที่ 1)
ระยะหางระหวางขอบลางของหนาตัดเขม็นํากบัปลายหลอดนอก  ตองอยูในชวง 0 มลิลิเมตร ถงึ 1 มิลลิเมตร
เมือ่สอดเข็มนําเขาในหลอดนอกจนสดุ
การทดสอบใหใชเครื่องวดัที่วัดไดละเอียดไมนอยกวา 0.1 มิลลเิมตร

3.3 ฐานหลอด
เปนขอตอนอกรูปกรวยมี 2 แบบ คือ

3.3.1 แบบธรรมดา  มติิเปนไปตามรูปที ่2
การทดสอบใหปฏิบัติตาม มอก.1387 เลม 1

3.3.2 แบบล็อก มติิเปนไปตามรปูที ่3
การทดสอบใหปฏิบัติตาม มอก.1387 เลม 2

mm G ต่ําสุด สูงสุด

0.6 26 0.550 0.649 มวง

0.7 24 0.650 0.749 เหลือง

0.8     0.9 22 0.750 0.949 น้ําเงิน

1.0    1.1 20 0.950 1.149 ชมพู

1.2    1.3 18 1.150 1.349 เขียว

1.4    1.5 17 1.350 1.549 ขาว

1.6    1.7    1.8 16 1.550 1.849 เทา

1.9    2.0    2.1   2.2 14 1.850 2.249 สม

2.3    2.4    2.5 13 2.250 2.549 แดง

2.6    2.7    2.8 12 2.550 2.849 ฟา 

3.3    3.4 10 3.250 3.549 น้ําตาล

ขนาดระบุ

เสนผานศูนยกลางภายนอก

ของตัวหลอด

mm
รหัสสีของฐานหลอด
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หนวยเปนมลิลเิมตร

รปูที ่2 ขอตอนอกรูปกรวยแบบธรรมดา
(ขอ 3.3.1)

หนวยเปนมลิลเิมตร

รปูที ่3 ขอตอนอกรปูกรวยแบบลอ็ก
(ขอ 3.3.2)
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4. คุณลักษณะที่ตองการ

4.1 ลกัษณะทัว่ไป
4.1.1 หลอดใหสารละลายตองมีปลอกหุมตลอดความยาวของตัวหลอดและตัวเข็ม ไมหลุดออกกอนใชงาน

และถอดออกไดงาย
4.1.2 ปลายหลอดนอกตองเรียว มน และเรียบ เพื่อใหสอดเขาหลอดเลือดไดงาย และตองแนบสนิท

กบัตัวเขม็เมือ่สอดเข็มนําเขาในหลอดนอกจนสดุ
4.1.3 ฐานเขม็หรอืสวนระบายอากาศตองออกแบบใหมองเหน็เลอืดทีไ่หลยอนเขามาในเขม็นําได

การทดสอบใหทําโดยการตรวจพนิจิ
4.2 เขม็นํา

4.2.1 ตัวเข็มตองทําจากเหล็กกลาไรสนิมออสเทไนต และมีสมบัตดิังนี้
(1) ความทนการกัดกรอน

เมื่อทดสอบตามขอ 8.3 แลว ตองไมมีรองรอยการกัดกรอน
(2) ความแข็งแรงของรอยตอเชื่อมระหวางตัวเข็มกับฐานเข็ม  (strength of union of needle hub

and needle tube)
เมื่อทดสอบตามขอ 8.4 แลว  ตัวเข็มและฐานเข็มตองไมหลุดออกจากกัน

4.2.2 ปลายเข็มตองคม ปราศจากเสี้ยน ขอบ หรือตําหนิอื่น ๆ
การทดสอบใหใชแวนทีม่ีกําลังขยาย 2.5 เทา

4.3 อัตราการไหล
เมื่อทดสอบตามขอ 8.5 แลว  อัตราการไหลของน้ํากลั่นตองเปนดังนี้
(1) หลอดใหสารละลายที่ มี เสนผานศูนยกลางภายนอกระบุนอยกวา 1.0 มิลลิ เมตร

อัตราการไหลตองอยูระหวางรอยละ 80 ถึงรอยละ 125 ของอัตราการไหลที่ระบุไวที่ฉลาก
(2) หลอดใหสารละลายที่มีเสนผานศูนยกลางภายนอกระบุตั้ งแต  1.0 มิลลิเมตร ขึ้ นไป

อัตราการไหลตองอยูระหวางรอยละ 90 ถึงรอยละ 115 ของอัตราการไหลที่ระบุไวที่ฉลาก
4.4 การร่ัวซมึของอปุกรณระบายอากาศ

เมือ่ทดสอบตามขอ 8.6 แลว  สารละลายทดสอบตองไมรัว่ซมึออกจากสวนระบายอากาศภายในเวลา 15 วนิาที
4.5 คณุลกัษณะทางชวีภาพ

4.5.1 ความปราศจากเชือ้
เมื่อทดสอบตาม USP หัวขอ Sterility Tests แลว ตองไมพบเชื้อจุลินทรีย

4.5.2 สารไพโรเจน
ตองเปนไปตามขอใดขอหนึ่งดังตอไปนี้
(1) ไมมีสารไพโรเจน หรือ
(2) ระดบัชีวพิษภายในตัว (endotoxins) ตองไมเกนิ 20.0 หนวยตอชุด
การทดสอบใหปฏิบัติตาม USP หัวขอ Pyrogen Test หรือ Bacterial Endotoxins Test
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4.5.3 การทําลายเมด็เลือด
เมื่อทดสอบตามขอ 8.7 แลว   เม็ดเลือดตองไมแตกตัว

4.5.4 ความเปนพษิ
ตองเปนไปตามขอใดขอหนึ่งดังตอไปนี้
(1) ไมเปนพษิอยางเฉียบพลันตอสตัวทดลอง  หรือ
(2) ไมเปนพษิตอเซลลเนือ้เยือ่
การทดสอบใหปฏบิตัติามภาคผนวก ข.

