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ปจจุบันหลอดใหสารละลายทางหลอดเลือดแบบมีเข็มนําเปนอุปกรณประกอบในการใหเลือด และสารละลาย
ทางหลอดเลือด ซ่ึงทําไดเองภายในประเทศ ดังนั้นเพื่อความปลอดภัยของผูใชและสงเสริมการทําภายในประเทศ
จึงกําหนดมาตรฐานผลิตภัณฑอุตสาหกรรม หลอดใหสารละลายทางหลอดเลือดแบบมีเข็มนํา ขึ้น
มาตรฐานผลิตภณัฑอตุสาหกรรมนีก้ําหนดขึน้โดยใชขอมูลจากผูทํา ผูใช และเอกสารตอไปนีเ้ปนแนวทาง

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

เข็มฉีดยา และเครือ่งมือแพทยบางชนิด
เลม 1-2539 คุณลักษณะท่ัวไป
เลม 2-2539 ขอตอล็อก

The United States Pharmacopeia, 32 Revisions, 2009

คณะกรรมการมาตรฐานผลิตภณัฑอตุสาหกรรมไดพจิารณามาตรฐานนีแ้ลว   เห็นสมควรเสนอรฐัมนตรปีระกาศตาม
มาตรา 15 แหงพระราชบัญญัติมาตรฐานผลิตภัณฑอุตสาหกรรม พ.ศ. 2511
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ประกาศกระทรวงอุตสาหกรรม
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ออกตามความในพระราชบญัญตัมิาตรฐานผลิตภณัฑอตุสาหกรรม
พ.ศ. 2511

เรื่อง กําหนดมาตรฐานผลิตภัณฑอุตสาหกรรม
หลอดใหสารละลายทางหลอดเลือดแบบมีเขม็นํา
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ทางหลอดเลือดแบบมีเข็มนํา มาตรฐานเลขท่ี มอก.2517-2553 ไว ดังมีรายการละเอียดตอทายประกาศนี้

ท้ังนี้ ตัง้แตวันประกาศในราชกิจจานุเบกษา เปนตนไป
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มาตรฐานผลิตภัณฑอุตสาหกรรม

หลอดใหสารละลายทางหลอดเลือดแบบมเีข็มนํา

1. ขอบขาย

1.1 มาตรฐานผลิตภัณฑอุตสาหกรรมนี้ครอบคลุมหลอดใหสารละลายทางหลอดเลือดแบบมีเข็มนําสําหรับ
การใชงานคร้ังเดยีว

2. บทนิยาม

ความหมายของคําทีใ่ชในมาตรฐานผลิตภัณฑอุตสาหกรรมนี ้มดีงัตอไปนี้
2.1 หลอดใหสารละลายทางหลอดเลือดแบบมีเข็มนํา ซึ่งตอไปในมาตรฐานนี้จะเรียกวา “หลอดใหสารละลาย”

หมายถึง อุปกรณที่ประกอบดวยหลอดนอก เข็มนํา และสวนระบายอากาศ (vent fitting) สวมเขาดวยกัน
ตัวอยางตามรูปที่ 1 ใชรวมกับอุปกรณอื่น เชน ชุดใหสารละลายทางหลอดเลือด ชุดใหเลือด ขอตอสามทาง
กระบอกฉดียา เพื่อนําผลิตภัณฑเภสัชหรือสวนประกอบของเลือดเขาสูรางกายทางหลอดเลือด หรือนําเลือด
เขาสูรางกาย

2.2 หลอดนอก  หมายถึง หลอดที่มีเข็มนําอยูภายใน ประกอบดวยตัวหลอด (catheter tube) และฐานหลอด
(catheter hub)

2.3 เข็มนํา  หมายถึง  เข็มท่ีสอดอยูในหลอดนอก ทําหนาที่เปนตัวนําหลอดนอกเขาสูหลอดเลือดประกอบดวย
ตัวเข็ม (needle  tube) และฐานเข็ม  (needle  hub)

2.4 สวนระบายอากาศ หมายถึง อุปกรณที่ ใชตอกับฐานเข็มเพื่ อทําใหเห็นเลือดที่ ไหลเขาสู ฐานเข็มได
และเพื่อกันไมใหเลือดไหลออก

2.5 ความยาวใชงาน (effective length)  หมายถึง ความยาวของตัวหลอดสวนที่สามารถสอดเขาในหลอดเลอืด
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 a ระยะหางระหวางขอบลางของหนาตัดเข็มกบัปลายหลอดนอก
1 ความยาวใชงาน
1 ตัวหลอด
2 ฐานหลอด
3 ตวัเขม็
4 ฐานเขม็
5 สวนระบายอากาศ
6 ขอบลางของหนาตัดเข็ม  (heel  of  bevel)

หมายเหตุ อาจมีสวนประกอบอื่น เชน ปก บริเวณสําหรับฉีดผลิตภัณฑเภสัช

รูปที ่1 ตัวอยางหลอดใหสารละลายทางหลอดเลอืดแบบมีเข็มนํา
(ขอ 2.1)
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3. ขนาดและเกณฑความคลาดเคลื่อน

3.1 ขนาดระบุ  เสนผานศูนยกลางภายนอก  และรหัสสีของหลอดนอก ใหเปนไปตามตารางที่ 1
การทดสอบใหทําโดยการตรวจพนิิจและวดัดวยเครื่องวดัทีว่ัดไดละเอยีดไมนอยกวา 0.001 มิลลิเมตร

ตารางที่ 1  ขนาดระบุ  เสนผานศูนยกลางภายนอก  และรหัสสีของหลอดนอก
(ขอ 3.1)

หมายเหตุ G คือ gauge size

3.2 ระยะหางระหวางขอบลางของหนาตัดเข็มนํากับปลายหลอดนอก (a) (ดูรปูที่ 1)
ระยะหางระหวางขอบลางของหนาตัดเขม็นํากบัปลายหลอดนอก  ตองอยูในชวง 0 มลิลิเมตร ถงึ 1 มิลลิเมตร
เมือ่สอดเข็มนําเขาในหลอดนอกจนสดุ
การทดสอบใหใชเครื่องวดัที่วัดไดละเอียดไมนอยกวา 0.1 มิลลเิมตร

