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มาตรฐานผลิตภณัฑอตุสาหกรรม

ขอตอสามทางใชในการแพทย

1. ขอบขาย
1.1 มาตรฐานผลติภณัฑอตุสาหกรรมนีค้รอบคลมุเฉพาะขอตอสามทางใชในการแพทยซึง่ใชงานครัง้เดยีว

2. บทนิยาม
ความหมายของคำท่ีใชในมาตรฐานผลิตภณัฑอตุสาหกรรมน้ี มดีงัตอไปน้ี

2.1 ขอตอสามทางใชในการแพทย ซึง่ตอไปในมาตรฐานน้ีจะเรยีกวา “ขอตอสามทาง”  หมายถงึ  อปุกรณทีม่ขีอตอ

3 ดาน โดยท่ัวไปมีขอตอใน 1 ดาน และขอตอนอก 2 ดาน ใชตอกับอุปกรณอื่นเพ่ือนำผลิตภัณฑเภสัช

หรือสวนประกอบของเลือดเขาสูรางกายทางหลอดเลือด หรือนำเลือดเขาสูรางกายหรือออกจากรางกาย

ดงัตัวอยางในรูปท่ี 1

2.2 ฝาปด (cover) หมายถงึ สวนประกอบท่ีใชปดขอตอนอกของขอตอสามทาง

2.3 ขอตอนอก (female conical fitting) หมายถงึ ขอตอรปูกรวยทีต่อเขากบักระบอกฉดียา ขอตอในของชดุใหเลอืด

ชดุใหสายละลายทางหลอดเลอืด หรอืขอตอสามทาง

2.4 ขอตอใน (male conical fitting)  หมายถึง ขอตอที่ตอเขากับเข็มฉีดยา ชุดปกผีเสื้อ ขอตอนอกของ

ขอตอสามทาง หลอดหมุเข็มฉดียา (over-needle peripheral catheter) หรอือุปกรณอืน่ในลักษณะเดียวกัน

2.5 จุกหมนุ (stopcock)  หมายถงึ สวนประกอบท่ีใชหมนุเพือ่เปลีย่นทิศทางการไหลของสารละลายในขอตอสามทาง

และมีสญัลักษณแสดงทิศทางการไหล
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1 ปลอกหมุขอตอใน

2 ขอตอใน

3 ฝาปด

4 ขอตอนอก

5 จุกหมนุท่ีมสีญัลักษณแสดงทศิทางการไหล

รปูที ่1  ตวัอยางขอตอสามทาง
(ขอ 2.1)

3. ขนาดและเกณฑความคลาดเคลือ่น
3.1 ขอตอนอก

ม ี2 แบบ คือ

3.1.1 แบบธรรมดา มติเิปนไปตามรูปท่ี 2

3.1.2 แบบลอ็ก มติเิปนไปตามรปูที ่3

การทดสอบใหปฏบิตัติาม มอก.1387 เลม 1  หรอืเลม 2

1

2

3

3

4

4

4

5

5
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หนวยเปนมิลลเิมตร

รปูที ่2  ขอตอนอกรปูกรวยแบบธรรมดา
(ขอ 3.1)

หนวยเปนมิลลเิมตร

รปูที ่3  ขอตอนอกรปูกรวยแบบลอ็ก
(ขอ 3.1)

3.2 ขอตอใน

เมื่อทดสอบตามขอ 8.3 แลว ปลายดานเล็กของขอตอในตองอยูระหวางระนาบ A กับระนาบ B

ของเคร่ืองมือวัด
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4. คณุลักษณะทีต่องการ
4.1 ลกัษณะทัว่ไป

4.1.1 ตองทำจากวสัดคุงรูป (rigid) ทีท่นแรงบิดได ไมแตกหกั

4.1.2 ตองสะอาดและไมมตีำหนทิีอ่าจเปนผลเสยีตอการใชงาน

4.1.3 สวนท่ีใหผลติภณัฑเภสชัหรอืสารละลายไหลผานตองทำจากวสัดุใส ไมมสีอีืน่ใดนอกจากสีตามธรรมชาติ

ของวัสด ุ และตองเหน็ฟองอากาศในของเหลวท่ีอยภูายในไดชดัเจนขณะใชงาน

4.1.4 ขอตอนอกตองสวมไดสนทิกบัอปุกรณอืน่ท่ีใชประกอบเขาดวยกัน เชน กระบอกฉดียา  ชดุใหเลอืด  ชดุให

สารละลายทางหลอดเลือด  สายตอ   มฝีาปดไดสนิท ไมหลดุออกกอนใชงาน ถอดออกไดงาย

4.1.5 ขอตอในตองสวมไดสนิทกบัอปุกรณอืน่ท่ีใชประกอบเขาดวยกัน  มปีลอกหมุสวมไดพอด ี ไมหลดุออก

กอนใชงาน  และถอดออกไดงาย

4.1.6 จุกหมนุตองทำจากวสัดคุงรปู  หมนุเปลีย่นทิศทางการไหลของสารละลายไดงาย  และหมนุใหสารละลาย

ไหลผานไดพรอมกันท้ัง 3 ทาง

การทดสอบใหทำโดยการตรวจพินิจ

4.2 คุณลกัษณะทางฟสกิส

4.2.1 การเปลีย่นทิศทางการไหล

เมือ่ทดสอบตามขอ 8.4 แลว ตองสามารถเปลีย่นทิศทางและปดก้ันการไหลของสารละลายไดตามสญัลักษณ

ทีแ่สดงไว

4.2.2 การรัว่ซมึ

เม่ือทดสอบตามขอ 8.5 แลว ตองไมรัว่ซึม

4.3 คุณลกัษณะทางเคมี

เม่ือทดสอบตามขอ 8.6  แลว  สารละลายทีส่กัดไดตองมีสมบัตดิงัน้ี

4.3.1 ลกัษณะทัว่ไป

ใสไมมสีี

4.3.2 สารรดีวิส (reducing or  oxidizable  matter)

ปริมาณสารละลายโพแทสเซียมเพอรแมงกาเนต 0.002 โมลตอลิตร ที่ใชทำปฏิกิริยาตองไมเกิน 2.0

มลิลลิติร

4.3.3 โลหะหนกั

ปริมาณแบเรยีม โครเมียม ทองแดง ตะกัว่ และดบีกุ รวมกัน ตองไมเกนิ 1 ไมโครกรัมตอสารละลาย