5.  การบรรจุ

5.1 ใหบรรจุ หลอดใหสารละลายแต ละหนวยในภาชนะหุ มหอที่ ผนึ กเรี ยบรอย สามารถรักษาสภาพ
ปราศจากเชือ้ไดตลอดระยะเวลาการเกบ็

6. เคร่ืองหมายและฉลาก

6.1 ที่ภาชนะหุมหอหลอดใหสารละลายทุกหนวย อยางนอยตองมีเลข อักษร หรือเครื่องหมาย แจงรายละเอียด
ตอไปนี้ ใหเห็นไดงาย ชัดเจน
(1) ชือ่ผลติภณัฑตามมาตรฐานนีห้รอืชือ่อืน่ทีส่ือ่ความหมายวาเปนผลิตภณัฑตามมาตรฐานนี้
(2) คําวา “ปราศจากเชื้อ”  “ปราศจากสารไพโรเจน”  และ “ใชไดครั้งเดียว”
(3) ขนาดระบขุองหลอดนอก  เปนมิลลิเมตร
(4) ความยาวใชงาน  เปนมลิลิเมตร
(5) อัตราการไหล  เปนมิลลิลติรตอนาที
(6) วิธทีําใหปราศจากเชือ้
(7) รหัสรุนทีท่ํา
(8) เดือน ปทีห่มดอายุ
(9) วิธีใช
(10) คําเตอืนหรือขอควรระวังในการใชและการทําลาย เชน หามใชเมือ่ภาชนะหุมหอชํารุด ควรแยกทําลาย

แบบขยะตดิเชือ้
(11) ชื่อผูทําหรอืโรงงานที่ทํา หรือเครือ่งหมายการคาทีจ่ดทะเบียน
หมายเหตุ ขอ (9) และขอ (10)  อาจทําเปนใบแทรกไวในกลองบรรจุก็ได

6.2 ที่กลองบรรจุหลอดใหสารละลายทุกกลอง  อยางนอยตองมีเลข อักษร หรือเครื่องหมาย แจงรายละเอียด
ตามขอ 6.1(1) ขอ 6.1(2) ขอ 6.1(6) ขอ 6.1(7) ขอ 6.1(8) ขอ 6.1 (11)  จํานวนเปนหนวย
และวิธีเก็บรักษาใหเห็นไดงาย  ชัดเจน

6.3 ในกรณทีีใ่ชภาษาตางประเทศดวย ตองมคีวามหมายตรงกบัภาษาไทยทีก่ําหนดขางตน
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7.  การชักตัวอยางและเกณฑตัดสิน

7.1 การชักตวัอยางและเกณฑตดัสิน  ใหเปนไปตามภาคผนวก ก.

8.  การทดสอบ

8.1 ใหใชวิธีที่กําหนดในมาตรฐานนี้หรือวิธีอื่นใดที่ใหผลเทียบเทา ในกรณีที่มีขอโตแยงใหใชวิธีที่กําหนด
ในมาตรฐานนีเ้ปนวธิตีดัสนิ

8.2 หากมิไดกําหนดไว เปนอยางอื่น น้ํากลั่ นและสารเคมีที่ ใชตองมีความบริสุทธิ์ เหมาะสมสําหรับใชใน
หองปฏบิตักิารวทิยาศาสตร

8.3 การทดสอบความทนการกัดกรอนของตวัเขม็
8.3.1 สารเคมี

8.3.1.1 สารละลายโซเดียมคลอไรด  0.5 โมลตอลิตร
8.3.2 วธิทีดสอบ

ใสสารละลายโซเดียมคลอไรดที่มีอุณหภูมิ (27  2) องศาเซลเซียส ลงในภาชนะแกวบอโรซิลิเคต
ใหมีปริมาณเพียงพอที่ จะแช เข็มนําของหลอดใหสารละลายตั วอย างลงไดประมาณครึ่ งหนึ่ ง
ของความยาวตัวเข็ม แชตัวเข็มเปนเวลา 7 ชั่วโมง  5 นาที โดยรักษาอุณหภูมิของสารละลายไวที่
(27  2) องศาเซลเซียส นําขึ้นมาเช็ดใหแหง แลวเปรียบเทียบรองรอยการกัดกรอนบนตัวเข็ม
สวนทีแ่ชกบัสวนทีไ่มไดแช

8.4 การทดสอบความแขง็แรงของรอยตอเชือ่มระหวางตวัเขม็กับฐานเข็ม
8.4.1 เครื่องมือ

8.4.1.1 เครื่องทดสอบแรงดึง (tensile-testing  apparatus) ที่ใหแรงไดไมนอยกวา 20 นิวตัน มีความแมน
 รอยละ  1

8.4.2 วธิทีดสอบ
8.4.2.1 วดัเสนผานศนูยกลางภายนอกของเข็มนําของหลอดใหสารละลายตวัอยาง
8.4.2.2 จับยึดตัวเข็มและฐานเข็มดวยอุปกรณจับยึดของเครื่องทดสอบแรงดึง เดินเครื่องใหเกิดแรงดึง

เข็ มนําด วยอั ตราเร็ ว 100 มิ ลลิ เมตรต อนาที  จนได แรง 10 นิ วตั น สําหรั บเข็ มนํา
ที่ มี เสนผานศูนยกลางภายนอกนอยกวา 0.6 มิลลิ เมตร และ 20 นิวตัน สําหรับเข็มนํา
ทีม่ีเสนผานศนูยกลางภายนอกตัง้แต 0.6 มิลลิเมตร ขึน้ไป แลวตรวจพนิิจ

8.4.2.3 เดินเครื่องใหเกิดแรงกดกับเข็มนําดวยอัตราเร็ว 100 มิลลิเมตรตอนาที จนไดแรง 10 นิวตัน
สําหรับเข็มนําที่ มี เสนผ านศูนยกลางภายนอกนอยกว า 0.6 มิลลิ เมตร และ 20 นิ วตัน
สําหรับเข็มนําที่มีเสนผานศูนยกลางภายนอกตัง้แต 0.6 มลิลิเมตร ขึน้ไป  แลวตรวจพนิิจ
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8.5 การทดสอบอตัราการไหล
8.5.1 อปุกรณ