3.3 ฐานหลอด
เปนขอตอนอกรูปกรวยมี 2 แบบ คือ

3.3.1 แบบธรรมดา  มติิเปนไปตามรูปที ่2
การทดสอบใหปฏิบัติตาม มอก.1387 เลม 1

3.3.2 แบบล็อก มติิเปนไปตามรปูที ่3
การทดสอบใหปฏิบัติตาม มอก.1387 เลม 2

mm G ต่ําสุด สูงสุด

0.6 26 0.550 0.649 มวง

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 สม

2.3    2.4    2.5 13 2.250 2.549 แดง

2.6    2.7    2.8 12 2.550 2.849 ฟา 

3.3    3.4 10 3.250 3.549 น้ําตาล

ขนาดระบุ

เสนผานศูนยกลางภายนอก

ของตัวหลอด

mm
รหัสสีของฐานหลอด
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หนวยเปนมลิลเิมตร

รปูที ่2 ขอตอนอกรูปกรวยแบบธรรมดา
(ขอ 3.3.1)

หนวยเปนมลิลเิมตร

รปูที ่3 ขอตอนอกรปูกรวยแบบลอ็ก
(ขอ 3.3.2)
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4. คุณลักษณะที่ตองการ

4.1 ลกัษณะทัว่ไป
4.1.1 หลอดใหสารละลายตองมีปลอกหุมตลอดความยาวของตัวหลอดและตัวเข็ม ไมหลุดออกกอนใชงาน

และถอดออกไดงาย
4.1.2 ปลายหลอดนอกตองเรียว มน และเรียบ เพื่อใหสอดเขาหลอดเลือดไดงาย และตองแนบสนิท

กบัตัวเขม็เมือ่สอดเข็มนําเขาในหลอดนอกจนสดุ
4.1.3 ฐานเขม็หรอืสวนระบายอากาศตองออกแบบใหมองเหน็เลอืดทีไ่หลยอนเขามาในเขม็นําได

การทดสอบใหทําโดยการตรวจพนิจิ
4.2 เขม็นํา

4.2.1 ตัวเข็มตองทําจากเหล็กกลาไรสนิมออสเทไนต และมีสมบัตดิังนี้
(1) ความทนการกัดกรอน

เมื่อทดสอบตามขอ 8.3 แลว ตองไมมีรองรอยการกัดกรอน
(2) ความแข็งแรงของรอยตอเชื่อมระหวางตัวเข็มกับฐานเข็ม  (strength of union of needle hub

and needle tube)
เมื่อทดสอบตามขอ 8.4 แลว  ตัวเข็มและฐานเข็มตองไมหลุดออกจากกัน

4.2.2 ปลายเข็มตองคม ปราศจากเสี้ยน ขอบ หรือตําหนิอื่น ๆ
การทดสอบใหใชแวนทีม่ีกําลังขยาย 2.5 เทา

4.3 อัตราการไหล
เมื่อทดสอบตามขอ 8.5 แลว  อัตราการไหลของน้ํากลั่นตองเปนดังนี้
(1) หลอดใหสารละลายที่ มี เสนผานศูนยกลางภายนอกระบุนอยกวา 1.0 มิลลิ เมตร

อัตราการไหลตองอยูระหวางรอยละ 80 ถึงรอยละ 125 ของอัตราการไหลที่ระบุไวที่ฉลาก
(2) หลอดใหสารละลายที่มีเสนผานศูนยกลางภายนอกระบุตั้ งแต  1.0 มิลลิเมตร ขึ้ นไป

อัตราการไหลตองอยูระหวางรอยละ 90 ถึงรอยละ 115 ของอัตราการไหลที่ระบุไวที่ฉลาก
4.4 การร่ัวซมึของอปุกรณระบายอากาศ

เมือ่ทดสอบตามขอ 8.6 แลว  สารละลายทดสอบตองไมรัว่ซมึออกจากสวนระบายอากาศภายในเวลา 15 วนิาที
4.5 คณุลกัษณะทางชวีภาพ

4.5.1 ความปราศจากเชือ้
เมื่อทดสอบตาม USP หัวขอ Sterility Tests แลว ตองไมพบเชื้อจุลินทรีย

4.5.2 สารไพโรเจน
ตองเปนไปตามขอใดขอหนึ่งดังตอไปนี้
(1) ไมมีสารไพโรเจน หรือ
(2) ระดบัชีวพิษภายในตัว (endotoxins) ตองไมเกนิ 20.0 หนวยตอชุด
การทดสอบใหปฏิบัติตาม USP หัวขอ Pyrogen Test หรือ Bacterial Endotoxins Test
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4.5.3 การทําลายเมด็เลือด
เมื่อทดสอบตามขอ 8.7 แลว   เม็ดเลือดตองไมแตกตัว

4.5.4 ความเปนพษิ
ตองเปนไปตามขอใดขอหนึ่งดังตอไปนี้
(1) ไมเปนพษิอยางเฉียบพลันตอสตัวทดลอง  หรือ
(2) ไมเปนพษิตอเซลลเนือ้เยือ่
การทดสอบใหปฏบิตัติามภาคผนวก ข.

5.  การบรรจุ

5.1 ใหบรรจุ หลอดใหสารละลายแต ละหนวยในภาชนะหุ มหอที่ ผนึ กเรี ยบรอย สามารถรักษาสภาพ
ปราศจากเชือ้ไดตลอดระยะเวลาการเกบ็

6. เคร่ืองหมายและฉลาก

6.1 ที่ภาชนะหุมหอหลอดใหสารละลายทุกหนวย อยางนอยตองมีเลข อักษร หรือเครื่องหมาย แจงรายละเอียด
ตอไปนี้ ใหเห็นไดงาย ชัดเจน
(1) ชือ่ผลติภณัฑตามมาตรฐานนีห้รอืชือ่อืน่ทีส่ือ่ความหมายวาเปนผลิตภณัฑตามมาตรฐานนี้
(2) คําวา “ปราศจากเชื้อ”  “ปราศจากสารไพโรเจน”  และ “ใชไดครั้งเดียว”
(3) ขนาดระบขุองหลอดนอก  เปนมิลลิเมตร
(4) ความยาวใชงาน  เปนมลิลิเมตร
(5) อัตราการไหล  เปนมิลลิลติรตอนาที
(6) วิธทีําใหปราศจากเชือ้
(7) รหัสรุนทีท่ํา
(8) เดือน ปทีห่มดอายุ
(9) วิธีใช
(10) คําเตอืนหรือขอควรระวังในการใชและการทําลาย เชน หามใชเมือ่ภาชนะหุมหอชํารุด ควรแยกทําลาย