ทีส่กดัได 1 มลิลิลติร

ปรมิาณแคดเมยีมตองไมเกนิ 0.1 ไมโครกรมัตอสารละลายทีส่กดัได 1 มลิลลิติร

4.3.4 ความเปนกรด-ดาง

ผลตางระหวางคาความเปนกรด-ดาง ของสารละลายทีส่กดัไดกบัสารละลายแบลงก ตองนอยกวา 2

4.3.5 กากทีไ่มระเหย (non-volatile residue)

ตองไมเกนิ 5 มลิลกิรัม
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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 8.7 แลว  เมด็เลอืดตองไมแตกตวั

4.4.4 ความเปนพษิ

ตองเปนไปตามขอใดขอหนึง่ดังตอไปน้ี

(1) ไมเปนพษิอยางเฉียบพลนัตอสตัวทดลอง  หรอื

(2) ไมเปนพษิตอเซลล

การทดสอบใหปฏบิตัติามภาคผนวก ข.

5. การบรรจุ
5.1 ใหบรรจุขอตอสามทางแตละชดุในภาชนะหมุหอทีผ่นึกเรยีบรอย  สามารถรกัษาสภาพปราศจากเชือ้ไดตลอด

ระยะเวลาการเกบ็  ปลอกหมุขอตอในและฝาปดขอตอนอกตองไมหลดุออกกอนใชงาน

6. เครือ่งหมายและฉลาก
6.1 ทีภ่าชนะหมุหอขอตอสามทางทกุหนวย  อยางนอยตองมเีลข อกัษร หรอืเคร่ืองหมาย แจงรายละเอยีดตอไปนี้

ใหเหน็ไดงาย ชดัเจน

(1) ชือ่ผลติภณัฑตามมาตรฐานน้ี

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

(3) ระบุวิธทีำใหปราศจากเชือ้ เชน EtO gas

(4) รหสัรนุท่ีทำ

(5) เดอืน ปทีห่มดอายุ

(6) ชือ่ผทูำหรอืโรงงานทีท่ำ  พรอมสถานทีต่ัง้ หรอืเครือ่งหมายการคาทีจ่ดทะเบยีน

(7) วิธใีช

(8) คำเตอืนหรือขอควรระวังในการใชและการทำลาย เชน หามใชเม่ือภาชนะหมุหอชำรดุ ควรแยกทำลาย

แบบขยะติดเชือ้

หมายเหตุ ขอ (7)  และขอ (8)  อาจทำเปนใบแทรกไวในภาชนะบรรจกุไ็ด
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6.2 ทีก่ลองบรรจุขอตอสามทางทุกหนวย  อยางนอยตองมีเลข อกัษร หรอืเคร่ืองหมาย  แจงรายละเอียดตามขอ

6.1(1)  ขอ 6.1(2)  ขอ 6.1(3)  ขอ 6.1(4)  ขอ 6.1(5)  ขอ 6.1(6)  จำนวนเปนชุด  และวธิเีกบ็รักษา

ใหเหน็ไดงาย  ชดัเจน

6.3 ในกรณทีีใ่ชภาษาตางประเทศ  ตองมคีวามหมายตรงกับภาษาไทยทีก่ำหนดไวขางตน

7. การชกัตวัอยางและเกณฑตดัสิน
7.1 การชกัตวัอยางและเกณฑตดัสนิ  ใหเปนไปตามภาคผนวก ก.

8. การทดสอบ
8.1 ใหใชวิธวิีเคราะหทีก่ำหนดในมาตรฐานน้ีหรอืวิธอีืน่ใดท่ีใหผลเทียบเทา ในกรณทีีม่ขีอโตแยง  ใหใช วิธทีีก่ำหนด

ในมาตรฐานน้ีเปนวิธตีดัสนิ

8.2 หากมไิดกำหนดไวเปนอยางอืน่  น้ำกลัน่และสารเคมทีีใ่ชตองมีความบริสทุธิเ์หมาะสมสำหรบัใชในหองปฏบิตัิ

การวทิยาศาสตร

8.3 การทดสอบขอตอใน

8.3.1 เคร่ืองมือ

8.3.1.1 เครือ่งมอืวัดรูปกรวย ความเรยีว 0.06: 1 ดงัรปูที ่4

8.3.2 วิธทีดสอบ

สวมขอตอในของขอตอสามทางตวัอยางเขากบัเคร่ืองมอืวัดรูปกรวย  ดวยแรงในแนวแกน 5 นิวตัน โดย

ไมตองบดิ  แลวตรวจตำแหนงของปลายดานเลก็ของขอตอใน

หนวยเปนมิลลเิมตร

รปูที ่4 มติเิครือ่งมอืวดัรูปกรวย ความเรยีว 0.06 : 1
(ขอ 8.3.1.1)
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8.4 การทดสอบการเปลีย่นทิศทางการไหล

8.4.1 เคร่ืองมือ

8.4.1.1 ขวดแกวบรรจุน้ำกลัน่ ขนาด  1 000 มลิลลิติร  พรอมจุกยาง

8.4.1.2 ชดุใหสารละลายทางหลอดเลอืด ซึง่ขอตอในเปนไปตาม มอก.1387 เลม 1  หรอืเลม 2

8.4.2 วิธทีดสอบ

8.4.2.1 จัดการทดสอบตามลักษณะการใชงาน โดยตอชดุใหสารละลายทางหลอดเลอืดกับขวดแกวบรรจุน้ำกลัน่

ปลอยน้ำกลั่นเขาชุดสารละลายทางหลอดเลือดจนเต็ม ไลฟองอากาศออกใหหมด ปดตัวควบคุม

การไหลของชดุใหสารละลายทางหลอดเลอืดใหสนทิ

8.4.2.2 สวมขอตอในของชุดใหสารละลายทางหลอดเลอืด เขากบัขอตอสามทางตวัอยางทางขอตอนอก ดาน

A (ดรูปูท่ี 5) โดยปรับระยะใหระดบัน้ำกลัน่อยสูงูจากขอตอสามทางตวัอยางประมาณ 1 เมตร

รปูที ่5  แสดงดาน  A   B   C   ในการทดสอบการเปล่ียนทศิทางการไหล
(ขอ 8.4.2)