8.5.1.1 ชุดทดสอบ ประกอบดวยภาชนะบรรจุน้ํากลั่นที่รักษาระดับน้ําใหคงที่ ตอกับสายสงและขอตอ
ในที่เปนไปตาม มอก.1387  สามารถใหน้ํากลั่นไหลไดในอัตรา (525  25) มิลลิลิตรตอนาที
(ดูรูปที่ 4)

8.5.1.2 กระบอกตวง ที่มีความแมน  รอยละ 1
8.5.1.3 นาฬกิาจบัเวลา

8.5.2 วธิทีดสอบ
8.5.2.1 เติมน้ํากลั่นลงในภาชนะบรรจุน้ําของชุดทดสอบ (ขอ 8.5.1.1) ปรับระดับน้ํากลั่นใหอยูสูงจาก

ขอตอใน (1 000  5) มิลลเิมตร  ตรวจสอบอตัราการไหล ใหเปนไปตามท่ีกําหนด (ขอ 8.5.1.1)
ตอหลอดนอกตวัอยางเขากับชดุทดสอบ

8.5.2.2 ปลอยใหน้ํากลั่นไหลผานหลอดนอกตัวอยาง เปนเวลาไมนอยกวา 30 วินาที รองรับน้ําที่ไหลผาน
หลอดนอกตัวอยางดวยกระบอกตวง  ชั่ งน้ําหนักหรือวัดปริมาตรน้ําที่ ไหลออกมาทดสอบ
เชนเดยีวกนันีจ้นครบ 3 ครั้ง  คํานวณคาเฉล่ียเปนมลิลิลิตรตอนาที
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1 ภาชนะบรรจนุ้าํกลัน่
2 น้าํกลัน่
3 ทางเขาของน้ํากล่ัน
4 ทางน้าํลน
5 สายสง
6 ขอตอใน ความเรียว รอยละ 6
7 หลอดนอกตัวอยาง
8 กระบอกตวง

หนวยเปนมลิลเิมตร

รปูที ่4  การทดสอบอตัราการไหล
(ขอ 8.5.1.1)
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8.6 การทดสอบการรัว่ซมึของสวนระบายอากาศ
8.6.1 อปุกรณ

8.6.1.1 ชดุทดสอบ ประกอบดวยภาชนะบรรจสุารละลายทดสอบทีร่กัษาระดบัของเหลวใหคงทีต่อกบัสายสง
ที่มีเสนผานศูนยกลางภายในไมนอยกวา 3 มิลลิเมตร มีตัวควบคุมการไหล ปดปลายสายดวย
ฝายางหรือวสัดอุื่นที่เหมาะสม

8.6.1.2 นาฬกิาจบัเวลา
8.6.2 สารละลายและวธิเีตรยีม

8.6.2.1 สารละลายและวธิเีตรยีม
(1) สารละลายทดสอบ

ผสมกลเีซอรอล ชัน้คุณภาพไมดอยกวาชัน้คณุภาพ USP 450 มลิลิลติร ในสารละลายโซเดยีม
คลอไรด 9 กรัมตอลิตร 550 มิลลิลิตร

8.6.3 วธิทีดสอบ
8.6.3.1 จัดชุดทดสอบตามรูปที่ 5 เติมสารละลายทดสอบอุณหภูมิ (27  2) องศาเซลเซียส   ลงในภาชนะ

บรรจุของเหลว เปดตัวควบคุมการไหลของชุดทดสอบใหสารละลายไหลผานสายสงจนเต็ม
ไลฟองอากาศออกจากสายใหหมด ปดตัวควบคุมการไหลพรอมท้ังปดฝายาง ที่ปลายสายใหสนิท
เช็ดใหแหง

8.6.3.2 ดึงเข็มนําพรอมสวนระบายอากาศออกจากหลอดใหสารละลายตัวอยาง นําไปแทงเขาในฝายาง
ของชุดทดสอบ ปรับใหระดับสารละลายอยูสูงกวาเข็มนําตัวอยาง (400  20) มิลลิเมตร
โดยใหเข็มนําพรอมสวนระบายอากาศอยูในแนวระนาบเบีย่งเบนไดไมเกิน 5 องศา

8.6.3.3 เปดตัวควบคุมการไหลของชุดทดสอบ  เริ่ มจับเวลาที่ สารละลายทดสอบไหลเขาในเข็มนํา
ตั วอย าง บั นทึ กเวลาที่ สารละลายทดสอบหยดแรกซึ มออกมาจากส วนระบายอากาศ
หรอืเวลาทีส่ารละลายทดสอบไหลเขามาจนเตม็สวนระบายอากาศ
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1 ภาชนะบรรจุสารละลายทดสอบ

2 ทางน้ำลน

3 ทางเขาของสารละลายทดสอบ

4 สารละลายทดสอบ

5 ตวัควบคุมการไหล

6 เข็มนำของหลอดใหสารละลายตวัอยาง

7 ฝายาง

8 สวนระบายอากาศของหลอดใหสารละลายตวัอยาง

9 สายสง

รปูที ่5  การทดสอบการรัว่ซมึของสวนระบายอากาศ
(ขอ 8.6.3.1)
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หนวยเปนมิลลิเมตร
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8.7 การทดสอบการทําลายเมด็เลือด
8.7.1 เครื่องมือ

(1) ตูอบ ที่ควบคุมอุณหภูมิไดที่ (70  2) องศาเซลเซียส
(2) สเปกโทรโฟโตมเิตอร ทีม่คีวามยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร
(3) เครื่องหมุนเหวี่ยง
(4) หมอนึ่งอัด
(5) ตูอบเพาะเชื้อ (incubator) ที่ควบคุมอุณหภูมิไดที่ (37  1) องศาเซลเซียส

8.7.2 สารละลาย สารเคม ีและวิธเีตรยีม
(1) สารละลายโซเดียมคลอไรดปราศจากเชื้อ รอยละ 0.9
(2) สารมาตรฐานอางอิงฮีโมโกลบนิ (haemoglobin reference standard) 6 มิลลกิรัมตอมิลลิลิตร
(3) สารละลายแดรบคนิ (Drabkin's  solution)

ละลายโซเดียมไบคารบอเนต 1 กรัม โพแทสเซียมไซยาไนด  0.05 กรัม และโพแทสเซียม
เฟรริไซยาไนด 0.2 กรัม ในน้ํากลั่น และเติมน้ํากลั่นจนปริมาตรเปน 1 000 มิลลิลิตร