แบบขยะตดิเชือ้
(11) ชื่อผูทําหรอืโรงงานที่ทํา หรือเครือ่งหมายการคาทีจ่ดทะเบียน
หมายเหตุ ขอ (9) และขอ (10)  อาจทําเปนใบแทรกไวในกลองบรรจุก็ได

6.2 ที่กลองบรรจุหลอดใหสารละลายทุกกลอง  อยางนอยตองมีเลข อักษร หรือเครื่องหมาย แจงรายละเอียด
ตามขอ 6.1(1) ขอ 6.1(2) ขอ 6.1(6) ขอ 6.1(7) ขอ 6.1(8) ขอ 6.1 (11)  จํานวนเปนหนวย
และวิธีเก็บรักษาใหเห็นไดงาย  ชัดเจน

6.3 ในกรณทีีใ่ชภาษาตางประเทศดวย ตองมคีวามหมายตรงกบัภาษาไทยทีก่ําหนดขางตน
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7.  การชักตัวอยางและเกณฑตัดสิน

7.1 การชักตวัอยางและเกณฑตดัสิน  ใหเปนไปตามภาคผนวก ก.

8.  การทดสอบ

8.1 ใหใชวิธีที่กําหนดในมาตรฐานนี้หรือวิธีอื่นใดที่ใหผลเทียบเทา ในกรณีที่มีขอโตแยงใหใชวิธีที่กําหนด
ในมาตรฐานนีเ้ปนวธิตีดัสนิ

8.2 หากมิไดกําหนดไว เปนอยางอื่น น้ํากลั่ นและสารเคมีที่ ใชตองมีความบริสุทธิ์ เหมาะสมสําหรับใชใน
หองปฏบิตักิารวทิยาศาสตร

8.3 การทดสอบความทนการกัดกรอนของตวัเขม็
8.3.1 สารเคมี

8.3.1.1 สารละลายโซเดียมคลอไรด  0.5 โมลตอลิตร
8.3.2 วธิทีดสอบ

ใสสารละลายโซเดียมคลอไรดที่มีอุณหภูมิ (27  2) องศาเซลเซียส ลงในภาชนะแกวบอโรซิลิเคต
ใหมีปริมาณเพียงพอที่ จะแช เข็มนําของหลอดใหสารละลายตั วอย างลงไดประมาณครึ่ งหนึ่ ง
ของความยาวตัวเข็ม แชตัวเข็มเปนเวลา 7 ชั่วโมง  5 นาที โดยรักษาอุณหภูมิของสารละลายไวที่
(27  2) องศาเซลเซียส นําขึ้นมาเช็ดใหแหง แลวเปรียบเทียบรองรอยการกัดกรอนบนตัวเข็ม
สวนทีแ่ชกบัสวนทีไ่มไดแช

8.4 การทดสอบความแขง็แรงของรอยตอเชือ่มระหวางตวัเขม็กับฐานเข็ม
8.4.1 เครื่องมือ

8.4.1.1 เครื่องทดสอบแรงดึง (tensile-testing  apparatus) ที่ใหแรงไดไมนอยกวา 20 นิวตัน มีความแมน
 รอยละ  1

8.4.2 วธิทีดสอบ
8.4.2.1 วดัเสนผานศนูยกลางภายนอกของเข็มนําของหลอดใหสารละลายตวัอยาง
8.4.2.2 จับยึดตัวเข็มและฐานเข็มดวยอุปกรณจับยึดของเครื่องทดสอบแรงดึง เดินเครื่องใหเกิดแรงดึง

เข็ มนําด วยอั ตราเร็ ว 100 มิ ลลิ เมตรต อนาที  จนได แรง 10 นิ วตั น สําหรั บเข็ มนํา
ที่ มี เสนผานศูนยกลางภายนอกนอยกวา 0.6 มิลลิ เมตร และ 20 นิวตัน สําหรับเข็มนํา
ทีม่ีเสนผานศนูยกลางภายนอกตัง้แต 0.6 มิลลิเมตร ขึน้ไป แลวตรวจพนิิจ

8.4.2.3 เดินเครื่องใหเกิดแรงกดกับเข็มนําดวยอัตราเร็ว 100 มิลลิเมตรตอนาที จนไดแรง 10 นิวตัน
สําหรับเข็มนําที่ มี เสนผ านศูนยกลางภายนอกนอยกว า 0.6 มิลลิ เมตร และ 20 นิ วตัน
สําหรับเข็มนําที่มีเสนผานศูนยกลางภายนอกตัง้แต 0.6 มลิลิเมตร ขึน้ไป  แลวตรวจพนิิจ
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8.5 การทดสอบอตัราการไหล
8.5.1 อปุกรณ

8.5.1.1 ชุดทดสอบ ประกอบดวยภาชนะบรรจุน้ํากลั่นที่รักษาระดับน้ําใหคงที่ ตอกับสายสงและขอตอ
ในที่เปนไปตาม มอก.1387  สามารถใหน้ํากลั่นไหลไดในอัตรา (525  25) มิลลิลิตรตอนาที
(ดูรูปที่ 4)

8.5.1.2 กระบอกตวง ที่มีความแมน  รอยละ 1
8.5.1.3 นาฬกิาจบัเวลา

8.5.2 วธิทีดสอบ
8.5.2.1 เติมน้ํากลั่นลงในภาชนะบรรจุน้ําของชุดทดสอบ (ขอ 8.5.1.1) ปรับระดับน้ํากลั่นใหอยูสูงจาก

