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มาตรฐานผลิตภณัฑอตุสาหกรรม

สายตอใชในการแพทย

1.  ขอบขาย
1.1 มาตรฐานผลิตภณัฑอตุสาหกรรมน้ีครอบคลุมเฉพาะสายตอใชในการแพทยซึง่ใชงานคร้ังเดียว

2.  บทนิยาม
ความหมายของคำทีใ่ชในมาตรฐานผลติภณัฑอตุสาหกรรมนี ้ มดีงัตอไปนี้

2.1 สายตอใชในการแพทย  ซึง่ตอไปในมาตรฐานนีจ้ะเรยีกวา “สายตอ”  หมายถงึ อปุกรณทีใ่ชรวมกับอุปกรณอืน่

เพื่อนำผลิตภัณฑเภสัชหรือสวนประกอบของเลือดเขาสูรางกายทางหลอดเลือด หรือนำเลือดเขาสูรางกาย

หรอืออกจากรางกาย ดงัตัวอยางในรปูท่ี 1

2.2 ฝาปด (cover) หมายถึง สวนประกอบท่ีใชปดขอตอนอกของสายตอ และเปดออกไดเมื่อตองการใชงาน

อาจเช่ือมติดกับขอตอนอกหรือถอดแยกจากกันได

2.3 ขอตอนอก (female conical fitting)  หมายถงึ ขอตอรปูกรวยสำหรบัตอเขากบักระบอกฉดียา ขอตอในของ

ชดุใหเลอืด ชดุใหสารละลายทางหลอดเลอืด หรอืขอตอสามทาง ทำจากวสัดคุงรปู วัสดกุึง่คงรูป หรอืวสัดุ

ทีด่ดังอหรอืยดืหยนุได

2.4 ขอตอใน (male conical fitting)  หมายถงึ ขอตอสำหรบัตอเขากบัเข็มฉีดยา ชดุปกผเีสือ้ ขอตอนอกของ

ขอตอสามทาง หลอดหมุเข็มฉดียา (over-needle peripheral catheter) หรอือุปกรณอืน่ในลักษณะเดียวกัน
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รปูที ่1 ตวัอยางสายตอ
(ขอ 2.1)

3. ความจุ ขนาดและเกณฑความคลาดเคล่ือน
3.1 ความจุและเกณฑความคลาดเคล่ือน

ใหเปนไปตามทีร่ะบไุวทีฉ่ลาก  โดยมเีกณฑความคลาดเคลือ่นรอยละ ± 5

การทดสอบใหปฏบิตัติามขอ 8.3

3.2 ขนาดและเกณฑความคลาดเคลือ่น

3.2.1 ความยาว

ใหเปนไปตามทีร่ะบไุวทีฉ่ลาก  โดยมเีกณฑความคลาดเคลือ่นรอยละ ± 10

การทดสอบใหวัดดวยเคร่ืองวัดท่ีอานคาไดละเอยีดถึง 1 มลิลเิมตร  โดยวัดจากปลายนอกของขอตอนอก

ถงึปลายนอกของขอตอใน  ไมรวมฝาปดและปลอกหมุขอตอใน

3.2.2 ขอตอนอก (เฉพาะกรณทีีท่ำจากวสัดคุงรูปหรอืกึง่คงรปู)

ม ี2 แบบ คือ

3.2.2.1 แบบธรรมดา มติเิปนไปตามรูปท่ี 2

3.2.2.2 แบบลอ็ก มติเิปนไปตามรปูที ่3

การทดสอบใหปฏบิตัติาม มอก.1387  เลม 1  หรอืเลม 2

หมายเหตุ ขอตอนอกท่ีทำจากวัสดทุีด่ดังอหรือยดืหยนุไดไมตองทดสอบมิต ิ   แตใหทดสอบการใชงานของ

ขอตอนอก

1  ปลอกหมุขอตอใน

2  ขอตอใน

3  ฝาปด

4  ขอตอนอก

5  สายสง

1

2

5

3

4
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หนวยเปนมิลลเิมตร

 รปูที ่2  ขอตอนอกรปูกรวยแบบธรรมดา
(ขอ 3.2.2)

หนวยเปนมิลลเิมตร

รปูที ่3 ขอตอนอกรปูกรวยแบบลอ็ก
(ขอ 3.2.2)

3.2.3 ขอตอใน

เม่ือทดสอบตามขอ 8.4 แลว  ปลายดานเล็กของขอตอในตองอยูระหวางระนาบ A กับระนาบ B

ของเคร่ืองมือวัด
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4. คณุลักษณะทีต่องการ
4.1 ลกัษณะทัว่ไป

4.1.1 ตองสะอาดและไมมตีำหนทิีอ่าจเปนผลเสยีตอการใชงาน

4.1.2 ขอตอนอกตองสวมไดสนทิกบัอปุกรณอืน่ท่ีใชประกอบเขาดวยกัน มฝีาปดไดสนทิ ไมหลดุออกกอนใชงาน

4.1.3 สายสงตองทำจากวสัดทุีโ่คงงอได โดยไมเสยีรูปเม่ือใชงาน ผิวตองเรียบ ไมมสี ีนอกจากสีตามธรรมชาติ

ของวัสดทุีใ่ช และตองเหน็ฟองอากาศในของเหลวทีอ่ยภูายในไดชดัเจนขณะใชงาน

4.1.4 ขอตอในตองสวมไดสนิทกบัอปุกรณอืน่ท่ีใชประกอบเขาดวยกัน มปีลอกหมุสวมไดพอดี  ไมหลดุออก

กอนใชงาน  และถอดออกไดงาย

การทดสอบใหทำโดยการตรวจพินิจ

4.2 คุณลกัษณะทางฟสกิส

4.2.1 รอยตอเชื่อม

เม่ือทดสอบดวยแรงดงึสถติ 15 นิวตัน เปนเวลา 15 วินาท ีแลว รอยตอเชือ่มทกุตำแหนงตองไมหลดุ

ออกจากกันหรือฉีกขาด

4.2.2 การรัว่ซมึ

เม่ือทดสอบตามขอ 8.5 แลว ตองไมรัว่ซึม

4.2.3 การใชงานของขอตอนอก (เฉพาะกรณทีีท่ำจากวสัดุทีด่ดังอหรอืยดืหยนุได)

เมือ่ทดสอบตามขอ 8.6 แลว บรเิวณขอตอนอกตองไมรัว่ซมึ

4.3 คุณลกัษณะทางเคมี

เมือ่ทดสอบตามขอ 8.7 แลว สารละลายทีส่กดัไดตองมสีมบตัดิงัน้ี

4.3.1 ลกัษณะทัว่ไป

ใสไมมสีี

4.3.2 สารรีดวิส (reducing or oxidizable matter)

ปริมาณสารละลายโพแทสเซียมเพอรแมงกาเนต 0.002 โมลตอลิตร ที่ใชทำปฏิกิริยาตองไมเกิน 2.0

มลิลลิติร

4.3.3 โลหะหนกั

ปริมาณแบเรยีม โครเมียม ทองแดง ตะกัว่ และดบีกุ รวมกัน ตองไมเกนิ 1 ไมโครกรัมตอสารละลายทีส่กดัได