8.7.3 การเตรยีมเลือดกระตาย
เจาะเลอืดกระตายอยางนอย 3 ตวั ผสมกับสารปองกนัการแขง็ตัวของเลือด เชน แอซิดซเิทรตเดกซโทรส
(acid citrate dextrose, ACD) ซิทริกฟอสเฟตเดกซโทรส (citric phosphate dextrose, CPD) แยกเก็บใน
ภาชนะเก็บเลือดของกระตายแตละตัวที่อุณหภูมิ (4  2) องศาเซลเซียส และควรนํามาทําการทดสอบ
ภายใน 96 ชั่วโมง

8.7.4 การเตรียมสารละลายทดสอบ
ตัดหลอดใหสารละลายตัวอยางอยางนอย 3 ชุด ใหไดชิ้นตัวอยางที่มีขนาดเทา ๆ กัน โดยประมาณ
นํามารวมกันและชั่ งใหไดน้ําหนักรวม 5 กรัม เติมสารละลายโซเดียมคลอไรด  25 มิลลิลิตร
อบในตูอบที่อุณหภูมิ (70  2) องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง ตั้งทิ้งไวใหเย็นจนถึงอุณหภูมิหอง

8.7.5 วธิทีดสอบ
8.7.5.1 การเตรยีมกราฟสอบเทยีบ

(1) เตรียมสารละลายสอบเทียบ โดยใชป เปตตดูดสารละลายมาตรฐานอางอิงฮีโมโกลบิน
10 มิลลลิิตร 5 มลิลิลิตร 2 มลิลิลติร 1 มิลลิลิตร และ 0.5 มลิลิลติร ใสลงในขวดแกวปริมาตร
ขนาด 100 มิลลิลิตร จํานวน 5 ใบ ตามลําดับ เจือจางดวยสารละลายแดรบคินจนถึงขีด
ปริมาตร  สารละลายที่ ได จะมีความเขมขน 0.6 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 0.3 มิลลิกรัม
ตอมิลลิลิตร 0.12 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 0.06 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และ 0.03 มิลลิกรัม
ตอมิลลิลติร ตามลําดบั

(2) วดัคาการดดูกลืนแสงของสารละลายสอบเทยีบแตละความเขมขน โดยใชสารละลายแดรบคนิ
เปนแบลงก

(3) สรางกราฟสอบเทียบระหวางความเขมขนของฮโีมโกลบนิมาตรฐาน เปนมิลลกิรัมตอมิลลิลติร
กบัคาการดดูกลืน
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8.7.5.2 การตรวจหาระดบัพลาสมาฮโีมโกลบนิในเลือด
(1) นําเลอืดกระตายในแตละภาชนะบรรจ ุตามขอ 8.7.3 ปริมาตร 1 มลิลิลิตร แยกใสลงในหลอด

หมุนเหวี่ยงและนําไปหมุนเหวี่ยงในแนวระดับดวยแรง 700 G ถึง 800 G เปนเวลา 15 นาที
(2) ดูดสวนใสดานบน (พลาสมา) 100 ไมโครลิตร เติมลงในสารละลายแดรบคิน 5.0 มิลลิลิตร

ตั้งทิ้งไว 15 นาที แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร โดยใช
สารละลายแดรบคนิเปนแบลงก

(3) นําคาการดูดกลืนแสงที่ไดไปเทียบกับกราฟสอบเทียบ  หาปริมาณฮีโมโกลบินในพลาสมา
ของเลอืดกระตายแตละตวั เปนมลิลิกรัมตอมิลลิลติร

(4) ถาเลือดกระตายตัวใดมีปริมาณฮีโมโกลบินในพลาสมาเกิน 1.0 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร
จะไมนําเลือดกระต ายตัวนั้ นมาใช ในการทดสอบตอไป และตองใชเลือดกระตายใน
การทดสอบ 3 ตัว

8.7.5.3 การเจือจางเลือด
(1) นาํเลอืดกระตายแตละตวัทีผ่านการทดสอบหาปรมิาณฮโีมโกลบนิในพลาสมาแลว 20 ไมโครลติร

เติมลงในสารละลายแดรบคิน 5.0  มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไว 15 นาที
(2) นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร โดยใชสารละลายแดรบคิน

เปนแบลงก นําคาการดดูกลืนแสงทีไ่ดไปเทยีบกบักราฟสอบเทยีบ หาปรมิาณฮโีมโกลบนิ
(3) เจือจางเลือดกระตายแตละตัวดวยสารละลายโซเดียมคลอไรดปราศจากเชื้อใหมีปริมาณ

ฮีโมโกลบินอยู ในชวง (25.0  2.5) มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เปนคาฮีโมโกลบินปรากฏ
(haemoglobin present)

8.7.5.4 การทดสอบตวัอยาง
(1) นําเลือดกระตายที่ไดจากขอ 8.7.5.3(3) มาตัวละ 5.0 มิลลิลิตร เติมสารละลายทดสอบ

4.0 มิลลิลิตร นําไปบมในตูอบที่อุณหภูมิ (37  1) องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 ชั่วโมง
(2) นําไปหมุนเหวี่ยงในแนวระดับ ดวยแรง 100 G ถึง 200 G เปนเวลา 15 นาที
(3) ดูดสวนใสดานบนออก ใสในหลอดหมุนเหวี่ยงหลอดใหม แลวนําไปหมุนเหวี่ยงดวยแรง

 700 G ถึง 800 G เปนเวลา 5 นาที ดูดสวนใสดานบนใสในหลอดแกวหลอดใหมแลวนําไป
หาคาดชันกีารแตกตวัของเมด็เลอืด
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8.7.5.5 การหาคาดัชนีการแตกตัวของเมด็เลอืด
(1) นําสวนใสจากขอ 8.7.5.4(3) 1.0 มิลลิลิตร เติมลงในสารละลายแดรบคิน 3.0 มิลลิลิตร

ทิ้งไว 15 นาที
(2) นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร โดยใชสารละลายแดรบคิน