ขอตอใน (1 000  5) มิลลเิมตร  ตรวจสอบอตัราการไหล ใหเปนไปตามท่ีกําหนด (ขอ 8.5.1.1)
ตอหลอดนอกตวัอยางเขากับชดุทดสอบ

8.5.2.2 ปลอยใหน้ํากลั่นไหลผานหลอดนอกตัวอยาง เปนเวลาไมนอยกวา 30 วินาที รองรับน้ําที่ไหลผาน
หลอดนอกตัวอยางดวยกระบอกตวง  ชั่ งน้ําหนักหรือวัดปริมาตรน้ําที่ ไหลออกมาทดสอบ
เชนเดยีวกนันีจ้นครบ 3 ครั้ง  คํานวณคาเฉล่ียเปนมลิลิลิตรตอนาที
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1 ภาชนะบรรจนุ้าํกลัน่
2 น้าํกลัน่
3 ทางเขาของน้ํากล่ัน
4 ทางน้าํลน
5 สายสง
6 ขอตอใน ความเรียว รอยละ 6
7 หลอดนอกตัวอยาง
8 กระบอกตวง

หนวยเปนมลิลเิมตร

รปูที ่4  การทดสอบอตัราการไหล
(ขอ 8.5.1.1)
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8.6 การทดสอบการรัว่ซมึของสวนระบายอากาศ
8.6.1 อปุกรณ

8.6.1.1 ชดุทดสอบ ประกอบดวยภาชนะบรรจสุารละลายทดสอบทีร่กัษาระดบัของเหลวใหคงทีต่อกบัสายสง
ที่มีเสนผานศูนยกลางภายในไมนอยกวา 3 มิลลิเมตร มีตัวควบคุมการไหล ปดปลายสายดวย
ฝายางหรือวสัดอุื่นที่เหมาะสม

8.6.1.2 นาฬกิาจบัเวลา
8.6.2 สารละลายและวธิเีตรยีม

8.6.2.1 สารละลายและวธิเีตรยีม
(1) สารละลายทดสอบ

ผสมกลเีซอรอล ชัน้คุณภาพไมดอยกวาชัน้คณุภาพ USP 450 มลิลิลติร ในสารละลายโซเดยีม
คลอไรด 9 กรัมตอลิตร 550 มิลลิลิตร

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

บรรจุของเหลว เปดตัวควบคุมการไหลของชุดทดสอบใหสารละลายไหลผานสายสงจนเต็ม
ไลฟองอากาศออกจากสายใหหมด ปดตัวควบคุมการไหลพรอมท้ังปดฝายาง ที่ปลายสายใหสนิท
เช็ดใหแหง

8.6.3.2 ดึงเข็มนําพรอมสวนระบายอากาศออกจากหลอดใหสารละลายตัวอยาง นําไปแทงเขาในฝายาง
ของชุดทดสอบ ปรับใหระดับสารละลายอยูสูงกวาเข็มนําตัวอยาง (400  20) มิลลิเมตร
โดยใหเข็มนําพรอมสวนระบายอากาศอยูในแนวระนาบเบีย่งเบนไดไมเกิน 5 องศา

8.6.3.3 เปดตัวควบคุมการไหลของชุดทดสอบ  เริ่ มจับเวลาที่ สารละลายทดสอบไหลเขาในเข็มนํา
ตั วอย าง บั นทึ กเวลาที่ สารละลายทดสอบหยดแรกซึ มออกมาจากส วนระบายอากาศ
หรอืเวลาทีส่ารละลายทดสอบไหลเขามาจนเตม็สวนระบายอากาศ
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1 ภาชนะบรรจุสารละลายทดสอบ

2 ทางน้ำลน

3 ทางเขาของสารละลายทดสอบ

4 สารละลายทดสอบ

5 ตวัควบคุมการไหล

6 เข็มนำของหลอดใหสารละลายตวัอยาง

7 ฝายาง

8 สวนระบายอากาศของหลอดใหสารละลายตวัอยาง

9 สายสง

รปูที ่5  การทดสอบการรัว่ซมึของสวนระบายอากาศ
(ขอ 8.6.3.1)
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หนวยเปนมิลลิเมตร
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8.7 การทดสอบการทําลายเมด็เลือด
8.7.1 เครื่องมือ

(1) ตูอบ ที่ควบคุมอุณหภูมิไดที่ (70  2) องศาเซลเซียส
(2) สเปกโทรโฟโตมเิตอร ทีม่คีวามยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร
(3) เครื่องหมุนเหวี่ยง
(4) หมอนึ่งอัด
(5) ตูอบเพาะเชื้อ (incubator) ที่ควบคุมอุณหภูมิไดที่ (37  1) องศาเซลเซียส

8.7.2 สารละลาย สารเคม ีและวิธเีตรยีม
(1) สารละลายโซเดียมคลอไรดปราศจากเชื้อ รอยละ 0.9
(2) สารมาตรฐานอางอิงฮีโมโกลบนิ (haemoglobin reference standard) 6 มิลลกิรัมตอมิลลิลิตร
(3) สารละลายแดรบคนิ (Drabkin's  solution)

ละลายโซเดียมไบคารบอเนต 1 กรัม โพแทสเซียมไซยาไนด  0.05 กรัม และโพแทสเซียม
เฟรริไซยาไนด 0.2 กรัม ในน้ํากลั่น และเติมน้ํากลั่นจนปริมาตรเปน 1 000 มิลลิลิตร

8.7.3 การเตรยีมเลือดกระตาย
เจาะเลอืดกระตายอยางนอย 3 ตวั ผสมกับสารปองกนัการแขง็ตัวของเลือด เชน แอซิดซเิทรตเดกซโทรส
(acid citrate dextrose, ACD) ซิทริกฟอสเฟตเดกซโทรส (citric phosphate dextrose, CPD) แยกเก็บใน
ภาชนะเก็บเลือดของกระตายแตละตัวที่อุณหภูมิ (4  2) องศาเซลเซียส และควรนํามาทําการทดสอบ
ภายใน 96 ชั่วโมง