1 มลิลลิติร

ปรมิาณแคดเมยีมตองไมเกนิ 0.1 ไมโครกรมัตอสารละลายทีส่กดัได 1 มลิลลิติร

4.3.4   ความเปนกรด-ดาง

ผลตางระหวางคาความเปนกรด-ดางของสารละลายทีส่กดัไดกบัสารละลายแบลงก ตองนอยกวา 2

4.3.5 กากทีไ่มระเหย (non-volatile residue)

ตองไมเกนิ 5 มลิลกิรมั
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4.3.6 การดดูกลนืแสง

คาการดดูกลนืแสงทีค่วามยาวคล่ืนใด ๆ ระหวาง 250 นาโนเมตร กบั 320 นาโนเมตร ตองไมเกนิ 0.1

4.4 คุณลกัษณะทางชวีภาพ

4.4.1 ความปราศจากเชือ้

เมือ่ทดสอบตาม USP หวัขอ 〈71〉 Sterility Tests แลว ตองไมพบเชือ้จลุนิทรีย

4.4.2 สารไพโรเจน

ตองเปนไปตามขอใดขอหนึง่ดังตอไปน้ี

(1) ไมมสีารไพโรเจน  หรอื

(2) เมือ่ระดบัชวีพษิภายในตวั (endotoxin) ไมเกนิ 20.0 หนวยตอชดุ ถอืวาไมมสีารไพโรเจน

การทดสอบใหปฏบิตัติาม USP หวัขอ 〈151〉 Pyrogen Test หรอื 〈85〉 Bacterial Endotoxins Test

4.4.3 การทำลายเมด็เลอืด

เมือ่ทดสอบตามขอ 8.8 แลว  เมด็เลอืดตองไมแตกตวั

4.4.4 ความเปนพษิ

ตองเปนไปตามขอใดขอหนึง่ดังตอไปน้ี

(1) ไมเปนพษิอยางเฉียบพลนัตอสตัวทดลอง  หรอื

(2) ไมเปนพษิตอเซลล

การทดสอบใหปฏบิตัติามภาคผนวก ข.

5. การบรรจุ
5.1 ใหบรรจสุายตอแตละชดุในภาชนะหมุหอทีผ่นึกเรยีบรอย สามารถรกัษาสภาพปราศจากเชือ้ไดตลอดระยะเวลา

การเกบ็ และผลติภณัฑตองไมหกัพบัหรอืบดิงอจนเปนผลเสยีหายตอการใชงาน

6. เครือ่งหมายและฉลาก
6.1 ที่ภาชนะหุมหอสายตอทุกหนวย อยางนอยตองมีเลข อักษร หรือเครื่องหมาย แจงรายละเอียดตอไปนี้

ใหเหน็ไดงาย ชดัเจน

(1) ชือ่ผลติภณัฑตามมาตรฐานน้ี

(2) คำวา “ปราศจากเชือ้” และ “ปราศจากสารไพโรเจน” และ “ใชไดคร้ังเดียว”

(3) ความจุ  เปนมิลลลิติร

(4) ความยาว   เปนมิลลเิมตรหรอืเซนติเมตร

(5) ระบวิุธทีำใหปราศจากเชือ้ เชน EtO gas

(6) เดอืน ปทีท่ำ และรหสัรนุท่ีทำ

(7) เดอืน ปทีห่มดอายุ

(8) วิธใีช

(9) คำเตอืนหรอืขอควรระวงัในการใชและการทำลาย  เชน  หามใชเมือ่ภาชนะหมุหอชำรดุ ควรแยกทำลาย

แบบขยะติดเชือ้

(10) ชือ่ผทูำหรอืโรงงานทีท่ำ พรอมสถานทีต่ัง้  หรอืเครือ่งหมายการคาทีจ่ดทะเบยีน
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6.2 ทีก่ลองบรรจุสายตอทกุหนวย  อยางนอยตองมีเลข อกัษร หรอืเคร่ืองหมาย แจงรายละเอียดตามขอ 6.1(1)

ขอ 6.1(2)  ขอ 6.1(5)  ขอ 6.1(6)  ขอ 6.1(7)  ขอ 6.1 (10)  จำนวนเปนชุด  และวธิเีกบ็รกัษาใหเหน็

ไดงาย ชดัเจน

6.3   ในกรณทีีใ่ชภาษาตางประเทศ  ตองมคีวามหมายตรงกบัภาษาไทยทีก่ำหนดขางตน

7. การชกัตวัอยางและเกณฑตดัสิน
7.1 การชกัตวัอยางและเกณฑตดัสนิ  ใหเปนไปตามภาคผนวก ก.

8. การทดสอบ
8.1 ใหใชวิธวิีเคราะหทีก่ำหนดในมาตรฐานนีห้รอืวธิอีืน่ใดทีใ่หผลเทยีบเทา ในกรณทีีม่ขีอโตแยงใหใชวิธทีีก่ำหนด

ในมาตรฐานน้ีเปนวิธตีดัสนิ

8.2 หากมไิดกำหนดไวเปนอยางอืน่ น้ำกลัน่และสารเคมทีีใ่ชตองมคีวามบรสิทุธิเ์หมาะสมสำหรบัใชในหองปฏบิตักิาร

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 ขนาดไมนอยกวา 5 มลิลลิติร

8.3.2 วิธทีดสอบ

8.3.2.1 ปลดฝาปดท่ีปดขอตอนอกและปลอกหมุขอตอในของสายตอตวัอยางออก

8.3.2.2 ชัง่สายตอตวัอยางและกระบอกฉดียาบนภาชนะรองรบัทีเ่หมาะสม

8.3.2.3 ใชกระบอกฉีดยาดูดน้ำกลั่นจนเต็ม แลวตอเขากับขอตอนอกของสายตอตัวอยาง ฉีดน้ำกลั่นจาก

กระบอกฉีดยาเขาไปในสายตอตัวอยางจนหมด โดยตองมีน้ำกลั่นบรรจุจนเต็มสายตอตัวอยาง

และไมมีฟองอากาศคางอยูภายใน เช็ดภายนอกสายตอตัวอยางและกระบอกฉีดยาจนแหง

แลวนำไปช่ังอกีครัง้บนภาชนะรองรบัเดิม
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8.3.2.4 คำนวณความจุของสายตอจากสตูร

(m2-m1)

  ρ
เมื่อ A คือ ความจุของสายตอ เปนมิลลลิติร

m2 คือ คาทีช่ัง่ไดตามขอ 8.3.2.3  เปนกรัม

m1 คือ คาทีช่ัง่ไดตามขอ 8.3.2.2  เปนกรัม

ρ คือ ความหนาแนนของน้ำ เปนกรมัตอมลิลลิติร

8.4 การทดสอบขอตอใน

8.4.1 เคร่ืองมือ

8.4.1.1 เครือ่งมอืวัดรูปกรวย ความเรยีว 0.06: 1 ดงัรปูที ่4

8.4.2 วิธทีดสอบ

สวมขอตอในของสายตอตวัอยางเขากบัเครือ่งมอืวัดรูปกรวยดวยแรงในแนวแกน 5 นิวตัน โดยไมตองบดิ

แลวตรวจตำแหนงของปลายดานเลก็ของขอตอใน

หนวยเปนมิลลเิมตร

รปูที ่4  มติเิครือ่งมอืวดัรปูกรวย ความเรยีว 0.06 : 1
(ขอ 8.4.1.1)