เปนแบลงก นําคาการดูดกลืนแสงที่วัดไดไปเทียบกับกราฟสอบเทียบ หาปริมาณฮโีมโกลบิน
เปนคาฮโีมโกลบนิปลดปลอย (haemoglobin released)

(3) คํานวณคาดชันกีารแตกตัวของเมด็เลือดจากสตูร

ดัชนีการแตกตัวของเมด็เลอืด =                             100

(4) คาํนวณคาเฉลีย่ของดชันกีารแตกตวัของเมด็เลอืด  แลวเทยีบหาระดบัการแตกตวัของเมด็เลอืด
ตามตารางที่ 2

ตารางที ่2 ระดับการแตกตวัของเมด็เลอืด
(ขอ 8.7.5.5(4))

ฮโีมโกลบนิปลดปลอย
ฮโีมโกลบนิปรากฏ

ดัชนีการแตกตัวของเม็ดเลือด ระดับการแตกตัวของเม็ดเลือด

         0  ถึงนอยกวา    2           ไมมีการแตกตัว

         2  ถึงนอยกวา  10           มีการแตกตัวเล็กนอย

       10  ถึงนอยกวา  20           มีการแตกตัวปานกลาง

       20  ถึงนอยกวา  40           มีการแตกตัวอยางเห็นไดชัด

       40  ข้ึนไป               มีการแตกตัวอยางรุนแรง
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ภาคผนวก ก.

การชกัตวัอยางและเกณฑตดัสนิ
(ขอ 7.1)

ก.1 รุน ในที่นี้ หมายถึง หลอดใหสารละลายที่ทําจากวัสดุอยางเดียวกัน มีสวนประกอบเหมือนกัน และทําให
ปราศจากเชือ้ในคราวเดยีวกนั

ก.2 การชักตัวอยางและการยอมรับ ใหเปนไปตามแผนการชักตัวอยางที่กําหนดตอไปนี้  หรืออาจใชแผน
การชักตวัอยางอืน่ทีเ่ทยีบเทากนัทางวชิาการกับแผนทีก่ําหนดไว

ก.2.1 การชักตัวอยางสําหรับการทดสอบขนาดและเกณฑความคลาดเคลื่อน ลักษณะทั่ วไป การบรรจุ
และเคร่ืองหมายและฉลาก

ก.2.1.1 ใหชักตัวอยางโดยวิธีสุมจากรุนเดียวกันตามจํานวนที่กําหนดในตารางที่ ก.1 นําไปตรวจสอบ
การบรรจุ  เครื่องหมายและฉลาก และลักษณะทั่ วไปกอน แลวจึงทดสอบขนาดและเกณฑ
ความคลาดเคล่ือน

ก.2.1.2 จาํนวนตวัอยางทีไ่มเปนไปตามขอ 3. ขอ 4.1 ขอ 5. และขอ 6. ในแตละรายการ ตองไมเกนิเลขจาํนวน
ทีย่อมรับท่ีกําหนดในตารางที ่ก.1 จงึจะถือวาหลอดใหสารละลายรุนนัน้ เปนไปตามเกณฑทีก่ําหนด

ตารางที ่ก.1 แผนการชักตัวอยางสําหรับการทดสอบขนาดและเกณฑความคลาดเคลือ่น
ลกัษณะทัว่ไป  การบรรจุ  และเครื่องหมายและฉลาก

(ขอ ก.2.1)

ก.2.2 การชักตวัอยางและการยอมรับสําหรับการทดสอบเขม็นํา อัตราการไหล และการรัว่ซมึของอุปกรณระบาย
อากาศ

ก.2.2.1 ใหชักตัวอยางโดยวิธีสุมจากรุนเดียวกัน จํานวน 15 ชุด เพื่อใชทดสอบความทนการกัดกรอน
ของตัวเข็ม ความแข็งแรงของรอยตอเชื่อมระหวางตัวเข็มกับฐานเข็ม ปลายเข็ม อัตราการไหล
และการรัว่ซึมของอุปกรณระบายอากาศ รายการละ 3 ชุด

ก.2.2.2 ตัวอยางตองเปนไปตามขอ 4.2.1(1) ขอ 4.2.1(2) ขอ 4.2.2 ขอ 4.3  และขอ 4.4 จึงจะถือวา
หลอดใหสารละลายรุนนัน้เปนไปตามเกณฑทีก่ําหนด

ก.2.3 การชักตวัอยางและการยอมรบัสําหรับการทดสอบความปราศจากเชือ้

ขนาดรุน หนวยภาชนะบรรจุ

หนวยภาชนะบรรจุ ขนาดตัวอยาง

      ไมเกิน  35 000 5 0

       35 001  ขึ้นไป 13 1

เลขจํานวนที่ยอมรับ
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ก.2.3.1 ใหชักตัวอยางโดยวิธีสุมจากรุนเดียวกัน จํานวน 10 ชุด เพื่อใชทดสอบ 5 ชุด และสํารองไว
เพื่อการทดสอบซํ้า 5 ชุด

ก.2.3.2 ตัวอยางตองเปนไปตามขอ 4.5.1 จึงจะถือวาหลอดใหสารละลายรุนนัน้เปนไปตามเกณฑทีก่ําหนด
ก.2.4 การชักตวัอยางและการยอมรับสําหรับการทดสอบสารไพโรเจน การทําลายเมด็เลือด และความเปนพษิ

ก.2.4.1 ใหชักตัวอยางโดยวิธีสุมจากรุนเดียวกัน จํานวน 15 ชุด เพื่อใชทดสอบรายการละ 5 ชุด
ก.2.4.2 ตัวอยางตองเปนไปตามขอ 4.5.2 ขอ 4.5.3 และขอ 4.5.4  จึงจะถือวาหลอดใหสารละลาย

รุนนัน้เปนไปตามเกณฑทีก่ําหนด
ก.3 เกณฑตดัสนิ

ตัวอยางหลอดใหสารละลายตองเปนไปตามขอ ก.2.1.2  ขอ ก.2.2.2 ขอ ก.2.3.2 และขอ ก.2.4.2 ทุกขอ
จงึจะถอืวาหลอดใหสารละลายรุนนัน้เปนไปตามมาตรฐานผลติภณัฑอตุสาหกรรมนี้
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ภาคผนวก ข.