8.7.4 การเตรียมสารละลายทดสอบ
ตัดหลอดใหสารละลายตัวอยางอยางนอย 3 ชุด ใหไดชิ้นตัวอยางที่มีขนาดเทา ๆ กัน โดยประมาณ
นํามารวมกันและชั่ งใหไดน้ําหนักรวม 5 กรัม เติมสารละลายโซเดียมคลอไรด  25 มิลลิลิตร
อบในตูอบที่อุณหภูมิ (70  2) องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง ตั้งทิ้งไวใหเย็นจนถึงอุณหภูมิหอง

8.7.5 วธิทีดสอบ
8.7.5.1 การเตรยีมกราฟสอบเทยีบ

(1) เตรียมสารละลายสอบเทียบ โดยใชป เปตตดูดสารละลายมาตรฐานอางอิงฮีโมโกลบิน
10 มิลลลิิตร 5 มลิลิลิตร 2 มลิลิลติร 1 มิลลิลิตร และ 0.5 มลิลิลติร ใสลงในขวดแกวปริมาตร
ขนาด 100 มิลลิลิตร จํานวน 5 ใบ ตามลําดับ เจือจางดวยสารละลายแดรบคินจนถึงขีด
ปริมาตร  สารละลายที่ ได จะมีความเขมขน 0.6 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 0.3 มิลลิกรัม
ตอมิลลิลิตร 0.12 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 0.06 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และ 0.03 มิลลิกรัม
ตอมิลลิลติร ตามลําดบั

(2) วดัคาการดดูกลืนแสงของสารละลายสอบเทยีบแตละความเขมขน โดยใชสารละลายแดรบคนิ
เปนแบลงก

(3) สรางกราฟสอบเทียบระหวางความเขมขนของฮโีมโกลบนิมาตรฐาน เปนมิลลกิรัมตอมิลลิลติร
กบัคาการดดูกลืน
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8.7.5.2 การตรวจหาระดบัพลาสมาฮโีมโกลบนิในเลือด
(1) นําเลอืดกระตายในแตละภาชนะบรรจ ุตามขอ 8.7.3 ปริมาตร 1 มลิลิลิตร แยกใสลงในหลอด

หมุนเหวี่ยงและนําไปหมุนเหวี่ยงในแนวระดับดวยแรง 700 G ถึง 800 G เปนเวลา 15 นาที
(2) ดูดสวนใสดานบน (พลาสมา) 100 ไมโครลิตร เติมลงในสารละลายแดรบคิน 5.0 มิลลิลิตร

ตั้งทิ้งไว 15 นาที แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร โดยใช
สารละลายแดรบคนิเปนแบลงก

(3) นําคาการดูดกลืนแสงที่ไดไปเทียบกับกราฟสอบเทียบ  หาปริมาณฮีโมโกลบินในพลาสมา
ของเลอืดกระตายแตละตวั เปนมลิลิกรัมตอมิลลิลติร

(4) ถาเลือดกระตายตัวใดมีปริมาณฮีโมโกลบินในพลาสมาเกิน 1.0 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร
จะไมนําเลือดกระต ายตัวนั้ นมาใช ในการทดสอบตอไป และตองใชเลือดกระตายใน
การทดสอบ 3 ตัว

8.7.5.3 การเจือจางเลือด
(1) นาํเลอืดกระตายแตละตวัทีผ่านการทดสอบหาปรมิาณฮโีมโกลบนิในพลาสมาแลว 20 ไมโครลติร

เติมลงในสารละลายแดรบคิน 5.0  มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไว 15 นาที
(2) นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร โดยใชสารละลายแดรบคิน

เปนแบลงก นําคาการดดูกลืนแสงทีไ่ดไปเทยีบกบักราฟสอบเทยีบ หาปรมิาณฮโีมโกลบนิ
(3) เจือจางเลือดกระตายแตละตัวดวยสารละลายโซเดียมคลอไรดปราศจากเชื้อใหมีปริมาณ

ฮีโมโกลบินอยู ในชวง (25.0  2.5) มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เปนคาฮีโมโกลบินปรากฏ
(haemoglobin present)

8.7.5.4 การทดสอบตวัอยาง
(1) นําเลือดกระตายที่ไดจากขอ 8.7.5.3(3) มาตัวละ 5.0 มิลลิลิตร เติมสารละลายทดสอบ

4.0 มิลลิลิตร นําไปบมในตูอบที่อุณหภูมิ (37  1) องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 ชั่วโมง
(2) นําไปหมุนเหวี่ยงในแนวระดับ ดวยแรง 100 G ถึง 200 G เปนเวลา 15 นาที
(3) ดูดสวนใสดานบนออก ใสในหลอดหมุนเหวี่ยงหลอดใหม แลวนําไปหมุนเหวี่ยงดวยแรง

 700 G ถึง 800 G เปนเวลา 5 นาที ดูดสวนใสดานบนใสในหลอดแกวหลอดใหมแลวนําไป
หาคาดชันกีารแตกตวัของเมด็เลอืด
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8.7.5.5 การหาคาดัชนีการแตกตัวของเมด็เลอืด
(1) นําสวนใสจากขอ 8.7.5.4(3) 1.0 มิลลิลิตร เติมลงในสารละลายแดรบคิน 3.0 มิลลิลิตร

ทิ้งไว 15 นาที
(2) นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร โดยใชสารละลายแดรบคิน

เปนแบลงก นําคาการดูดกลืนแสงที่วัดไดไปเทียบกับกราฟสอบเทียบ หาปริมาณฮโีมโกลบิน
เปนคาฮโีมโกลบนิปลดปลอย (haemoglobin released)

(3) คํานวณคาดชันกีารแตกตัวของเมด็เลือดจากสตูร

ดัชนีการแตกตัวของเมด็เลอืด =                             100

(4) คาํนวณคาเฉลีย่ของดชันกีารแตกตวัของเมด็เลอืด  แลวเทยีบหาระดบัการแตกตวัของเมด็เลอืด
ตามตารางที่ 2

ตารางที ่2 ระดับการแตกตวัของเมด็เลอืด
(ขอ 8.7.5.5(4))

ฮโีมโกลบนิปลดปลอย
ฮโีมโกลบนิปรากฏ

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ตดัสนิ
(ขอ 7.1)