8.4.2.3 บิดจุกหมุนของขอตอสามทางตัวอยางใหปดดาน B เปดตัวควบคุมการไหลของชุดใหสารละลาย

ทางหลอดเลอืดใหน้ำกลัน่ไหลจากดาน A ไปดาน C ทิง้ไวเปนเวลา 1 นาที แลวตรวจสอบดังน้ี

(1) ตองไมมน้ีำรัว่ซึมบริเวณจุกหมนุ

(2) ตองมน้ีำกลัน่ไหลออกทางดาน C

(3) ตองไมมน้ีำกลัน่ไหลออกทางดาน B

A

B

C
ตอเขากับ

ชดุใหสารละลาย

ทางหลอดเลือด

ชดุที ่1

ตอเขากับ

ชดุใหสารละลาย

ทางหลอดเลือด

ชดุที ่2



-8-

มอก.2384-2551

8.4.2.4 บดิจุกหมนุของขอตอสามทางตวัอยางใหปดดาน C เปดตัวควบคุมการไหลใหน้ำกลัน่ไหลจากดาน

A ไปดาน B ทิง้ไวเปนเวลา 1 นาท ีแลวตรวจสอบดังน้ี

(1) ตองไมมน้ีำรัว่ซึมบริเวณจุกหมนุ

(2) ตองมน้ีำกลัน่ไหลออกทางดาน B

(3) ตองไมมนี้ำกลัน่ไหลออกทางดาน C

8.4.2.5 บดิจุกหมนุของขอตอสามทางตวัอยางใหปดดาน A เปดตัวควบคุมการไหลทิง้ไวเปนเวลา 1 นาที

แลวตรวจสอบดังนี้

(1) ตองไมมน้ีำรัว่ซึมบริเวณจุกหมนุ

(2) ตองไมมน้ีำกลัน่ไหลออกทางดาน B และดาน C

8.4.2.6 ตอชุดใหสารละลายทางหลอดเลือดกับขวดแกวบรรจุน้ำกลั่นอีก 1 ชุด ปลอยน้ำกลั่นเขาชุดให

สารละลายทางหลอดเลอืดชุดท่ี 2 จนเต็ม ไลฟองอากาศออกใหหมด ปดตัวควบคุมการไหลของชดุ

ใหสารละลายทางหลอดเลอืดใหสนทิท้ัง 2 ชดุ ปรับระยะใหน้ำกลัน่ท้ังสองขวดอยใูนระดบัเดยีวกัน

โดยอยสูงูจากขอตอสามทางตวัอยางประมาณ 1 เมตร

8.4.2.7 ตอขอตอในของชุดใหสารละลายทางหลอดเลือดชุดท่ี 2 เขากับขอตอสามทางตัวอยางทางดาน B

(ดาน A ตออยกูบัขอตอในของชดุใหสารละลายทางหลอดเลอืดชดุท่ี 1)

8.4.2.8 บิดจุกหมุนของขอตอสามทางตัวอยางในทิศทางเปดท้ัง 3 ดาน เปดตัวควบคุมการไหลของชุดให

สารละลายทางหลอดเลอืดทัง้ 2 ชดุแลวตรวจสอบดังนี้

(1) ตองมน้ีำไหลออกทางดาน C โดยน้ำกลัน่ตองไหลมาจากขวดบรรจุน้ำกลัน่ท้ังสองขวด โดยสงัเกต

จากกระเปาะหยดของชดุใหสารละลายทางหลอดเลอืด ตองมน้ีำไหลลงมาทัง้ 2 ชดุ

(2) ตองไมมน้ีำรัว่ซึมบริเวณจุกหมนุ

8.5 การทดสอบการรัว่ซมึ

8.5.1 เคร่ืองมือ

8.5.1.1 ขวดแกวบรรจุน้ำกลัน่ ขนาด  1 000 มลิลิลติร  พรอมจุกยาง

8.5.1.2 ชดุใหสารละลายทางหลอดเลอืด ซึง่ขอตอในเปนไปตาม มอก.1387  เลม 1  หรอืเลม 2

8.5.1.3 เข็มฉีดยา ซึง่ขนาดของฐานเข็มเปนไปตาม มอก.1387  เลม 1  หรอืเลม 2

8.5.1.4 จุกยางหรอือปุกรณสำหรบัอดุปลายเขม็ฉดียา

8.5.2 วิธทีดสอบ

8.5.2.1 จัดการทดสอบตามลักษณะการใชงาน โดยตอชุดใหสารละลายทางหลอดเลือดกับขวดแกว

บรรจุน้ำกลัน่  ปลอยน้ำกลัน่เขาชดุใหสารละลายทางหลอดเลอืดจนเต็ม  ไลฟองอากาศออกใหหมด

ปดตัวควบคุมการไหลใหสนิท

8.5.2.2 สวมขอตอในของชุดใหสารละลายทางหลอดเลือด เขากับขอตอสามทางตัวอยางทางขอตอนอก

ดาน A (ดรูปูท่ี 6)  โดยปรับระยะใหระดับน้ำกลัน่อยสูงูจากขอตอสามทางตัวอยางประมาณ 1 เมตร

8.5.2.3 ตอขอตอสามทางตวัอยางดาน C  เขากบัเข็มฉดียา  บดิจุกหมนุของขอตอสามทางตวัอยางใหปดดาน

B เปดตัวควบคุมการไหลของชุดใหสารละลายทางหลอดเลือดใหน้ำไหลออกทางเข็มฉีดยา

อดุปลายเข็มใหสนิท ทิง้ไวเปนเวลา 10 นาที ตองไมพบการรัว่ซึมของน้ำกลัน่บริเวณขอตอดาน C

และขอตอดาน A
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8.5.2.4 ปดตัวควบคุมการไหลของชุดใหสารละลายทางหลอดเลือด ปลดชุดใหสารละลายทางหลอดเลือด

ออกจากขอตอดาน A  แลวนำมาตอเขากบัดาน B  บดิจกุหมนุของขอตอสามทางตวัอยางใหปด

ดาน A เปดตัวควบคุมการไหลของชุดใหสารละลายทางหลอดเลือด ทิ้งไวเปนเวลา 10 นาที

ตองไมพบการร่ัวซมึของน้ำกลัน่บริเวณขอตอดาน B

รปูที ่6 แสดงดาน A B C ในการทดสอบการร่ัวซมึ
(ขอ 8.5.2)