การทดสอบความเปนพษิ
(ขอ 4.5.4)

ข.1 การทดสอบความเปนพษิอยางเฉยีบพลนัตอสตัวทดลอง
ข.1.1 เครื่องมือ

ข.1.1.1 ตูอบ ที่ควบคุมอุณหภูมิไดที่ (70  2) องศาเซลเซียส
ข.1.2 สารละลาย

ข.1.2.1 สารละลายโซเดียมคลอไรดปราศจากเชื้อ รอยละ 0.9
ข.1.3 การเตรยีมสารละลายทดสอบและสารละลายแบลงก

ข.1.3.1 ตัดหลอดใหสารละลายตัวอยางอยางนอย 3 ชุด ใหไดชิ้นตัวอยางที่มีขนาดเทา ๆ กันโดยประมาณ
นํามารวมกันและชั่งใหไดน้ําหนักรวม 5 กรัม เติมสารละลายโซเดียมคลอไรด 25 มิลลิลิตร
อบในตูอบที่อุณหภูมิ (70  2) องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง ตั้งทิ้งไวใหเย็นจนถึง
อุณหภูมิหอง

ข.1.3.2 ใหใชสารละลายโซเดยีมคลอไรด เปนสารละลายแบลงก
ข.1.4 วธิทีดสอบ

ข.1.4.1 แบงหนูทดสอบท่ีมีสุขภาพดีและไมเคยใชทดสอบมากอน มีน้ําหนักระหวาง 17 กรัม ถึง 23 กรัม
จํานวน 10 ตัว ออกเปน 2 กลุม กลุมละ 5 ตัว

ข.1.4.2 ฉีดสารละลายทดสอบและสารละลายแบลงกเขาทางเสนเลือดดําของหนูทดสอบกลุ มที่  1
และกลุมท่ี 2 ตามลําดับ ตัวละ 1.0 มิลลิลิตร แลวปลอยไวเปนเวลา 72 ชั่วโมง

ข.1.4.3 สังเกตอาการของหนูแตละกลุม หลังฉีดทันที ท่ี 24 ชั่วโมง 48 ชั่งโมง และ 72 ชั่วโมง หลังฉีด
ข.1.5 เกณฑตดัสนิ

ข.1.5.1 ถาหนูทดสอบกลุมที่ฉีดดวยสารละลายทดสอบทั้ง 5 ตัว ไมตายและตัวใดตัวหนึ่งไมมีอาการ
ปวยมากกวาที่ฉีดดวยสารละลายแบลงก ใหถือวาหลอดใหสารละลายตัวอยางไมเปนพิษอยาง
เฉยีบพลนัตอสตัวทดลอง

ข.1.5.2 ถาหนูทดสอบกลุ มที่ฉีดดวยสารละลายทดสอบแสดงอาการปวยมากกวา 1 ตัว หรือมีหนู
ทดสอบตัวใดตัวหนึ่งตาย ใหทดสอบซ้ําอีกครั้งหนึ่ง โดยใชหนูทดสอบท่ีมีสมบัติตามขอ ข.1.4.1
แตมีน้ําหนัก (20  1) กรัม กลุมละ 10 ตัว หนูทดสอบกลุมที่ฉีดดวยสารละลายทดสอบทั้ง
10 ตัว ตองไมตายและไมแสดงอาการปวย หรือแสดงอาการปวยที่ ไมมากกวาที่ ฉีดด วย
สารละลายแบลงก จงึจะถอืวาหลอดใหสารละลายตวัอยางไมเปนพิษอยางเฉยีบพลันตอสตัวทดลอง

ข.2 การทดสอบความเปนพิษตอเซลลเนือ้เยือ่ (cytotoxicity  testing)
การทดสอบความเปนพษิตอเซลลเนือ้เยือ่ ใหใชวธิทีดสอบทีก่ําหนดตอไปนีห้รอือาจใชวธิทีดสอบอืน่ทีเ่ทยีบเทา
ตามที่กําหนดใน ISO 10993-5 ในกรณีทีม่ีขอโตแยงใหใชวิธทีดสอบที่กําหนดตอไปนีเ้ปนวธิีตัดสิน
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ข.2.1 เครือ่งมอืและอุปกรณ
ข.2.1.1 เครื่องมือและอุปกรณที่จําเปนสําหรับเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ ไดแก ตูลามินารแอรโฟลว (laminar

airflow hood) ตูอบเพาะเชื้อชนิดคารบอนไดออกไซด กลองจุลทรรศน เครื่องนับเม็ดเลือด
(haemocytometer)

ข.2.1.2 อุปกรณฆาเชื้อ ไดแก หมอนึ่งอัด ตูอบ
ข.2.1.3 ถาดเลี้ยงเซลลขนาด 24 หลุม
ข.2.1.4 ขวดแกวฝาเกลียวสําหรบัสกัดตวัอยาง
ข.2.1.5 ขวดเพาะเลี้ยงเซลลเนื้อเยื่อ (tissue culture flask) ขนาดพื้นที่ 75 ตารางเซนติเมตร

ข.2.2 สารละลายและวธิเีตรยีม
ข.2.2.1 สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอรทีป่ราศจากเชือ้

ละลายโพแทสเซียมคลอไรด 0.2 กรัม โพแทสเซยีมไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.2 กรัม โซเดียมคลอไรด
8.0 กรัม และแอนไฮดรัสไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 1.15 กรัม ในน้ํากลั่นและเติมน้ํากลั่น
จนปริมาตรเปน  1 000  มิลลิลิตร ทําใหปราศจากเชื้อโดยการนึ่งฆาเชื้อในหมอนึ่งอัดที่อุณหภูมิ
(121  2) องศาเซลเซี ยส เปนเวลา 15 นาที  หรือกรองผ านแผนกรองขนาดรู เปด
0.22 ไมโครเมตร