ก.1 รุน ในที่นี้ หมายถึง หลอดใหสารละลายที่ทําจากวัสดุอยางเดียวกัน มีสวนประกอบเหมือนกัน และทําให
ปราศจากเชือ้ในคราวเดยีวกนั

ก.2 การชักตัวอยางและการยอมรับ ใหเปนไปตามแผนการชักตัวอยางที่กําหนดตอไปนี้  หรืออาจใชแผน
การชักตวัอยางอืน่ทีเ่ทยีบเทากนัทางวชิาการกับแผนทีก่ําหนดไว

ก.2.1 การชักตัวอยางสําหรับการทดสอบขนาดและเกณฑความคลาดเคลื่อน ลักษณะทั่ วไป การบรรจุ
และเคร่ืองหมายและฉลาก

ก.2.1.1 ใหชักตัวอยางโดยวิธีสุมจากรุนเดียวกันตามจํานวนที่กําหนดในตารางที่ ก.1 นําไปตรวจสอบ
การบรรจุ  เครื่องหมายและฉลาก และลักษณะทั่ วไปกอน แลวจึงทดสอบขนาดและเกณฑ
ความคลาดเคล่ือน

ก.2.1.2 จาํนวนตวัอยางทีไ่มเปนไปตามขอ 3. ขอ 4.1 ขอ 5. และขอ 6. ในแตละรายการ ตองไมเกนิเลขจาํนวน
ทีย่อมรับท่ีกําหนดในตารางที ่ก.1 จงึจะถือวาหลอดใหสารละลายรุนนัน้ เปนไปตามเกณฑทีก่ําหนด

ตารางที ่ก.1 แผนการชักตัวอยางสําหรับการทดสอบขนาดและเกณฑความคลาดเคลือ่น
ลกัษณะทัว่ไป  การบรรจุ  และเครื่องหมายและฉลาก

(ขอ ก.2.1)

ก.2.2 การชักตวัอยางและการยอมรับสําหรับการทดสอบเขม็นํา อัตราการไหล และการรัว่ซมึของอุปกรณระบาย
อากาศ

ก.2.2.1 ใหชักตัวอยางโดยวิธีสุมจากรุนเดียวกัน จํานวน 15 ชุด เพื่อใชทดสอบความทนการกัดกรอน
ของตัวเข็ม ความแข็งแรงของรอยตอเชื่อมระหวางตัวเข็มกับฐานเข็ม ปลายเข็ม อัตราการไหล
และการรัว่ซึมของอุปกรณระบายอากาศ รายการละ 3 ชุด

ก.2.2.2 ตัวอยางตองเปนไปตามขอ 4.2.1(1) ขอ 4.2.1(2) ขอ 4.2.2 ขอ 4.3  และขอ 4.4 จึงจะถือวา
หลอดใหสารละลายรุนนัน้เปนไปตามเกณฑทีก่ําหนด

ก.2.3 การชักตวัอยางและการยอมรบัสําหรับการทดสอบความปราศจากเชือ้

ขนาดรุน หนวยภาชนะบรรจุ

หนวยภาชนะบรรจุ ขนาดตัวอยาง

      ไมเกิน  35 000 5 0

       35 001  ขึ้นไป 13 1

เลขจํานวนที่ยอมรับ
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ก.2.3.1 ใหชักตัวอยางโดยวิธีสุมจากรุนเดียวกัน จํานวน 10 ชุด เพื่อใชทดสอบ 5 ชุด และสํารองไว
เพื่อการทดสอบซํ้า 5 ชุด

ก.2.3.2 ตัวอยางตองเปนไปตามขอ 4.5.1 จึงจะถือวาหลอดใหสารละลายรุนนัน้เปนไปตามเกณฑทีก่ําหนด
ก.2.4 การชักตวัอยางและการยอมรับสําหรับการทดสอบสารไพโรเจน การทําลายเมด็เลือด และความเปนพษิ

ก.2.4.1 ใหชักตัวอยางโดยวิธีสุมจากรุนเดียวกัน จํานวน 15 ชุด เพื่อใชทดสอบรายการละ 5 ชุด
ก.2.4.2 ตัวอยางตองเปนไปตามขอ 4.5.2 ขอ 4.5.3 และขอ 4.5.4  จึงจะถือวาหลอดใหสารละลาย

รุนนัน้เปนไปตามเกณฑทีก่ําหนด
ก.3 เกณฑตดัสนิ

ตัวอยางหลอดใหสารละลายตองเปนไปตามขอ ก.2.1.2  ขอ ก.2.2.2 ขอ ก.2.3.2 และขอ ก.2.4.2 ทุกขอ
จงึจะถอืวาหลอดใหสารละลายรุนนัน้เปนไปตามมาตรฐานผลติภณัฑอตุสาหกรรมนี้
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ภาคผนวก ข.

การทดสอบความเปนพษิ
(ขอ 4.5.4)

ข.1 การทดสอบความเปนพษิอยางเฉยีบพลนัตอสตัวทดลอง
ข.1.1 เครื่องมือ

ข.1.1.1 ตูอบ ที่ควบคุมอุณหภูมิไดที่ (70  2) องศาเซลเซียส
ข.1.2 สารละลาย

ข.1.2.1 สารละลายโซเดียมคลอไรดปราศจากเชื้อ รอยละ 0.9
ข.1.3 การเตรยีมสารละลายทดสอบและสารละลายแบลงก

ข.1.3.1 ตัดหลอดใหสารละลายตัวอยางอยางนอย 3 ชุด ใหไดชิ้นตัวอยางที่มีขนาดเทา ๆ กันโดยประมาณ
นํามารวมกันและชั่งใหไดน้ําหนักรวม 5 กรัม เติมสารละลายโซเดียมคลอไรด 25 มิลลิลิตร
อบในตูอบที่อุณหภูมิ (70  2) องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง ตั้งทิ้งไวใหเย็นจนถึง
อุณหภูมิหอง

ข.1.3.2 ใหใชสารละลายโซเดยีมคลอไรด เปนสารละลายแบลงก
ข.1.4 วธิทีดสอบ

ข.1.4.1 แบงหนูทดสอบท่ีมีสุขภาพดีและไมเคยใชทดสอบมากอน มีน้ําหนักระหวาง 17 กรัม ถึง 23 กรัม
จํานวน 10 ตัว ออกเปน 2 กลุม กลุมละ 5 ตัว