8.6 การทดสอบคณุลกัษณะทางเคมี

8.6.1 การเตรยีมสารละลายท่ีสกดัไดและสารละลายแบลงก

8.6.1.1 สารละลายทีส่กัดได

นำขอตอสามทางตัวอยางจำนวนอยางนอย 3 ชดุ ไมรวมฝาปดและปลอกหมุขอตอใน นำมารวมกัน

ชัง่ใหไดน้ำหนกัไมนอยกวา 15 กรมั เติมน้ำกลัน่ในอัตราสวนตวัอยาง 1 กรมั ตอน้ำกลัน่ 10 มลิลิลติร

ตมใหเดอืด เปนเวลา 30 นาท ีตัง้ทิง้ไวใหเยน็จนถึงอณุหภมูหิอง แลวเติมน้ำกลัน่จนไดปรมิาตรเดมิ

8.6.1.2 สารละลายแบลงก

ใหปฏบิตัเิชนเดยีวกบัขอ 8.6.1.1  แตไมตองใสตวัอยาง

8.6.2 วธิทีดสอบ

8.6.2.1 ลกัษณะทัว่ไป

ตรวจพินจิสารละลายทีส่กัดได

ตอเขากับ

ชดุใหสารละลาย

ทางหลอดเลือด

A

B

C

ตอเขากับ

เข็มฉีดยา

ตอเขากับ

ชดุใหสารละลาย

ทางหลอดเลือด
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8.6.2.2 สารรีดวิส

(1) เคร่ืองมือ

ขวดแกวรูปกรวย ขนาด 100 มลิลลิติร พรอมจุก

(2) สารเคม ีสารละลายและวธิเีตรยีม

(2.1) สารละลายโพแทสเซยีมเพอรแมงกาเนต 0.002 โมลตอลติร

ละลายโพแทสเซยีมเพอรแมงกาเนต  31.6  มลิลกิรมั  ดวยน้ำกลัน่เลก็นอย  ในขวด

แกวปริมาตรขนาด   100   มลิลลิติร   เตมิน้ำกลัน่จนถึงขีดปรมิาตร   เขยาใหเขากนั

แลวเก็บสารละลายทีไ่ดในขวดสีชา

(2.2) สารละลายกรดซลัฟวริก 1 โมลตอลติร

(2.3) โพแทสเซยีมไอโอไดด

(2.4) สารละลายมาตรฐานโซเดยีมไทโอซลัเฟต 0.005 โมลตอลติร

ละลายโซเดยีมไทโอซลัเฟต 1.3 กรมั และโซเดยีมคารบอเนต 10 กรมั ดวยน้ำกลัน่

ทีต่มเดอืดใหมและปลอยใหเยน็แลว  ปรมิาตรเลก็นอย  ในขวดแกวปริมาตร  ขนาด

1 000 มลิลลิติร เติมน้ำกลัน่ท่ีตมเดือดใหมและปลอยใหเยน็แลว จนถึงขีดปริมาตร

เขยาใหเขากัน

(2.5) น้ำแปงท่ีเตรียมใหม

ละลายแปง 1 กรมั  ดวยน้ำกลัน่  10  มลิลลิติร  แลวเทลงในน้ำเดอืด 200 มลิลลิติร

อยางชา  ๆ   พรอมกับคนอยางสม่ำเสมอ  ตมใหเดอืดจนกระทัง่สารละลายมลีกัษณะใส

ตัง้ทิง้ไวใหตกตะกอน แลวเกบ็สวนใสไว

(3) วิธวิีเคราะห

(3.1) ใชปเปตตดดูสารละลายทีส่กดัได 10 มลิลลิติร ใสในขวดแกวรปูกรวย เตมิสารละลาย

โพแทสเซยีมเพอรแมงกาเนต 10 มลิลลิติร และสารละลายกรดซลัฟวริก 1 มลิลลิติร

ปดจุก   เขยา   ปลอยไวทีอ่ณุหภมูหิองเปนเวลา   15   นาท ี  จากนัน้เติมสารละลาย

โพแทสเซยีมไอโอไดด  0.1 กรมั   แลวไทเทรตกบัสารละลายมาตรฐานโซเดยีมไทโอ

ซลัเฟตจนสขีองสารละลายเปลีย่นเปนสน้ีำตาลออน เตมิน้ำแปง 5 หยด แลวไทเทรต

ตอจนสีน้ำเงินจางหายไป บันทึกปริมาตรของสารละลายโซเดียมไทโอซัลเฟตที่ใช

ไทเทรต

(3.2) ปฏบิตัเิชนเดียวกับขอ  (3.1)  อกีครัง้หนึง่โดยใชสารละลายแบลงก  10  มลิลลิติร

แทนสารละลายทีส่กดัได

(3.3) การคำนวณ

คำนวณหาปริมาตรของสารละลายโพแทสเซยีมเพอรแมงกาเนต ทีใ่ชทำปฏกิริยิาไดจาก

ผลตางระหวางการไทเทรตขอ (3.1) กบัขอ (3.2)

8.6.2.3 โลหะหนกั

นำสารละลายทีส่กดัไดมาวิเคราะหปริมาณแบเรยีม โครเมียม ทองแดง ตะกัว่ ดบีกุ และแคดเมยีม

โดยใชอะทอมกิแอบซอรปชันสเปกโทรมิเตอรหรอืเคร่ืองมอือืน่ท่ีเทยีบเทา
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8.6.2.4 ความเปนกรด-ดาง

(1) ใชปเปตตดดูสารละลายทีส่กดัไดและสารละลายแบลงก อยางละ 10 มลิลลิติร ใสในบกีเกอร

ขนาด 25 มลิลลิติร อยางละใบ

(2) เตมิสารละลายโพแทสเซยีมคลอไรด 1 กรมัตอลติร ลงในบกีเกอรทัง้ 2 ใบ ใบละ 1 มลิลลิติร