8.5 การทดสอบการรัว่ซมึ

8.5.1 เคร่ืองมือ

8.5.1.1 เคร่ืองอดัอากาศ ทีอ่ดัอากาศใหไดความดันไมนอยกวา 50 กโิลพาสคลั

8.5.1.2 อางน้ำ ทีบ่รรจุน้ำอณุหภมูริะหวาง 20 องศาเซลเซยีส กบั 30 องศาเซลเซยีส

8.5.1.3 อปุกรณทีเ่หมาะสมสำหรบัปดขอตอใน
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8.5.2 วิธทีดสอบ

8.5.2.1 ตอขอตอนอกของสายตอตัวอยางเขากับเคร่ืองอัดอากาศ  ปดปลายขอตอในของสายตอตัวอยาง

ใหสนิทดวยฝาปดที่บรรจุมาพรอมกับสายตอตัวอยาง หรือหาอุปกรณที่เหมาะสมปดใหสนิทไมให

อากาศรัว่ได แลวจมุสายตอตัวอยางลงในอางน้ำ อดัอากาศเขาในสายตอตัวอยางจนความดันภายใน

เปน 50 กิโลพาสคัล เปนเวลา 2 นาที แลวตรวจพินิจ ถามีฟองอากาศออกจากสายตอตัวอยาง

ถอืวามกีารรัว่ซึม

8.6 การทดสอบการใชงานของขอตอนอก (เฉพาะกรณทีีท่ำจากวสัดุทีด่ดังอหรอืยดืหยนุได)

8.6.1 เคร่ืองมือ

8.6.1.1 เคร่ืองอดัอากาศ ทีอ่ดัอากาศใหไดความดันไมนอยกวา 300 กโิลพาสคลั

8.6.1.2 กระบอกฉีดยา ทีข่อตอในเปนไปตาม มอก.1387 เลม 1 หรอืเลม 2

8.1.6.3 อปุกรณทีเ่หมาะสมสำหรบัปดปลายขอตอใน

8.6.2 วิธทีดสอบ

8.6.2.1 ใชกระบอกฉดียาดดูน้ำกลัน่จนเต็ม ตอเขากบัขอตอนอกของสายตอตัวอยาง โดยใชแรงกดประมาณ

20 นิวตัน และบิดเปนมุมประมาณ 45 องศา ใหเขาที่ ฉีดน้ำกลั่นเขาในสายตอตัวอยางจนเต็ม

และตองมีน้ำเหลือคางในกระบอกฉีดยา ใชอุปกรณที่เหมาะสมปดปลายดานขอตอในของสาย

ตอตวัอยาง

8.6.2.2 ตอกระบอกฉีดยาเขากับเคร่ืองอัดอากาศ อัดอากาศเขาในสายตอตัวอยางจนความดันเปน

(300 ± 10) กิโลพาสคัล เปนเวลา 30 วินาที แลวตรวจพินิจ ถามีน้ำรั่วซึมบริเวณขอตอนอก

ถอืวามกีารรัว่ซึม

8.7 การทดสอบคุณลกัษณะทางเคมี

8.7.1 การเตรยีมสารละลายทีส่กดัไดและสารละลายแบลงก

8.7.1.1 สารละลายทีส่กดัได

ตดัสายตอตวัอยางจำนวน 10 ชดุ เฉพาะบรเิวณทีส่มัผัสกบัสารละลาย ใหไดชิน้ตัวอยางทีม่ขีนาด

เทา ๆ  กนั โดยประมาณ นำมารวมกัน และชัง่ใหไดน้ำหนกั 15 กรัม โดยถามสีวนท่ีเปนยางใหมยีาง

ไมเกนิ 1.5 กรมั เตมิน้ำกลัน่ลงไป 150 มลิลลิติร ตมใหเดือดเปนเวลา 30 นาท ีตัง้ทิง้ไวใหเยน็จนถึง

อณุหภมูหิอง แลวเตมิน้ำกลัน่จนปริมาตรเปน 150 มลิลลิติร

8.7.1.2 สารละลายแบลงก

ใหปฏบิตัเิชนเดยีวกบัขอ 8.7.1.1  แตไมตองใสตวัอยาง
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8.7.2 วิธทีดสอบ

8.7.2.1 ลกัษณะท่ัวไป

ตรวจพินิจสารละลายทีส่กดัได

8.7.2.2 สารรีดวิส

(1) เคร่ืองมือ

ขวดแกวรูปกรวย ขนาด 100 มลิลลิติร พรอมจุก

(2) สารเคม ีสารละลายและวธิเีตรยีม

(2.1) สารละลายโพแทสเซยีมเพอรแมงกาเนต 0.002 โมลตอลติร

ละลายโพแทสเซียมเพอรแมงกาเนต 31.6 กรัม ดวยน้ำกลั่นเล็กนอยในขวดแกว

ปริมาตรขนาด 100 มลิลลิติร เตมิน้ำกลัน่จนถึงขีดปริมาตร เขยาใหเขากนั แลวเกบ็

สารละลายทีไ่ดในขวดสีชา

(2.2) สารละลายกรดซลัฟวริก 1 โมลตอลติร

(2.3) โพแทสเซยีมไอโอไดด

(2.4) สารละลายมาตรฐานโซเดยีมไทโอซลัเฟต 0.005 โมลตอลติร

ละลายโซเดยีมไทโอซลัเฟต 1.3 กรมั และโซเดยีมคารบอเนต 10 มลิลกิรมั  ดวยน้ำกลัน่

ทีต่มเดอืดใหมและปลอยไวใหเยน็แลว ปรมิาตรเลก็นอย ในขวดแกวปริมาตร 1 000

มลิลลิติร เตมิน้ำกลัน่ท่ีตมเดือดใหมและปลอยไวใหเยน็แลวจนถึงขีดปริมาตร เขยา

ใหเขากัน

(2.5) น้ำแปงท่ีเตรียมใหม

ละลายแปง  1  กรมั  ดวยน้ำกลัน่ 10 มลิลลิติร  แลวเทลงในน้ำเดือด  200  มลิลลิติร

อยางชา ๆ  พรอมกับคนอยางสม่ำเสมอ ตมใหเดือดจนกระท่ังสารละลายมีลกัษณะใส

ตัง้ทิง้ไวใหตกตะกอน แลวเกบ็สวนใสไว

(3) วิธวิีเคราะห

(3.1) ใชปเปตตดดูสารละลายทีส่กดัได 10 มลิลลิติร ใสในขวดแกวรูปกรวย  เตมิสารละลาย

โพแทสเซยีมเพอรแมงกาเนต 10 มลิลลิติร   และสารละลายกรดซลัฟวริก 1 มลิลลิติร

ปดจุก เขยา ปลอยไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 15 นาที จากนั้นเติมสารละลาย

โพแทสเซียมไอโอไดด 0.1 กรัม แลวไทเทรตกับสารละลายมาตรฐานโซเดียม

ไทโอซัลเฟต จนสีของสารละลายเปลี่ยนเปนสีน้ำตาลออน  เติมน้ำแปง  5  หยด

แลวไทเทรตตอจนสีน้ำเงินจางหายไป บันทึกปริมาตรของสารละลายโซเดียมไทโอ

ซลัเฟตทีใ่ชไทเทรต

(3.2) ปฏบิตัเิชนดียวกับขอ (3.1) อกีคร้ังหนึง่โดยใชสารละลายแบลงก 10 มลิลลิติร แทน

สารละลายทีส่กดัได

(3.3) การคำนวณ

คำนวณหาปริมาตรของสารละลายโพแทสเซียมเพอรแมงกาเนตท่ีใชทำปฏิกิริยาได

จากผลตางระหวางการไทเทรตขอ (3.1) กบัขอ (3.2)
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8.7.2.3 โลหะหนัก