ข.2.2.2 สารละลายโซเดยีมไบคารบอเนตปราศจากเชือ้ 100 กรัมตอลิตร
ข.2.2.3 สารละลายทริปซิน (trypsin) ปราศจากเชื้อ 0.5 กรัมตอลิตร
ข.2.2.4 สารละลายกลูทามีน (glutamine) ปราศจากเชื้อ 29.2 กรัมตอลิตร
ข.2.2.5 อาหารเลี้ยงเซลลอีเกิลลเอ็มอีเอ็ม (Eagle's MEM)
ข.2.2.6 อาหารเลีย้งเซลลสําหรับการเจรญิเติบโตและอาหารเลีย้งเซลลสําหรับสกัดตัวอยาง

เติมสารละลายกลูทามีน 1 มิลลิลิตร สารละลายโซเดียมไบคารบอเนต 1.2 มิลลิลิตร
เซรุมฟทัลโบไวน (fetal bovine serum) 5 มิลลิลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเซลลอีเกิลลเอ็มอีเอ็ม
100 มิลลิลิตร โดยวิธีปราศจากเชื้อ เก็บไวในขวดแกวฝาเกลียวที่อุณหภูมิ 2 องศาเซลเซียส
ถึง 8 องศาเซลเซียส เก็บไวไดไมเกิน 1 สัปดาห

ข.2.2.7 สารละลายฟอรมาลนิ-คริสทลัไวโอเลต (formalin-crystal violet)
ละลายคริสทัลไวโอเลต 500 มิลลิกรัม ดวยสารละลายฟอรมาลดีไฮด (BP) 10 มิลลิลิตร
และสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 90 มลิลิลิตร เก็บไวท่ีอณุหภูมหิอง

ข.2.2.8 สียอมทริปแพนบลู (trypan blue stain) 4.0 กรัมตอลิตร
ข.2.2.9 สารละลายซงิกแอซีเทต 200 มิลลกิรัมตอลิตร

ละลายซิงกแอซีเทต 20.14 มิลลิกรัม ในสารละลายโซเดียมคลอไรด รอยละ 0.9 ปริมาตร
30 มิลลลิิตร และทําใหปราศจากเชือ้โดยกรองผานแผนกรองขนาดรเูปด 0.22 ไมโครเมตร

ข.2.2.10 การควบคมุเชงิบวก
- สารเคมีควบคมุเชิงบวก (positive chemical control)

เจือจางสารละลายซิงกแอซีเทต 200 มิลลิกรัมตอลิตร ดวยอาหารเลี้ ยงเซลลสําหรับสกัด
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ตัวอยางใหไดความเขมขน 8 มิลลิกรัมตอลิตร
- วสัดุควบคมุเชงิบวก (positive material control)

แผนพลาสติกท่ีมซีิงกไดเอทิลไดไทโอคารบาเมต รอยละ 0.1
ข.2.2.11 การควบคมุเชงิลบ

- สารเคมคีวบคมุเชงิลบ (negative chemical control)
เจือจางสารละลายซิงกแอซีเทต 200 มิลลิกรัมตอลิตร ดวยอาหารเลี้ ยงเซลลสําหรับสกัด
ตัวอยางใหไดความเขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร

- วสัดคุวบคมุเชิงลบ (negative material control)
พลาสติก เชน พอลิเอทิลีน พอลิโพรพิลีน หรือแผนยาง ที่ปราศจากสารเติมแตง

ข.2.3 การเตรียมเซลลเนื้อเยือ่
ข.2.3.1 การเตรียมสารแขวนลอยของเซลลเนื้อเยื่อ (cell suspension)

นําเซลลเนื้อเยื่อ L-929 (ATCC cell line CCL 1, NCTC clone 929) ที่เพาะเลี้ยงไวในขวด
เพาะเลี้ยงเซลล ขนาดพื้นที่  75 ตารางเซนติเมตร มาลางดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร
เติมสารละลายทริปซิน 1 มิลลิลิตร และอบในตูอบเพาะเชื้อท่ีอุณหภูมิ (37  1) องศาเซลเซียส
เปนเวลา 3 นาที ถึง 5 นาที เคาะขวดเบา ๆ จนเซลลหลุดรอนจากพื้นผิวขวด แลวจึงเติมอาหาร
เลี้ยงเซลลสําหรับการเจริญเติบโต 3 มิลลิลิตร ถึง 5 มิลลิลิตร ลงในขวด เขยาขวดใหไดสาร
แขวนลอยของเซลลที่ เปนเนื้อเดียวกัน นําสารแขวนลอยที่ ไดนี้ ไปวัดความเขมขนของเซลล
โดยดูดสารแขวนลอยของเซลล 0.1 มิลลิลิตร มาผสมกับสียอมทริปแพนบลู 0.1 มิลลิลิตร
ทิ้งไว 1 นาที แลวนับจํานวนเซลลท่ีมีชีวิต พรอมท้ังคํานวณความเขมขนของเซลลในสารแขวนลอย
โดยใช เครื่ องนั บเม็ ดเลื อด เจื อจางสารแขวนลอยของเซลล นี้ ด วยอาหารเลี้ ยงเซลล
สําหรับการเจริญเติบโต ใหไดความเขมขน 3 105 เซลลตอ 1 มิลลิลิตร

ข.2.3.2 นําเซลลเนื้อเยื่อที่มีความเขมขน 3  105 เซลลตอ 1 มิลลิลิตร เติมลงในถาดเลี้ยงเซลลขนาด
24 หลุม  หลุมละ 0.5 มิลลิลิตร  แลวนําไปอบในตูอบเพาะเชื้อชนิดคารบอนไดออกไซดที่อุณหภูมิ
(37 ± 1) องศาเซลเซียส เปนเวลาไมนอยกวา 1 วัน จนเซลลโตเปนชั้นเดี่ยว (monolayer)
อยางน อยรอยละ 80 ของพื้นที่เลี้ยงเซลล