แลววัดคาความเปนกรด-ดางของสารละลายในบีกเกอรแตละใบดวยเคร่ืองวัดความเปน

กรด-ดาง

(3) เปรียบเทียบคาความเปนกรด-ดางของสารละลายทีส่กดัไดกบัสารละลายแบลงก

8.6.2.5 กากทีไ่มระเหย

(1) เคร่ืองมือ

(1.1) เคร่ืองช่ัง ละเอยีด 0.1 มลิลกิรัม

(1.2) ตอูบทีค่วบคุมอณุหภมูไิดที ่(105 ± 2) องศาเซลเซยีส

(1.3) ครูซเิบลิทำจากควอตซหรอืกระเบือ้งเคลอืบ ทีอ่บจนน้ำหนกัคงท่ีแลว 2 ใบ

(1.4) เครื่องอังไอน้ำ

(1.5) เดซิกเคเตอร

(2) วิธวิีเคราะห

(2.1) ใชปเปตตดดูสารละลายทีส่กดัได 50 มลิลลิติร ใสลงในครูซเิบลิใบทีห่นึง่ และสารละลาย

แบลงกปรมิาตรเทากนั ใสลงในครซูเิบลิใบทีส่อง นำไประเหยใหแหงบนเครือ่งองัไอน้ำ

(2.2) อบครซูเิบลิท้ัง 2 ใบ ในตอูบทีอ่ณุหภมู ิ (105 ± 2) องศาเซลเซยีส เปนเวลา 1

ชัว่โมง นำออกมาใสในเดซกิเคเตอร ปลอยใหเยน็ท่ีอณุหภมูหิอง นำไปชัง่ แลวอบซ้ำ

เปนเวลา คร้ังละ 1 ชั่วโมง จนไดน้ำหนักคงที่ ผลตางของน้ำหนักกากในครูซิเบิล

ใบทีห่นึง่และใบทีส่องคอืปรมิาณกากทีไ่มระเหย

8.6.2.6 การดดูกลนืแสง

(1) เครื่องมือ

(1.1) สเปกโทรมเิตอรทีม่คีวามยาวคลืน่ระหวาง 250 นาโนเมตร กบั 320 นาโนเมตร

(1.2) แผนกรอง ขนาดรูเปด 0.45 ไมโครเมตร

(2) วิธวิีเคราะห

กรองสารละลายที่สกัดไดผานแผนกรอง  แลววัดคาการดูดกลืนแสงดวยสเปกโทรมิเตอร

ทีค่วามยาวคลืน่ 250 นาโนเมตร กบั 320 นาโนเมตร โดยเทยีบกบัสารละลายแบลงก ทัง้นีใ้หวัด

คาการดดูกลนืแสงภายใน 5 ชัว่โมง หลงัจากการเตรียมสารละลายทีส่กดัได

8.7 การทดสอบการทำลายเมด็เลอืด

8.7.1 เคร่ืองมือ

8.7.1.1 ตอูบ ทีค่วบคุมอณุหภมูไิดที ่(70 ± 2) องศาเซลเซยีส

8.7.1.2 สเปกโทรมเิตอร ทีม่คีวามยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร

8.7.1.3 เคร่ืองหมุนเหว่ียง

8.7.1.4 หมอนึ่งอัด

8.7.1.5 ตอูบเพาะเชือ้ (incubator) ทีค่วบคุมอณุหภมูไิดที ่(37 ± 1) องศาเซลเซยีส
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8.7.2 สารเคม ีสารละลายและวธิเีตรียม

8.7.2.1 สารละลายโซเดยีมคลอไรดปราศจากเชือ้ รอยละ 0.9

8.7.2.2 สารมาตรฐานอางองิฮโีมโกลบิน (haemoglobin reference standard) 6 มลิลกิรมัตอมลิลลิติร

8.7.2.3 สารละลายแดรบคิน (Drabkin’s  solution)

ละลายโซเดยีมไบคารบอเนต 1 กรัม โพแทสเซยีมไซยาไนด 0.05 กรมั และโพแทสเซยีมเฟรรไิซยาไนด

0.2 กรัม ในน้ำกล่ัน เติมน้ำกล่ันจนปรมิาตรเปน 1 000 มลิลิลติร

8.7.3 การเตรยีมเลือดกระตาย

เจาะเลือดกระตายอยางนอย 3 ตัว ผสมกับสารปองกันการแข็งตัวของเลือด เชน แอซิดซิเทรตเดกซ

โทรส (acid citrate dextrose, ACD)  ซทิริกฟอสเฟตเดกซโทรส (citric phosphate dextrose, CPD)

แยกเก็บในภาชนะเก็บเลอืดของกระตายแตละตวัทีอ่ณุหภมู ิ(4 ± 2) องศาเซลเซยีส และควรนำมาทำการ

ทดสอบภายใน 96 ชัว่โมง

8.7.4 การเตรยีมสารละลายทดสอบ

ตดัขอตอสามทางตวัอยางอยางนอย 3 ชดุ ใหไดชิน้ตวัอยางทีม่ขีนาดเทา ๆ  กนัโดยประมาณ นำมารวมกนั

และช่ังใหไดน้ำหนักรวม 5 กรัม เติมสารละลายโซเดียมคลอไรด 25 มิลลิลิตร อบในตูอบที่อุณหภูมิ

(70 ± 2) องศาเซลเซยีส เปนเวลา 24 ชัว่โมง ตัง้ท้ิงไวใหเย็นจนถึงอุณหภมูหิอง

8.7.5 วธิทีดสอบ

8.7.5.1 การเตรียมกราฟสอบเทียบ

(1) เตรียมสารละลายสอบเทียบ โดยใชปเปตตดูดสารละลายมาตรฐานอางอิงฮีโมโกลบิน 10

มลิลิลิตร 5  มลิลิลิตร  2  มลิลิลิตร  1  มลิลิลติร  และ  0.5  มลิลิลิตร  ใสลงในขวดแกว

ปรมิาตรขนาด 100  มลิลลิติร   จำนวน  5  ใบ ตามลำดับ  เจอืจางดวยสารละลายเดรบคินจนถงึ

ขีดปริมาตร สารละลายที่ไดจะมีความเขมขน 0.6 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 0.3 มิลลิกรัมตอ

มลิลิลติร 0.12 มลิลิกรัมตอมิลลิลติร 0.06 มลิลิกรัมตอมิลลิลติร และ 0.03 มลิลิกรัมตอ