นำสารละลายทีส่กดัไดมาวเิคราะหปรมิาณแบเรยีม โครเมยีม ทองแดง ตะกัว่ ดบีกุ และแคดเมยีม

โดยใชอะทอมกิแอบซอรปชนัสเปกโทรมเิตอรหรอืเครือ่งมอือืน่ทีเ่ทยีบเทา

8.7.2.4 ความเปนกรด-ดาง

(1) ใชปเปตตดดูสารละลายทีส่กัดไดและสารละลายแบลงก อยางละ 10 มลิลิลติร ใสในบีกเกอร

ขนาด 25 มลิลิลติร อยางละใบ

(2) เติมสารละลายโพแทสเซยีมคลอไรด 1 กรมัตอลิตร ลงในบีกเกอรทัง้ 2 ใบ ใบละ 1 มลิลิลติร

แลววัดคาความเปนกรด-ดางของสารละลายในบกีเกอรแตละใบดวยเคร่ืองวัดความเปนกรด

ดาง

(3) เปรียบเทียบคาความเปนกรด-ดางของสารละลายท่ีสกัดไดกบัสารละลายแบลงก

8.7.2.5 กากท่ีไมระเหย

(1) เครื่องมือ

(1.1) เคร่ืองช่ัง ละเอียด 0.1 มลิลิกรัม

(1.2) ตอูบทีค่วบคุมอณุหภมูไิดที ่(105 ± 2) องศาเซลเซยีส

(1.3) ครซูเิบลิทำจากควอตซหรอืกระเบือ้งเคลอืบ ทีอ่บจนน้ำหนกัคงทีแ่ลว 2 ใบ

(1.4) เครื่องอังไอน้ำ

(1.5) เดซิกเคเตอร

(2) วธิวีเิคราะห

(2.1) ใชปเปตตดดูสารละลายทีส่กัดได 50 มลิลลิติร ใสลงในครซูเิบลิใบทีห่นึง่ และสารละลาย

แบลงกปริมาตรเทากันใสลงในครซูเิบิลใบทีส่อง นำไประเหยใหแหงบนเครือ่งอังไอน้ำ

(2.2) อบครูซิเบิลทั้ง 2 ใบ ในตูอบที่อุณหภูมิ (105 ± 2) องศาเซลเซียส เปนเวลา 1

ชัว่โมง นำออกมาใสในเดซกิเคเตอร ปลอยใหเยน็ทีอ่ณุหภมูหิอง นำไปชัง่แลวอบซ้ำ

เปนเวลาคร้ังละ 1 ชั่วโมง จนไดน้ำหนักคงท่ี ผลตางของน้ำหนักกากในครูซิเบิล

ใบท่ีหน่ึงและใบทีส่องคือปริมาณกากทีไ่มระเหย

8.7.2.6 การดูดกลนืแสง

(1) เครื่องมือ

(1.1) สเปกโทรมเิตอร ทีม่คีวามยาวคลืน่ระหวาง 250 นาโนเมตร กบั 320 นาโนเมตร

(1.2) แผนกรอง ขนาดรูเปด 0.45 ไมโครเมตร

(2) วธิวีเิคราะห

กรองสารละลายที่สกัดไดผานแผนกรอง  แลววัดคาการดูดกลืนแสงดวยสเปกโทรมิเตอร

ทีค่วามยาวคล่ืน 250 นาโนเมตร ถงึ 320 นาโนเมตร โดยเทยีบกบัสารละลายแบลงก ทัง้นีใ้หวดั

คาการดูดกลนืแสงภายใน 5 ชัว่โมง หลังจากการเตรยีมสารละลายทีส่กัดได

-
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8.8 การทดสอบการทำลายเมด็เลอืด

8.8.1 เคร่ืองมือ

8.8.1.1 ตอูบ ทีค่วบคุมอณุหภมูไิดที ่(70  ± 2) องศาเซลเซยีส

8.8.1.2 สเปกโทรมเิตอร ทีม่คีวามยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร

8.8.1.3 เคร่ืองหมุนเหว่ียง

8.8.1.4 หมอนึ่งอัด

8.8.1.5 ตอูบเพาะเชือ้ (incubator) ทีค่วบคุมอุณหภมูไิดที ่(37  ± 1) องศาเซลเซยีส

8.8.2 สารเคม ีสารละลายและวธิเีตรยีม

8.8.2.1 สารละลายโซเดยีมคลอไรดปราศจากเชือ้ รอยละ 0.9

8.8.2.2 สารมาตรฐานอางองิฮโีมโกลบนิ (haemoglobin reference standard) 6 มลิลกิรมัตอมลิลลิติร

8.8.2.3 สารละลายแดรบคิน (Drabkin’s  solution)

ละลายโซเดยีมไบคารบอเนต 1 กรมั โพแทสเซยีมไซยาไนด 0.05 กรมั และโพแทสเซยีมเฟรรไิซยาไนด

0.2 กรมั ในน้ำกลัน่ และเตมิน้ำกลัน่จนปริมาตรเปน 1 000 มลิลลิติร

8.8.3 การเตรียมเลือดกระตาย

เจาะเลอืดกระตายอยางนอย 3 ตวั ผสมกบัสารปองกนัการแขง็ตัวของเลอืด เชน แอซดิซเิทรตเดกซโทรส

(acid citrate dextrose, ACD) ซิทริกฟอสเฟตเดกซโทรส (citric phosphate dextrose, CPD)

แยกเกบ็ในภาชนะเกบ็เลอืดของกระตายแตละตวัท่ีอณุหภมู ิ(4 ± 2) องศาเซลเซยีส  และควรนำมาทำ

การทดสอบภายใน 96 ชัว่โมง

8.8.4 การเตรียมสารละลายทดสอบ

ตัดสายตอตัวอยางอยางนอย 3 ชุด ใหไดชิ้นตัวอยางที่มีขนาดเทา ๆ กันโดยประมาณ นำมารวมกัน

และชั่งใหไดน้ำหนักรวม 5 กรัม เติมสารละลายโซเดียมคลอไรด 25 มิลลิลิตร อบในตูอบที่อุณหภูมิ

(70 ± 2) องศาเซลเซยีส เปนเวลา 24 ชัว่โมง ตัง้ทิง้ไวใหเยน็จนถึงอณุหภมูหิอง

8.8.5 วิธทีดสอบ

8.8.5.1 การเตรียมกราฟสอบเทียบ

(1) เตรียมสารละลายสอบเทียบ โดยใชปเปตตดูดสารละลายมาตรฐานอางอิงฮีโมโกลบิน 10

มลิลลิติร  5 มลิลลิติร  2 มลิลลิติร 1 มลิลลิติร และ 0.5 มลิลลิติร ใสลงในขวดแกวปริมาตรขนาด

100 มลิลลิติร จำนวน 5 ใบ ตามลำดบั เจอืจางดวยสารละลายเดรบคนิจนถึงขีดปริมาตร

สารละลายที่ไดจะมีความเขมขน 0.6 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 0.3 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร

0.12  มลิลกิรมัตอมลิลลิติร 0.06 มลิลกิรมัตอมลิลลิติร และ 0.03 มลิลกิรมัตอมลิลลิติร

ตามลำดบั

(2) วัดคาการดดูกลนืแสงของสารละลายสอบเทียบแตละความเขมขนท่ีความยาวคล่ืน  540  นาโน

เมตร  โดยใชสารละลายเดรบคินเปนแบลงก

(3) สรางกราฟสอบเทยีบระหวางความเขมขนของฮโีมโกลบนิมาตรฐาน  เปนมิลลกิรมัตอมลิลลิติร

กบัคาการดดูกลืนแสง
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8.8.5.2 การตรวจหาระดับพลาสมาฮโีมโกลบนิในเลือด

(1) นำเลือดกระตายในแตละภาชนะบรรจุ ตามขอ 8.8.3  ปริมาตร 1 มลิลลิติร แยกใสลงในหลอด

หมนุเหว่ียงและนำไปหมนุเหวีย่งดวยแรง 700 G ถงึ 800 G เปนเวลา 15 นาที

(2) ดดูสวนใสดานบน (พลาสมา) 100 ไมโครลติร   เตมิลงในสารละลายแดรบคนิ 5.0 มลิลลิติร

ตัง้ท้ิงไว 15 นาที แลวนำไปวดัคาการดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร โดยใชสาร

ละลายเดรบคินเปนแบลงก

(3) นำคาการดดูกลนืแสงท่ีไดไปเทียบกับกราฟสอบเทยีบ หาปรมิาณฮโีมโกลบนิในพลาสมาของ

เลอืดกระตายแตละตวั เปนมิลลกิรัมตอมลิลลิติร

(4) ถาเลอืดกระตายตวัใดมปีรมิาณฮโีมโกลบนิในพลาสมาเกนิ 1.0 มลิลกิรมัตอมลิลลิติร จะไมนำ

เลอืดกระตายตวัน้ันมาใชในการทดสอบตอไป และตองใชเลอืดกระตายในการทดสอบ 3 ตวั

8.8.5.3 การเจือจางเลือด

(1) นำเลอืดกระตายแตละตวัท่ีผานการทดสอบหาปรมิาณฮโีมโกลบนิในพลาสมาแลว 20 ไมโครลติร

เตมิลงในสารละลายแดรบคนิ 5.0  มลิลลิติร ตัง้ทิง้ไว 15 นาที

(2) นำไปวัดคาการดดูกลนืแสงทีค่วามยาวคลืน่  540  นาโนเมตร  โดยใชสารละลายแดรบคนิเปน

แบลงก นำคาการดดูกลนืแสงทีไ่ดไปเทยีบกบักราฟสอบเทยีบ หาปรมิาณฮโีมโกลบนิ

(3) เจอืจางเลอืดกระตายแตละตวัดวยสารละลายโซเดยีมคลอไรดปราศจากเชือ้ ใหมปีรมิาณฮโีม

โกลบนิอยใูนชวง (25.0  ± 2.5)  มลิลกิรมัตอมลิลลิติร เปนคาฮโีมโกลบนิปรากฏ (haemoglobin

present)

8.8.5.4 การทดสอบตัวอยาง

(1) นำเลอืดกระตายทีไ่ดจากขอ 8.8.5.3(3) มาตวัละ 5.0 มลิลลิติร เตมิสารละลายทดสอบ 4.0

มลิลลิติร นำไปบมในตอูบท่ีอณุหภมู ิ(37  ± 1) องศาเซลเซยีส เปนเวลา 4 ชัว่โมง

(2) นำไปหมนุเหวีย่งดวยแรง 100 G ถงึ 200 G  เปนเวลา 15 นาที

(3) ดดูสวนใสดานบนออก ใสในหลอดหมนุเหว่ียงหลอดใหม แลวนำไปหมนุเหว่ียงดวยแรง 700

G ถงึ 800 G เปนเวลา 5 นาท ีดดูสวนใสดานบนใสในหลอดแกวหลอดใหม แลวนำไปหา

คาดชันีการแตกตวัของเม็ดเลอืด

8.8.5.5 การหาคาดชันีการแตกตวัของเม็ดเลอืด

(1) นำสวนใสจากขอ 8.8.5.4(3) 1.0 มลิลลิติร เติมลงในสารละลายแดรบคนิ 3.0 มลิลลิติร

ทิง้ไว 15 นาที

(2) นำไปวดัคาการดดูกลนืแสงทีค่วามยาวคลืน่ 540 นาโนเมตร โดยใชสารละลายแดรบคนิเปน

แบลงก นำคาการดดูกลนืแสงทีวั่ดไดไปเทยีบกบักราฟสอบเทยีบ หาปรมิาณฮโีมโกลบนิเปนคา

ฮโีมโกลบนิปลดปลอย (haemoglobin released)

(3) คำนวณคาดชันีการแตกตวัของเม็ดเลอืดจากสตูร

         ฮโีมโกลบนิปรากฏ

(4) คำนวณคาเฉลีย่ของดชันีการแตกตวัของเมด็เลอืด แลวเทยีบหาระดบัการแตกตวัของเมด็เลอืด

ตามตารางที ่1

         ฮโีมโกลบนิปลดปลอย
ดชันีการแตกตัวของเม็ดเลือด        = ×  100
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ตารางที ่1 ระดบัการแตกตัวของเมด็เลอืด
(ขอ 8.8.5.5(4))

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.
การชกัตวัอยางและเกณฑตดัสิน

(ขอ 7.1)

ก.1 รุน ในที่น้ี หมายถึง สายตอที่ทำจากวัสดุอยางเดียวกัน มีสวนประกอบเหมือนกัน และทำใหปราศจากเชื้อ

ในคราวเดียวกัน

ก.2 การชักตัวอยางและการยอมรับ ใหเปนไปตามแผนการชักตัวอยางที่กำหนดตอไปน้ี หรืออาจใชแผน

การชกัตวัอยางอืน่ท่ีเทยีบเทากนัทางวิชาการกบัแผนท่ีกำหนดไว

ก.2.1 การชกัตวัอยางและการยอมรบัสำหรบัการทดสอบความจุ ขนาดและเกณฑความคลาดเคล่ือน ลกัษณะทัว่ไป

การบรรจุ และเครือ่งหมายและฉลาก

ก.2.1.1 ใหชักตัวอยางโดยวิธีสุมจากรุนเดียวกันตามจำนวนท่ีกำหนดในตารางท่ี ก.1 นำไปตรวจสอบ

การบรรจ ุเครือ่งหมายและฉลากทีก่ลองบรรจกุอน  แลวชักตวัอยางโดยวธิสีมุจากแตละกลองบรรจุ

กลองละ 1 ชดุ นำไปทดสอบเคร่ืองหมายและฉลากทีภ่าชนะหมุหอ ลกัษณะทัว่ไป ความจุ ขนาด

และเกณฑความคลาดเคล่ือนตามลำดับ

ก.2.1.2 จำนวนตัวอยางที่ไมเปนไปตามขอ 3.1 ขอ 3.2 ขอ 4.1  ขอ 5. และขอ 6. ในแตละรายการ