ข.2.4 วธิทีดสอบ
ข.2.4.1 การเตรยีมสารละลายทดสอบและสารละลายควบคมุ

(1) การเตรียมสารละลายทดสอบ
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ตัดสวนต าง ๆ ของหลอดใหสารละลายตัวอย างที่ ล างและนึ่ งฆ าเชื้ อ ในหมอนึ่ งอัด
แลวใสลงในขวดแกวฝาเกลียวสําหรับสกัดตัวอยาง เติมอาหารเลีย้งเซลลสําหรับสกดัตัวอยาง
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ตอตัวอยาง 1 กรัม นําไปอบในตูอบเพาะเชื้อชนิดคารบอนไดออกไซด
ที่ อุณหภูมิ (37  1) องศาเซลเซียส เปนเวลา (24  1) ชั่ วโมง เขยาขวดเปนระยะ
สารละลายที่ไดเปนสารละลายทดสอบรอยละ 100 เตรียมสารละลายทดสอบ รอยละ 66
รอยละ 44 รอยละ 30  และรอยละ 20 จากสารละลายทดสอบรอยละ 100 โดยเจือจาง
เปนอนุกรม  (serial dilution)  ดวยอาหารเลีย้งเซลลสําหรับสกัดตวัอยางในอตัราสวน  2 : 1
ตามลาํดบั

(2) การเตรียมสารละลายควบคุม เลือกขอใดขอหนึง่ดังนี้
(2.1) เตรียมสารละลายวัสดุควบคุมเชิงบวกและสารละลายวสัดคุวบคุมเชิงลบ  โดยสกัด

วัสดุควบคุมเชิงบวกและวสัดคุวบคมุเชิงลบ ตามวิธใีนขอ ข.2.4.1(1)
(2.2) เตรียมสารเคมีควบคุมเชิงบวกและสารเคมีควบคุมเชิงลบ ตามขอ ข.2.2.10

และขอ ข.2.2.11 ตามลําดับ
ข.2.4.2 ดดูอาหารเลีย้งเซลลในถาดเล้ียงเซลลแตละหลุมออก
ข.2.4.3 เติมสารละลายทดสอบความเขมขนตาง ๆ และสารละลายควบคุม ดังตอไปนี้ ลงสัมผัสกับเซลล

เนื้อเยื่อเพาะเลี้ยง หลุมละ 0.5 มิลลิลิตร โดยเติมชนิดละ 3 หลุม
(1) สารละลายทดสอบ ความเขมขนรอยละ 100 รอยละ 66 รอยละ 44 รอยละ 30  และรอยละ

20 ตามลําดับ
(2) สารละลายวสัดคุวบคุมเชงิบวกหรอืสารเคมคีวบคมุเชงิบวก
(3) สารละลายวสัดคุวบคมุเชงิลบหรอืสารเคมคีวบคมุเชงิลบ
(4) อาหารเลีย้งเซลลสําหรับสกัดตัวอยางเพือ่ใชเปนแบลงก

ข.2.4.4 นําถาดเลี้ ยงเซลลไปอบในตู อบเพาะเชื้ อชนิดคารบอนไดออกไซดที่ อุณหภูมิ  (37  1)
องศาเซลเซียส เมื่อครบเวลา 24 ชั่วโมง และ 48 ชั่วโมง ใหประเมินผลตามวิธีในขอ ข.2.5

ข.2.5 การประเมนิผล
หลงัจากปลอยใหเซลลเนือ้เยือ่เพาะเลีย้งในถาดเลีย้งเซลล สมัผสักับสารละลายทดสอบ สารละลายควบคมุ
และแบลงก เปนเวลา 24 ชั่วโมง และ 48 ชั่วโมง แลว ดูความเปนพิษที่เกิดกับเซลล โดยดูลักษณะ
ของเซลลดวยกลองจุลทรรศน บันทึกการตายของเซลล การเปลี่ยนแปลงรูปราง (morphological
change) และความหนาแนนของเซลลท่ีมีชีวติ (cell density) แลวประเมนิผลตามตารางที ่ข.1
หลังจากบันทึกผลท่ี 48 ชั่วโมงแลว ใหยึด (fix) และยอมสีเซลลติดถาดเลี้ยงเซลลดวยสารละลาย
ฟอรมาลนิ-คริสทัลไวโอเลต เพือ่เกบ็ไวเปนหลกัฐานสําหรับการตรวจสอบ
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ตารางที ่ข.1 การประเมนิระดบัความเปนพษิของเซลลเนือ้เยือ่
(ขอ ข.2.5)

ข.2.6 การแปลผล
ข.2.6.1 การทดสอบจะมีผลเชือ่ถือไดตอเมื่อ

(1) แบลงก และสารเคมีควบคุมเชิงลบหรือสารละลายวัสดุควบคุมเชิงลบไมเปนพิษตอเซลล
(ความเปนพษิระดบั 0)

(2) สารเคมีควบคุมเชิงบวกหรือสารละลายวัสดุควบคุมเชิงบวก มีความเปนพิษตอเซลลระดับ
3 ขึ้นไป

ข.2.7 เกณฑตดัสนิ
ผลการทดสอบจะถอืวาตวัอยางไมเปนพษิตอเซลลเนื้อเยื่อ เมื่อเปนไปตามขอใดขอหนึง่ ดังนี้
(1) สารละลายทดสอบรอยละ 100 มีความเปนพิษตอเซลลไมมากกวาระดบั 2
(2) สารละลายทดสอบรอยละ 44 มคีวามเปนพิษตอเซลลในระดับ 0

ระดับ ปฏิกิริยา สภาพของเซลลเนื้อเย่ือเพาะเลี้ยง

0 ไมเปนพิษ พบเซลลแผเปนชั้นเดี่ยว  มีเม็ดอินทราไซโทพลาสมิก (intracytoplasmic granule)

กระจายอยูในเซลลตามปกติ ไมพบการแตกทําลายของเซลล

1 เปนพิษนอยมาก พบเซลลมีลักษณะกลม ใกลหลุดออกจากพื้นผิวไมเกินรอยละ 20  อาจพบการแตก

ทําลายของเซลลไดบาง

2 เปนพิษนอย พบเซลลมีลักษณะกลมไมเกินรอยละ 50  อาจพบการแตกทําลายของเซลล 

แตไมรุนแรงและไมพบชองวางระหวางเซลลชั้นเดี่ยว

3 เปนพิษปานกลาง พบเซลลมีลักษณะกลมหรือพบการแตกทําลายของเซลลไมเกินรอยละ 70

4 เปนพิษอยางรุนแรง พบการทําลายของเซลลชั้นเดี่ยวเกือบทั้งหมดหรือทั้งหมด