มลิลลิติร ตามลำดบั

(2) วดัคาการดูดกลืนแสงของสารละลายสอบเทยีบแตละความเขมขน ทีค่วามยาวคลืน่ 540 นาโน

เมตร  โดยใชสารละลายเดรนคินเปนแบลงก

(3) สรางกราฟสอบเทยีบระหวางความเขมขนของฮีโมโกลบินมาตรฐาน เปนมลิลกิรมัตอมลิลลิติร

กบัคาการดดูกลนืแสง

8.7.5.2 การตรวจหาระดับพลาสมาฮโีมโกลบนิในเลอืด

(1) นำเลอืดกระตายในแตละภาชนะบรรจุ ตามขอ 8.7.3 ปริมาตร 1 มลิลิลติร แยกใสลงในหลอด

หมุนเหวีย่งและนำไปหมุนเหวีย่งดวยแรง 700 G ถงึ 800 G เปนเวลา 15 นาที

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

ตัง้ทิง้ไว 15 นาที แลวนำไปวัดคาการดดูกลนืแสง ทีค่วามยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร โดยใชสาร

ละลายเดรบคินเปนแบลงก

-
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(3) นำคาการดดูกลนืแสงท่ีไดไปเทียบกับกราฟสอบเทยีบ หาปรมิาณฮโีมโกลบนิในพลาสมาของ

เลอืดกระตายแตละตวั เปนมิลลกิรัมตอมลิลลิติร

(4) ถาเลอืดกระตายตวัใดมปีรมิาณฮโีมโกลบนิในพลาสมาเกนิ 1.0 มลิลกิรมัตอมลิลลิติร จะไมนำ

เลอืดกระตายตวัน้ันมาใชในการทดสอบตอไป และตองใชเลอืดกระตายในการทดสอบ 3 ตวั

8.7.5.3 การเจือจางเลือด

(1) นำเลอืดกระตายแตละตวัท่ีผานการทดสอบหาปรมิาณฮโีมโกลบนิในพลาสมาแลว 20 ไมโครลติร

เติมลงในสารละลายแดรบคิน 5.0 มลิลลิติร ตัง้ท้ิงไว 15 นาที

(2) นำไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร โดยใชสารละลายแดรบคิน

เปนแบลงกนำคาการดดูกลนืแสงทีไ่ดไปเทยีบกับกราฟสอบเทยีบหาปรมิาณฮโีมโกลบนิ

(3) เจือจางเลือดกระตายแตละตัวดวยสารละลายโซเดียมคลอไรดที่ปราศจากเชื้อ ใหมีปริมาณ

ฮีโมโกลบินอยูในชวง (25.0 ± 2.5)  มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เปนคาฮีโมโกลบินปรากฏ

(haemoglobin present)

8.7.5.4 การทดสอบตัวอยาง

(1) นำเลอืดกระตายทีไ่ดจากขอ 8.7.5.3(3) มาตวัละ 5.0 มลิลลิติร เตมิสารละลายทดสอบ 4.0

มลิลลิติร นำไปบมในตอูบทีอ่ณุหภมู ิ(37 ± 1) องศาเซลเซยีส เปนเวลา 4 ชัว่โมง

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

(3) ดดูสวนใสดานบนออก    ใสในหลอดหมนุเหวีย่งหลอดใหม    แลวนำไปหมนุเหวีย่งดวยแรง

700 G ถงึ 800 G เปนเวลา 5 นาท ีดดูสวนใสดานบนใสในหลอดแกวหลอดใหม แลวนำไปหา

คาดชันีการแตกตวัของเม็ดเลอืด

8.7.5.5 การหาดชันีการแตกตวัของเม็ดเลอืด

(1) นำสวนใสจากขอ  8.7.5.4(3)  1.0  มลิลลิติร   เติมลงในสารละลายแดรบคนิ  3.0  มลิลลิติร

ทิง้ไว 15 นาที

(2) นำไปวดัคาการดดูกลนืแสงทีค่วามยาวคลืน่ 540 นาโนเมตร โดยใชสารละลายแดรบคนิเปน

แบลงก นำคาการดดูกลนืแสงทีวั่ดไดไปเทยีบกบักราฟสอบเทยีบ หาปรมิาณฮโีมโกลบนิเปนคา

ฮโีมโกลบนิปลดปลอย (haemoglobin released)

(3) คำนวณคาดชันีการแตกตวัของเม็ดเลอืดจากสตูร

         ฮโีมโกลบนิปลดปลอย

ฮโีมโกลบนิปรากฏ

(4) คำนวณคาเฉลีย่ของดชันีการแตกตวัของเมด็เลอืด แลวเทยีบหาระดบัการแตกตวัของเมด็เลอืด

ตามตารางที ่1

ดชันีการแตกตวัของเม็ดเลอืด = × 100



-14-

มอก.2384-2551

ตารางที ่1  ระดบัการแตกตวัของเมด็เลอืด
(ขอ 8.7.5.5(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 รนุ ในทีน้ี่ หมายถงึ ขอตอสามทางทีท่ำจากวสัดอุยางเดยีวกัน มสีวนประกอบเหมอืนกนั และทำใหปราศจากเชือ้

ในคราวเดียวกัน

ก.2 การชักตัวอยางและการยอมรับ ใหเปนไปตามแผนการชักตัวอยางที่กำหนดตอไปน้ี หรืออาจใชแผน

การชกัตวัอยางอืน่ท่ีเทยีบเทากนัทางวิชาการกบัแผนท่ีกำหนดไว

ก.2.1 การชักตัวอยางและการยอมรับสำหรับการทดสอบขนาดและเกณฑความคลาดเคล่ือน ลักษณะทั่วไป

การบรรจุ และเครือ่งหมายและฉลาก

ก.2.1.1 ใหชกัตวัอยางโดยวธิสีมุจากรนุเดียวกันตามจำนวนท่ีกำหนดในตารางที ่ก.1 นำไปตรวจสอบการบรรจุ

และเคร่ืองหมายและฉลากท่ีกลองบรรจุกอน แลวชักตัวอยางโดยวิธีสุมจากแตละกลองบรรจุ

กลองละ 1 ชุด นำไปทดสอบเคร่ืองหมายและฉลากที่ภาชนะหุมหอ ลักษณะทั่วไป และขนาด

และเกณฑความคลาดเคล่ือน ตามลำดบั

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

ตองไมเกนิเลขจำนวนทีย่อมรับท่ีกำหนดในตารางท่ี ก.1 จึงจะถอืวาขอตอสามทางรนุน้ันเปนไปตาม