ตองไมเกนิเลขจำนวนท่ียอมรับท่ีกำหนดในตารางท่ี ก.1 จึงจะถือวาสายตอรนุน้ันเปนไปตามเกณฑ

ทีก่ำหนด

ตารางที ่ก.1 แผนการชกัตวัอยางสำหรับการทดสอบความจุ ขนาดและเกณฑความคลาดเคลือ่น
ลกัษณะทัว่ไป การบรรจ ุ และเครือ่งหมายและฉลาก

(ขอ ก.2.1)

ก.2.2 การชกัตวัอยางและการยอมรบัสำหรบัการทดสอบคุณลกัษณะทางฟสกิส

ก.2.2.1 ใหชกัตวัอยางโดยวิธสีมุจากรนุเดียวกัน จำนวน 30 ชดุ เพือ่ใชทดสอบรายการละ 10 ชดุ

ก.2.2.2 ตวัอยางตองเปนไปตามขอ 4.2.1 ขอ 4.2.2 และขอ 4.2.3   จึงจะถือวาสายตอรนุน้ันเปนไปตาม

เกณฑทีก่ำหนด

ก.2.3 การชักตัวอยางและการยอมรับสำหรบัการทดสอบคุณลกัษณะทางเคมี

ก.2.3.1 ใหชกัตวัอยางโดยวธิสีมุจากรนุเดียวกัน จำนวน 10 ชดุ

ก.2.3.2 ตวัอยางตองเปนไปตามขอ 4.3  จึงจะถอืวาสายตอรนุน้ันเปนไปตามเกณฑทีก่ำหนด

ขนาดรุน ขนาดตัวอยาง เลขจํานวนท่ียอมรับ

กลอง กลอง

ไมเกิน  35 000 5 0

35 001  ขึ้นไป 20 1
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ก.2.4 การชักตัวอยางและการยอมรับสำหรบัการทดสอบความปราศจากเช้ือ

ก.2.4.1 ใหชักตัวอยางโดยวิธีสุมจากรุนเดียวกัน จำนวน 20 ชุด เพื่อใชทดสอบ 10 ชุด และสำรองไว

เพือ่การทดสอบซ้ำ 10 ชดุ

ก.2.4.2 ตวัอยางตองเปนไปตามขอ 4.4.1  จึงจะถอืวาสายตอรนุน้ันเปนไปตามเกณฑทีก่ำหนด

ก.2.5 การชกัตวัอยางและการยอมรบัสำหรบัการทดสอบสารไพโรเจน การทำลายเมด็เลอืด และความเปนพษิ

ก.2.5.1 ใหชกัตวัอยางโดยวิธสีมุจากรนุเดียวกัน จำนวน 30 ชดุ เพือ่ใชทดสอบรายการละ 10 ชดุ

ก.2.5.2 ตวัอยางตองเปนไปตามขอ 4.4.2 ขอ 4.4.3 และขอ 4.4.4 จึงจะถือวาสายตอรนุน้ันเปนไปตาม

เกณฑทีก่ำหนด

ก.3 เกณฑตดัสนิ

ตวัอยางสายตอตองเปนไปตามขอ ก.2.1.2  ขอ ก.2.2.2 ขอ ก.2.3.2 ขอ ก.2.4.2 และขอ ก.2.5.2 ทกุขอ

จึงจะถอืวาสายตอรนุน้ันเปนไปตามมาตรฐานผลติภณัฑอตุสาหกรรมนี้
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ภาคผนวก ข.
การทดสอบความเปนพิษ

(ขอ 4.4.4)

ข.1 การทดสอบความเปนพษิอยางเฉยีบพลนัตอสตัวทดลอง

ข.1.1 เคร่ืองมือ

ข.1.1.1 ตอูบ ทีค่วบคุมอณุหภมูไิดที ่(70 ± 2) องศาเซลเซยีส

ข.1.2 สารละลาย

ข.1.2.1 สารละลายโซเดยีมคลอไรดปราศจากเชือ้ รอยละ 0.9

ข.1.3 การเตรียมสารละลายทดสอบและสารละลายแบลงก

ข.1.3.1 ตดัสายตอตวัอยางอยางนอย 3 ชดุ  ใหไดชิน้ตัวอยางทีม่ขีนาดเทา ๆ  กนัโดยประมาณ นำมารวมกนั

และชัง่ใหไดน้ำหนกัรวม 5 กรมั เติมสารละลายโซเดียมคลอไรด 25 มลิลลิิตร อบในตอูบท่ีอณุหภมูิ

(70 ± 2) องศาเซลเซยีส เปนเวลา 24 ชัว่โมง ตัง้ทิง้ไวใหเยน็จนถึงอณุหภมูหิอง

ข.1.3.2 ใหใชสารละลายโซเดยีมคลอไรด เปนสารละลายแบลงก

ข.1.4 วิธทีดสอบ

ข.1.4.1 แบงหนทูดสอบท่ีมสีขุภาพดแีละไมเคยใชทดสอบมากอน มน้ีำหนกัระหวาง 17 กรมั ถงึ 23 กรมั

จำนวน 10 ตัว ออกเปน 2 กลมุ กลมุละ 5 ตวั

ข.1.4.2 ฉดีสารละลายทดสอบและสารละลายแบลงกเขาทางเสนเลือดดำของหนทูดสอบกลมุท่ี 1 และกลมุท่ี

2 ตามลำดบั ตวัละ 1.0 มลิลลิติร แลวปลอยไวเปนเวลา 72 ชัว่โมง

ข.1.4.3 สงัเกตอาการของหนูแตละกลมุ หลงัฉดีทันที ที ่24 ชัว่โมง 48 ชัง่โมง และ 72 ชัว่โมง หลงัฉดี

ข.1.5 เกณฑตดัสนิ

ข.1.5.1 ถาหนูทดสอบกลุมท่ีฉีดดวยสารละลายทดสอบท้ัง 5 ตัว ไมตายและตัวใดตัวหน่ึงไมมีอาการ

ปวยมากกวาที่ฉีดดวยสารละลายแบลงก ใหถือวาสายตอตัวอยางไมเปนพิษอยางเฉียบพลัน

ตอสตัวทดลอง

ข.1.5.2 ถาหนทูดสอบกลมุท่ีฉดีดวยสารละลายทดสอบแสดงอาการปวยมากกวา 1 ตวั หรอืมหีนทูดสอบตัวใด

ตวัหน่ึงตาย   ใหทดสอบซ้ำอกีคร้ังหน่ึง   โดยใชหนทูดสอบท่ีมสีมบัตติามขอ   ข.1.4.1 แตมน้ีำหนกั

(20 ± 1) กรมั กลมุละ 10 ตวั หนทูดสอบกลมุทีฉ่ดีดวยสารละลายทดสอบทัง้ 10 ตวั ตองไมตาย

และไมแสดงอาการปวย หรอืแสดงอาการปวยท่ีไมมากกวาทีฉ่ดีดวยสารละลายแบลงก จึงจะถอืวา

สายตอตวัอยางไมเปนพษิอยางเฉยีบพลนัตอสตัวทดลอง

ข.2 การทดสอบความเปนพษิตอเซลล (cytotoxicity  testing)

การทดสอบความเปนพิษตอเซลล ใหใชวิธีทดสอบท่ีกำหนดตอไปนี้หรืออาจใชวิธีทดสอบอื่นท่ีเทียบเทา