ข.1.4.2 ฉีดสารละลายทดสอบและสารละลายแบลงกเขาทางเสนเลือดดําของหนูทดสอบกลุ มที่  1
และกลุมท่ี 2 ตามลําดับ ตัวละ 1.0 มิลลิลิตร แลวปลอยไวเปนเวลา 72 ชั่วโมง

ข.1.4.3 สังเกตอาการของหนูแตละกลุม หลังฉีดทันที ท่ี 24 ชั่วโมง 48 ชั่งโมง และ 72 ชั่วโมง หลังฉีด
ข.1.5 เกณฑตดัสนิ

ข.1.5.1 ถาหนูทดสอบกลุมที่ฉีดดวยสารละลายทดสอบทั้ง 5 ตัว ไมตายและตัวใดตัวหนึ่งไมมีอาการ
ปวยมากกวาที่ฉีดดวยสารละลายแบลงก ใหถือวาหลอดใหสารละลายตัวอยางไมเปนพิษอยาง
เฉยีบพลนัตอสตัวทดลอง

ข.1.5.2 ถาหนูทดสอบกลุ มที่ฉีดดวยสารละลายทดสอบแสดงอาการปวยมากกวา 1 ตัว หรือมีหนู
ทดสอบตัวใดตัวหนึ่งตาย ใหทดสอบซ้ําอีกครั้งหนึ่ง โดยใชหนูทดสอบท่ีมีสมบัติตามขอ ข.1.4.1
แตมีน้ําหนัก (20  1) กรัม กลุมละ 10 ตัว หนูทดสอบกลุมที่ฉีดดวยสารละลายทดสอบทั้ง
10 ตัว ตองไมตายและไมแสดงอาการปวย หรือแสดงอาการปวยที่ ไมมากกวาที่ ฉีดด วย
สารละลายแบลงก จงึจะถอืวาหลอดใหสารละลายตวัอยางไมเปนพิษอยางเฉยีบพลันตอสตัวทดลอง

ข.2 การทดสอบความเปนพิษตอเซลลเนือ้เยือ่ (cytotoxicity  testing)
การทดสอบความเปนพษิตอเซลลเนือ้เยือ่ ใหใชวธิทีดสอบทีก่ําหนดตอไปนีห้รอือาจใชวธิทีดสอบอืน่ทีเ่ทยีบเทา
ตามที่กําหนดใน ISO 10993-5 ในกรณีทีม่ีขอโตแยงใหใชวิธทีดสอบที่กําหนดตอไปนีเ้ปนวธิีตัดสิน
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ข.2.1 เครือ่งมอืและอุปกรณ
ข.2.1.1 เครื่องมือและอุปกรณที่จําเปนสําหรับเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ ไดแก ตูลามินารแอรโฟลว (laminar

airflow hood) ตูอบเพาะเชื้อชนิดคารบอนไดออกไซด กลองจุลทรรศน เครื่องนับเม็ดเลือด
(haemocytometer)

ข.2.1.2 อุปกรณฆาเชื้อ ไดแก หมอนึ่งอัด ตูอบ
ข.2.1.3 ถาดเลี้ยงเซลลขนาด 24 หลุม
ข.2.1.4 ขวดแกวฝาเกลียวสําหรบัสกัดตวัอยาง
ข.2.1.5 ขวดเพาะเลี้ยงเซลลเนื้อเยื่อ (tissue culture flask) ขนาดพื้นที่ 75 ตารางเซนติเมตร

ข.2.2 สารละลายและวธิเีตรยีม
ข.2.2.1 สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอรทีป่ราศจากเชือ้

ละลายโพแทสเซียมคลอไรด 0.2 กรัม โพแทสเซยีมไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.2 กรัม โซเดียมคลอไรด
8.0 กรัม และแอนไฮดรัสไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 1.15 กรัม ในน้ํากลั่นและเติมน้ํากลั่น
จนปริมาตรเปน  1 000  มิลลิลิตร ทําใหปราศจากเชื้อโดยการนึ่งฆาเชื้อในหมอนึ่งอัดที่อุณหภูมิ
(121  2) องศาเซลเซี ยส เปนเวลา 15 นาที  หรือกรองผ านแผนกรองขนาดรู เปด
0.22 ไมโครเมตร

ข.2.2.2 สารละลายโซเดยีมไบคารบอเนตปราศจากเชือ้ 100 กรัมตอลิตร
ข.2.2.3 สารละลายทริปซิน (trypsin) ปราศจากเชื้อ 0.5 กรัมตอลิตร
ข.2.2.4 สารละลายกลูทามีน (glutamine) ปราศจากเชื้อ 29.2 กรัมตอลิตร
ข.2.2.5 อาหารเลี้ยงเซลลอีเกิลลเอ็มอีเอ็ม (Eagle's MEM)
ข.2.2.6 อาหารเลีย้งเซลลสําหรับการเจรญิเติบโตและอาหารเลีย้งเซลลสําหรับสกัดตัวอยาง

เติมสารละลายกลูทามีน 1 มิลลิลิตร สารละลายโซเดียมไบคารบอเนต 1.2 มิลลิลิตร
เซรุมฟทัลโบไวน (fetal bovine serum) 5 มิลลิลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเซลลอีเกิลลเอ็มอีเอ็ม
100 มิลลิลิตร โดยวิธีปราศจากเชื้อ เก็บไวในขวดแกวฝาเกลียวที่อุณหภูมิ 2 องศาเซลเซียส
ถึง 8 องศาเซลเซียส เก็บไวไดไมเกิน 1 สัปดาห

ข.2.2.7 สารละลายฟอรมาลนิ-คริสทลัไวโอเลต (formalin-crystal violet)
ละลายคริสทัลไวโอเลต 500 มิลลิกรัม ดวยสารละลายฟอรมาลดีไฮด (BP) 10 มิลลิลิตร
และสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 90 มลิลิลิตร เก็บไวท่ีอณุหภูมหิอง