เกณฑทีก่ำหนด

ตารางที ่ก.1 แผนการชกัตวัอยางสำหรบัการทดสอบขนาดและเกณฑความคลาดเคลือ่น
ลกัษณะทัว่ไป การบรรจ ุ และเครือ่งหมายและฉลาก

(ขอ ก.2.1)

ก.2.2 การชกัตวัอยางและการยอมรบัสำหรบัการทดสอบคุณลกัษณะทางฟสกิส

ก.2.2.1 ใหชกัตวัอยางโดยวิธสีมุจากรนุเดียวกัน จำนวน 10 ชดุ เพือ่ใชทดสอบรายการละ 5 ชดุ

ก.2.2.2  ตัวอยางตองเปนไปตามขอ 4.2.1 และขอ 4.2.2   จึงจะถือวาขอตอสามทางรุนน้ันเปนไปตาม

เกณฑทีก่ำหนด

ก.2.3 การชักตัวอยางและการยอมรับสำหรบัการทดสอบคุณลกัษณะทางเคมี

ก.2.3.1 ใหชกัตวัอยางโดยวธิสีมุจากรนุเดียวกัน จำนวน 15 ชดุ

ก.2.3.2 ตวัอยางตองเปนไปตามขอ 4.3  จึงจะถือวาขอตอสามทางรนุน้ันเปนไปตามเกณฑทีก่ำหนด

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  จึงจะถอืวาขอตอสามทางรนุน้ันเปนไปตามเกณฑท่ีกำหนด

ก.2.5 การชกัตวัอยางและการยอมรบัสำหรบัการทดสอบสารไพโรเจน การทำลายเมด็เลอืด และความเปนพษิ

ก.2.5.1 ใหชกัตวัอยางโดยวิธสีมุจากรนุเดียวกัน จำนวน 30 ชดุ เพือ่ใชทดสอบรายการละ 10 ชดุ

ก.2.5.2 ตัวอยางตองเปนไปตามขอ 4.4.2 ขอ 4.4.3 และขอ 4.4.4  จึงจะถือวาขอตอสามทางรุนน้ัน

เปนไปตามเกณฑทีก่ำหนด

ก.3 เกณฑตดัสนิ

ตวัอยางขอตอสามทางตองเปนไปตามขอ 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 จึงจะถอืวาขอตอสามทางรนุน้ันเปนไปตามมาตรฐานผลติภณัฑอตุสาหกรรมนี้
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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 ตดัขอตอสามทางตวัอยางอยางนอย 3 ชดุ  ใหไดชิน้ตัวอยางทีม่ขีนาดเทา ๆ  กนัโดยประมาณ นำมา

รวมกนัและชัง่ใหไดน้ำหนกัรวม 5 กรมั เติมสารละลายโซเดยีมคลอไรด 25 มลิลลิติร อบในตอูบ

ทีอ่ณุหภมู ิ(70 ± 2) องศาเซลเซยีส เปนเวลา 24 ชัว่โมง ตัง้ท้ิงไวใหเยน็จนถึงอุณหภมูหิอง

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 ถาหนูทดสอบกลุมที่ฉีดดวยสารละลายทดสอบทั้ง 5 ตัว ไมตายและตัวใดตัวหนึ่งไมมีอาการปวย

มากกวาท่ีฉีดดวยสารละลายแบลงก ใหถือวาขอตอสามทางตัวอยางไมเปนพิษอยางเฉียบพลัน

ตอสัตวทดลอง

ข.1.5.2 ถาหนทูดสอบกลมุท่ีฉดีดวยสารละลายทดสอบแสดงอาการปวยมากกวา 1 ตวั หรอืมหีนทูดสอบตัวใด

ตัวหน่ึงตาย ใหทดสอบซ้ำอีกคร้ังหน่ึงโดยใชหนูทดสอบท่ีมีสมบัติตามขอ ข.1.4.1 แตมีน้ำหนัก

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

และไมแสดงอาการปวยหรือแสดงอาการปวยท่ีไมมากกวาที่ฉีดดวยสารละลายแบลงก จึงจะถือวา

ขอตอสามทางตวัอยางไมเปนพษิอยางเฉยีบพลนัตอสตัวทดลอง

ข.2 การทดสอบความเปนพษิตอเซลล (cytotoxicity  testing)

การทดสอบความเปนพิษตอเซลล ใหใชวิธีทดสอบท่ีกำหนดตอไปนี้หรืออาจใชวิธีทดสอบอื่นท่ีเทียบเทา

ตามทีก่ำหนดใน ISO 10993-5 ในกรณทีีม่ขีอโตแยงใหใชวิธทีดสอบทีก่ำหนดตอไปนีเ้ปนวิธตีดัสนิ
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ข.2.1 เคร่ืองมอืและอปุกรณ

ข.2.1.1 เคร่ืองมอืและอปุกรณทีจ่ำเปนสำหรบัเพาะเลีย้งเน้ือเยือ่ ไดแก ตลูามนิารแอรโฟลว (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 มิลลิลิตร ทำใหปราศจากเชื้อโดยการนึ่งฆาเชื้อในหมอนึ่งอัดที่อุณหภูมิ

(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 มิลลิลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเซลลอีเกิลลเอ็มอีเอ็ม 100 มิลลิลิตร

โดยวธิปีราศจากเช้ือ เกบ็ไวในขวดแกวฝาเกลียวท่ีอณุหภมู ิ2 องศาเซลเซยีส ถงึ 8 องศาเซลเซยีส

เกบ็ไวไดไมเกนิ 1 สปัดาห

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

ละลายคริสทัลไวโอเลต 500 มิลลิกรัม ดวยสารละลายฟอรมาลดีไฮด (BP) 10 มิลลิลิตร

และสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร 90 มลิลลิิตร 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 ทำใหปราศจากเช้ือโดยกรองผานแผนกรองขนาดรูเปด 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
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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 การเตรียมเซลลเน้ือเยือ่เพาะเลีย้ง

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 มลิลลิิตร และอบในตอูบเพาะเชือ้ทีอ่ณุหภมู ิ(37 ± 1) องศาเซลเซยีส เปนเวลา