ตามทีก่ำหนดใน ISO 10993-5 ในกรณทีีม่ขีอโตแยงใหใชวิธทีดสอบทีก่ำหนดตอไปนีเ้ปนวิธตีดัสนิ
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ข.2.1 เคร่ืองมอืและอปุกรณ

ข.2.1.1 เคร่ืองมือและอุปกรณที่จำเปนสำหรับเพาะเลี้ยงเน้ือเย่ือ ไดแก ตูลามินารแอรโฟลว (laminar

airflow hood) ตูอบเพาะเชื้อชนิดคารบอนไดออกไซด กลองจุลทรรศน เคร่ืองนับเม็ดเลือด

(haemocytometer)

ข.2.1.2 อปุกรณฆาเชือ้ ไดแก หมอนึง่อัด ตอูบ

ข.2.1.3 ถาดเลีย้งเซลลขนาด 24 หลมุ

ข.2.1.4 ขวดแกวฝาเกลยีวสำหรบัสกดัตวัอยาง

ข.2.1.5 ขวดเพาะเลีย้งเซลลเนือ้เยือ่ (tissue culture flask) ขนาดพืน้ท่ี 75 ตารางเซนตเิมตร

ข.2.2 สารละลายและวธิเีตรยีม

ข.2.2.1 สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอรปราศจากเชือ้

ละลายโพแทสเซยีมคลอไรด 0.2 กรมั โพแทสเซยีมไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.2 กรมั โซเดยีมคลอไรด

8.0 กรมั และแอนไฮดรสัไดโซเดยีมไฮโดรเจนฟอสเฟต 1.15 กรมั ในน้ำกลัน่ และเตมิน้ำกลัน่

จนปริมาตรเปน  1 000  มลิลลิติร   ทำใหปราศจากเชือ้โดยการนึง่ฆาเชือ้ในหมอนึง่อดัท่ีอณุหภมูิ

(121 ± 2) องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาท ีหรอืกรองผานแผนกรองขนาดรูเปด 0.22 ไมโครเมตร

ข.2.2.2 สารละลายโซเดยีมไบคารบอเนตปราศจากเช้ือ 100 กรมัตอลติร

ข.2.2.3 สารละลายทรปิซนิ (trypsin) ปราศจากเชือ้ 0.5 กรมัตอลติร

ข.2.2.4 สารละลายกลทูามนี (glutamine) ปราศจากเชือ้ 29.2 กรมัตอลติร

ข.2.2.5 อาหารเลีย้งเซลลอเีกลิลเอม็อเีอ็ม (Eagle’s MEM)

ข.2.2.6 อาหารเลีย้งเซลลสำหรบัการเจริญเติบโตและอาหารเลีย้งเซลลสำหรบัสกดัตัวอยาง

เติมสารละลายกลทูามนี 1 มลิลลิติร สารละลายโซเดยีมไบคารบอเนต 1.2 มลิลลิติร เซรมุฟทลัโบไวน

(fetal bovine serum) 5 มลิลลิติร ลงในอาหารเลีย้งเซลลอเีกลิลเอม็อเีอม็ 100 มลิลลิติร โดยวิธี

ปราศจากเชือ้ เกบ็ไวในขวดแกวฝาเกลยีวท่ีอณุหภมู ิ2 องศาเซลเซยีส ถงึ 8 องศาเซลเซยีส เกบ็ไวได

ไมเกนิ 1 สปัดาห

ข.2.2.7 สารละลายฟอรมาลนิ-คริสทลัไวโอเลต (formalin-crystal violet)

ละลายคริสทัลไวโอเลต 500 มิลลิกรัม ดวยสารละลายฟอรมาลดีไฮด (BP) 10 มิลลิลิตร

และสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร 90 มลิลิลติร เกบ็ไวทีอ่ณุหภมูหิอง

ข.2.2.8 สยีอมทรปิแพนบล ู(trypan blue stain) 4.0 กรมัตอลติร

ข.2.2.9 สารละลายซงิกแอซเีทต 200 มลิลกิรมัตอลติร

ละลายซิงกแอซีเทต 20.14 มิลลิกรัม ในสารละลายโซเดียมคลอไรด รอยละ 0.9 ปริมาตร

30 มลิลลิติร และทำใหปราศจากเชือ้โดยกรองผานแผนกรองขนาดรูเปด 0.22 ไมโครเมตร

ข.2.2.10 การควบคมุเชงิบวก

- สารเคมีควบคุมเชิงบวก (positive chemical control)

เจอืจางสารละลายซงิกแอซเีทต 200 มลิลกิรมัตอลติร ดวยอาหารเลีย้งเซลลสำหรบัสกดัตัวอยาง

ใหไดความเขมขน 8 มลิลกิรมัตอลติร

- วัสดคุวบคุมเชงิบวก (positive material control)

แผนพลาสตกิทีม่ซีงิกไดเอทลิไดไทโอคารบาเมต รอยละ 0.1



-18-

มอก.2385-2551

ข.2.2.11 การควบคมุเชิงลบ

- สารเคมคีวบคุมเชิงลบ (negative chemical control)

เจอืจางสารละลายซงิกแอซเีทต 200 มลิลกิรมัตอลติร ดวยอาหารเลีย้งเซลลสำหรบัสกดัตัวอยาง

ใหไดความเขมขน 2 มลิลกิรมัตอลติร

- วัสดุควบคุมเชิงลบ (negative material control)

พลาสตกิ เชน พอลเิอทิลีน พอลโิพรพลินี  หรอืแผนยาง ทีป่ราศจากสารเตมิแตง

ข.2.3 การเตรียมเซลลเน้ือเย่ือ

ข.2.3.1 การเตรียมสารแขวนลอยของเซลลเน้ือเยือ่ (cell suspension)

นำเซลลเน้ือเยือ่ L-929 (ATCC cell line CCL 1, NCTC clone 929) ทีเ่พาะเลีย้งไวในขวด

เพาะเลี้ยงเซลล ขนาดพื้นท่ี 75 ตารางเซนติเมตร มาลางดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร เติม

สารละลายทรปิซนิ 1 มลิลลิติร และอบในตอูบเพาะเชือ้ทีอ่ณุหภมู ิ(37 ± 1) องศาเซลเซยีส เปนเวลา

3 นาที ถงึ 5 นาท ีเคาะขวดเบา ๆ  จนเซลลหลดุรอนจากพืน้ผิวขวด แลวจึงเตมิอาหารเลีย้งเซลลสำหรบั

การเจรญิเตบิโต 3 มลิลลิติร ถงึ 5 มลิลลิติร ลงในขวด เขยาขวดใหไดสารแขวนลอยของเซลลทีเ่ปน

เน้ือเดียวกัน นำสารแขวนลอยท่ีไดน้ีไปวัดความเขมขนของเซลล โดยดูดสารแขวนลอยของเซลล

0.1 มลิลลิติร มาผสมกบัสยีอมทรปิแพนบล ู0.1 มลิลลิติร ทิง้ไว 1 นาท ีแลวนับจำนวนเซลลทีม่ชีวิีต

คำนวณความเขมขนของเซลลในสารแขวนลอยโดยใชเครือ่งนบัเมด็เลอืด เจอืจางสารแขวนลอยของ

เซลลน้ีดวยอาหารเลีย้งเซลลสำหรบัการเจรญิเติบโต ใหไดความเขมขน 3 × 10
5
  เซลลตอ 1 มลิลิลติร