3 นาที ถงึ 5 นาท ีเคาะขวดเบา ๆ  จนเซลลหลดุรอนจากพืน้ผิวขวด แลวจึงเตมิอาหารเลีย้งเซลลสำหรบั

การเจรญิเตบิโต 3 มลิลลิติร ถงึ 5 มลิลลิติร ลงในขวด เขยาขวดใหไดสารแขวนลอยของเซลลทีเ่ปน

เนือ้เดยีวกนั นำสารแขวนลอยทีไ่ดน้ีไปวดัความเขมขนของเซลล โดยดดูสารแขวนลอยของเซลล 0.1

มลิลลิติร มาผสมกบัสยีอมทรปิแพนบล ู0.1 มลิลลิติร ทิง้ไว 1 นาท ีแลวนับจำนวนเซลลทีม่ชีวิีต

พรอมท้ังคำนวณความเขมขนของเซลลในสารแขวนลอยโดยใชเครื่องนับเม็ดเลือด เจือจาง

สารแขวนลอยของเซลลน้ีดวยอาหารเลีย้งเซลลสำหรบัการเจรญิเติบโต ใหไดความเขมขน 3 × 105

เซลลตอ 1 มลิลลิติร

ข.2.3.2 นำเซลลเน้ือเย่ือท่ีมคีวามเขมขน 3 × 10
5
 เซลลตอ 1 มลิลลิติร เติมลงในถาดเล้ียงเซลล ขนาด 24

หลมุ หลมุละ 0.5 มลิลลิติร แลวนำไปอบในตอูบเพาะเชือ้ชนดิคารบอนไดออกไซด ทีอ่ณุหภมู ิ(37

± 1) องศาเซลเซยีส เปนเวลาไมนอยกวา 1 วัน จนเซลลโตเปนช้ันเด่ียว (monolayer) อยางนอยรอยละ

80 ของพืน้ท่ีเลีย้งเซลล

ข.2.4 วิธทีดสอบ

ข.2.4.1 การเตรียมสารละลายทดสอบและสารละลายควบคมุ

(1) การเตรียมสารละลายทดสอบ

ตดัสวนตาง ๆ  ของขอตอสามทางตวัอยางทีล่างและนึง่ฆาเชือ้ในหมอนึง่อดัแลว ใสลงในขวดแกว

ฝาเกลยีวสำหรบัสกดัตัวอยาง เตมิอาหารเลีย้งเซลลสำหรบัสกดัตัวอยาง ปรมิาตร  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) เตรยีมสารเคมคีวบคุมเชงิบวกและสารเคมคีวบคุมเชงิลบ ตามขอ ข.2.2.10 และขอ

ข.2.2.11 ตามลำดบั

ข.2.4.2 ดดูอาหารเลีย้งเซลลในถาดเล้ียงเซลลแตละหลมุออก

ข.2.4.3 เติมสารละลายทดสอบความเขมขนตาง ๆ  และสารละลายควบคมุ ดงัตอไปนี ้ลงสมัผัสกบัเซลลเนือ้เยือ่

เพาะเลีย้ง 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

หลงัจากปลอยใหเซลลเน้ือเยือ่ในถาดเลีย้งเซลล สมัผัสกบัสารละลายทดสอบ สารละลายควบคุม และแบลงก

เปนเวลา 24 ชัว่โมง และ 48 ชัว่โมง แลว ดคูวามเปนพิษท่ีเกดิกับเซลล โดยดูลกัษณะของเซลลดวย

กลองจุลทรรศน บันทึกการตายของเซลล การเปล่ียนแปลงรูปราง (morphological change)

และความหนาแนนของเซลลทีม่ชีวิีต (cell density) แลวประเมนิผลตามตารางที ่ข.1หลงัจากบนัทึกผลที่

48 ชัว่โมงแลว ใหยดึ (fix) และยอมสเีซลลตดิถาดเลีย้งเซลลดวยสารละลายฟอรมาลนิ-คริสทลัไวโอเลต

เพือ่เกบ็ไวเปนหลกัฐานสำหรบัการตรวจสอบ
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ตารางท่ี ข.1 การประเมนิระดบัความเปนพิษของเซลล
(ขอ ข.2.5)

ข.2.6 การแปลผล

ข.2.6.1 การทดสอบจะมีผลเช่ือถอืไดตอเมือ่

(1) แบลงก และสารเคมคีวบคุมเชิงลบหรอืสารละลายวสัดคุวบคุมเชิงลบไมเปนพิษตอเซลล  (ความ

เปนพษิระดับ 0)

(2) สารเคมคีวบคุมเชงิบวกหรอืสารละลายวสัดุควบคุมเชงิบวก   มคีวามเปนพษิตอเซลลระดบั  3

ข้ึนไป

ข.2.7 เกณฑตดัสนิ

ผลการทดสอบจะถือวาตวัอยางไมเปนพษิตอเซลล  เม่ือเปนไปตามขอใดขอหนึง่ ดงัน้ี

(1) สารละลายทดสอบรอยละ 100 มคีวามเปนพิษตอเซลลไมมากกวาระดบั 2

(2) สารละลายทดสอบรอยละ 44 มคีวามเปนพิษตอเซลลในระดับ 0

ระดับ ปฏิกิริยา สภาพของเซลลเนื้อเย่ือ

0 ไมเปนพิษ พบเซลลแผเปนชั้นเดี่ยว มีเม็ดอินทราไซโทพลาสมิก (intracytoplasmic granule) 

กระจายอยูในเซลลตามปกติ

1 เปนพิษนอยมาก พบเซลลมีลักษณะกลม ใกลหลุดออกจากพื้นผิวไมเกินรอยละ 20 อาจพบการแตก 

ทําลายของเซลลไดบาง

2 เปนพิษนอย พบเซลลมีลักษณะกลมไมเกินรอยละ 50 อาจพบการแตกทําลายของเซลล 

แตไมรุนแรงและไมพบชองวางระหวางเซลลชั้นเด่ียว

3 เปนพิษปานกลาง พบเซลลมีลักษณะกลมหรือพบการแตกทําลายของเซลลไมเกินรอยละ 70

4 เปนพิษอยางรุนแรง พบการทําลายของเซลลชั้นเดี่ยวเกือบทั้งหมดหรือทั้งหมด