ข.2.3.2 นำเซลลเนื้อเยื่อที่มีความเขมขน 3 × 10
5
 เซลลตอ 1 มิลลิลิตร เติมลงในถาดเล้ียงเซลล

ขนาด 24 หลุม หลุมละ 0.5 มิลลิลิตร แลวนำไปอบในตูอบเพาะเชื้อชนิดคารบอนไดออกไซด

ทีอ่ณุหภมู ิ(37 ± 1) องศาเซลเซยีส เปนเวลาไมนอยกวา 1 วัน จนเซลลโตเปนช้ันเด่ียว (monolayer)

อยางนอยรอยละ 80 ของพืน้ท่ีเลีย้งเซลล

ข.2.4 วิธทีดสอบ

ข.2.4.1 การเตรียมสารละลายทดสอบและสารละลายควบคมุ

(1) การเตรียมสารละลายทดสอบ

ตัดสวนตาง ๆ ของสายตอตัวอยางที่ลางและนึ่งฆาเชื้อในหมอนึ่งอัดแลวใสลงในขวดแกว

ฝาเกลยีวสำหรบัสกดัตัวอยาง เตมิอาหารเลีย้งเซลลสำหรบัสกดัตัวอยาง ปริมาตร 5 มลิลลิติร

ตอตวัอยาง 1 กรมั นำไปอบในตอูบเพาะเชือ้ชนิดคารบอนไดออกไซด ทีอ่ณุหภมู ิ(37 ± 1)

องศาเซลเซยีส เปนเวลา (24 ± 1) ชัว่โมง  เขยาขวดเปนระยะ สารละลายทีไ่ดเปนสารละลาย

ทดสอบรอยละ 100  เตรียมสารละลายทดสอบรอยละ 66 รอยละ 44 รอยละ 30 และรอยละ

20 จากสารละลายทดสอบรอยละ 100 โดยเจอืจางเปนอนุกรม (serial dilution)  ดวยอาหาร

เลีย้งเซลลสำหรบัสกดัตัวอยางในอตัราสวน 2 : 1 ตามลำดบั
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(2) การเตรยีมสารละลายควบคุม เลอืกขอใดขอหนึง่ดงัน้ี

(2.1) เตรียมสารละลายวสัดุควบคุมเชงิบวกและสารละลายวสัดุควบคุมเชงิลบโดยสกดัวัสดุ

ควบคุมเชงิบวกและวสัดุควบคุมเชงิลบ ตามวิธใีนขอ ข.2.4.1(1)

(2.2) เตรียมสารเคมีควบคุมเชิงบวกและสารเคมีควบคุมเชิงลบ ตามขอ ข.2.2.10

และขอ ข.2.2.11 ตามลำดับ

ข.2.4.2 ดดูอาหารเลีย้งเซลลในถาดเล้ียงเซลลแตละหลมุออก

ข.2.4.3 เติมสารละลายทดสอบความเขมขนตาง ๆ  และสารละลายควบคมุ ดงัตอไปนี ้ลงสมัผัสกบัเซลลเนือ้เยือ่

หลมุละ 0.5 มลิลลิติร โดยเติมชนิดละ 3 หลมุ

(1) สารละลายทดสอบ ความเขมขนรอยละ 100 รอยละ 66 รอยละ 44 รอยละ 30 และรอยละ

20 ตามลำดบั

(2) สารละลายวสัดคุวบคุมเชงิบวกหรอืสารเคมคีวบคุมเชงิบวก

(3) สารละลายวสัดคุวบคุมเชงิลบหรอืสารเคมคีวบคุมเชงิลบ

(4) อาหารเลีย้งเซลลสำหรบัสกดัตัวอยางเพือ่ใชเปนแบลงก

ข.2.4.4 นำถาดเล้ียงเซลลไปอบในตอูบเพาะเชือ้ชนิดคารบอนไดออกไซด ทีอ่ณุหภมู ิ(37 ± 1) องศาเซลเซยีส

เมือ่ครบเวลา 24 ชัว่โมง และ 48 ชัว่โมง ใหประเมนิผลตามวธิใีนขอ ข.2.5

ข.2.5 การประเมินผล

หลังจากปลอยใหเซลลเนื้อเยื่อในถาดเลี้ยงเซลล สัมผัสกับสารละลายทดสอบ สารละลายควบคุม

และแบลงก เปนเวลา 24 ชั่วโมง และ 48 ชั่วโมง แลว ดูความเปนพิษท่ีเกิดกับเซลล โดยดูลักษณะ

ของเซลลดวยกลองจุลทรรศน บนัทึกการตายของเซลล การเปล่ียนแปลงรูปราง (morphological change)

และความหนาแนนของเซลลทีม่ชีวิีต (cell density) แลวประเมนิผลตามตารางที ่ข.1หลงัจากบนัทึกผลที่

48 ชัว่โมง แลว ใหยดึ (fix) และยอมสเีซลลตดิถาดเลีย้งเซลล ดวยสารละลายฟอรมาลนิ-คริสทัลไวโอเลต

เพือ่เกบ็ไวเปนหลกัฐานสำหรบัการตรวจสอบ

ตารางท่ี ข.1 การประเมนิระดบัความเปนพิษของเซลล
(ขอ ข.2.5)

ระดับ ปฏิกิริยา สภาพของเซลลเน้ือเย่ือ

0 ไมเปนพิษ พบเซลลแผเปนช้ันเดี่ยว มีเม็ดอินทราไซโทพลาสมิก (intracytoplasmic 

granule) กระจายอยูในเซลลตามปกติ

1 เปนพิษนอยมาก พบเซลลมีลักษณะกลม ใกลหลุดออกจากพื้นผิวไมเกินรอยละ 20  

อาจพบการแตกทําลายของเซลลไดบาง

2 เปนพิษนอย พบเซลลมีลักษณะกลมไมเกินรอยละ 50 อาจพบการแตกทําลายของเซลล 

แตไมรุนแรงและไมพบชองวางระหวางเซลลชั้นเดียว

3 เปนพิษปานกลาง พบเซลลมีลักษณะกลมหรือพบการแตกทําลายของเซลลไมเกินรอยละ 70

4 เปนพิษอยางรุนแรง พบการทําลายของเซลลชั้นเดี่ยวเกือบทั้งหมดหรือทั้งหมด
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ข.2.6 การแปลผล

ข.2.6.1 การทดสอบจะมีผลเช่ือถอืไดตอเมือ่

(1) แบลงก และสารเคมีควบคุมเชิงลบหรือสารละลายวัสดุควบคุมเชิงลบไมเปนพิษตอเซลล

(ความเปนพษิระดับ 0)

(2) สารเคมีควบคุมเชิงบวกหรือสารละลายวัสดุควบคุมเชิงบวก  มีความเปนพิษตอเซลลระดับ

3 ข้ึนไป

ข.2.7 เกณฑตดัสนิ

ผลการทดสอบจะถือวาตวัอยางไมเปนพษิตอเซลล เม่ือเปนไปตามขอใดขอหน่ึง ดงัน้ี

(1) สารละลายทดสอบรอยละ 100 มคีวามเปนพิษตอเซลลไมมากกวาระดบั 2

(2) สารละลายทดสอบรอยละ 44 มคีวามเปนพิษตอเซลลในระดับ 0