ข.2.2.8 สียอมทริปแพนบลู (trypan blue stain) 4.0 กรัมตอลิตร
ข.2.2.9 สารละลายซงิกแอซีเทต 200 มิลลกิรัมตอลิตร

ละลายซิงกแอซีเทต 20.14 มิลลิกรัม ในสารละลายโซเดียมคลอไรด รอยละ 0.9 ปริมาตร
30 มิลลลิิตร และทําใหปราศจากเชือ้โดยกรองผานแผนกรองขนาดรเูปด 0.22 ไมโครเมตร

ข.2.2.10 การควบคมุเชงิบวก
- สารเคมีควบคมุเชิงบวก (positive chemical control)

เจือจางสารละลายซิงกแอซีเทต 200 มิลลิกรัมตอลิตร ดวยอาหารเลี้ ยงเซลลสําหรับสกัด
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ตัวอยางใหไดความเขมขน 8 มิลลิกรัมตอลิตร
- วสัดุควบคมุเชงิบวก (positive material control)

แผนพลาสติกท่ีมซีิงกไดเอทิลไดไทโอคารบาเมต รอยละ 0.1
ข.2.2.11 การควบคมุเชงิลบ

- สารเคมคีวบคมุเชงิลบ (negative chemical control)
เจือจางสารละลายซิงกแอซีเทต 200 มิลลิกรัมตอลิตร ดวยอาหารเลี้ ยงเซลลสําหรับสกัด
ตัวอยางใหไดความเขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร

- วสัดคุวบคมุเชิงลบ (negative material control)
พลาสติก เชน พอลิเอทิลีน พอลิโพรพิลีน หรือแผนยาง ที่ปราศจากสารเติมแตง

ข.2.3 การเตรียมเซลลเนื้อเยือ่
ข.2.3.1 การเตรียมสารแขวนลอยของเซลลเนื้อเยื่อ (cell suspension)

นําเซลลเนื้อเยื่อ L-929 (ATCC cell line CCL 1, NCTC clone 929) ที่เพาะเลี้ยงไวในขวด
เพาะเลี้ยงเซลล ขนาดพื้นที่  75 ตารางเซนติเมตร มาลางดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร
เติมสารละลายทริปซิน 1 มิลลิลิตร และอบในตูอบเพาะเชื้อท่ีอุณหภูมิ (37  1) องศาเซลเซียส
เปนเวลา 3 นาที ถึง 5 นาที เคาะขวดเบา ๆ จนเซลลหลุดรอนจากพื้นผิวขวด แลวจึงเติมอาหาร
เลี้ยงเซลลสําหรับการเจริญเติบโต 3 มิลลิลิตร ถึง 5 มิลลิลิตร ลงในขวด เขยาขวดใหไดสาร
แขวนลอยของเซลลที่ เปนเนื้อเดียวกัน นําสารแขวนลอยที่ ไดนี้ ไปวัดความเขมขนของเซลล
โดยดูดสารแขวนลอยของเซลล 0.1 มิลลิลิตร มาผสมกับสียอมทริปแพนบลู 0.1 มิลลิลิตร
ทิ้งไว 1 นาที แลวนับจํานวนเซลลท่ีมีชีวิต พรอมท้ังคํานวณความเขมขนของเซลลในสารแขวนลอย
โดยใช เครื่ องนั บเม็ ดเลื อด เจื อจางสารแขวนลอยของเซลล นี้ ด วยอาหารเลี้ ยงเซลล
สําหรับการเจริญเติบโต ใหไดความเขมขน 3 105 เซลลตอ 1 มิลลิลิตร

ข.2.3.2 นําเซลลเนื้อเยื่อที่มีความเขมขน 3  105 เซลลตอ 1 มิลลิลิตร เติมลงในถาดเลี้ยงเซลลขนาด
24 หลุม  หลุมละ 0.5 มิลลิลิตร  แลวนําไปอบในตูอบเพาะเชื้อชนิดคารบอนไดออกไซดที่อุณหภูมิ
(37 ± 1) องศาเซลเซียส เปนเวลาไมนอยกวา 1 วัน จนเซลลโตเปนชั้นเดี่ยว (monolayer)
อยางน อยรอยละ 80 ของพื้นที่เลี้ยงเซลล

ข.2.4 วธิทีดสอบ
ข.2.4.1 การเตรยีมสารละลายทดสอบและสารละลายควบคมุ

(1) การเตรียมสารละลายทดสอบ
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ตัดสวนต าง ๆ ของหลอดใหสารละลายตัวอย างที่ ล างและนึ่ งฆ าเชื้ อ ในหมอนึ่ งอัด
แลวใสลงในขวดแกวฝาเกลียวสําหรับสกัดตัวอยาง เติมอาหารเลีย้งเซลลสําหรับสกดัตัวอยาง
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ตอตัวอยาง 1 กรัม นําไปอบในตูอบเพาะเชื้อชนิดคารบอนไดออกไซด
ที่ อุณหภูมิ (37  1) องศาเซลเซียส เปนเวลา (24  1) ชั่ วโมง เขยาขวดเปนระยะ
สารละลายที่ไดเปนสารละลายทดสอบรอยละ 100 เตรียมสารละลายทดสอบ รอยละ 66
รอยละ 44 รอยละ 30  และรอยละ 20 จากสารละลายทดสอบรอยละ 100 โดยเจือจาง
เปนอนุกรม  (serial dilution)  ดวยอาหารเลีย้งเซลลสําหรับสกัดตวัอยางในอตัราสวน  2 : 1
ตามลาํดบั

(2) การเตรียมสารละลายควบคุม เลือกขอใดขอหนึง่ดังนี้
(2.1) เตรียมสารละลายวัสดุควบคุมเชิงบวกและสารละลายวสัดคุวบคุมเชิงลบ  โดยสกัด

วัสดุควบคุมเชิงบวกและวสัดคุวบคมุเชิงลบ 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ละหลุมออก
ข.2.4.3 เติมสารละลายทดสอบความเขมขนตาง ๆ และสารละลายควบคุม ดังตอไปนี้ ลงสัมผัสกับเซลล

เนื้อเยื่อเพาะเลี้ยง หลุมละ 0.5 มิลลิลิตร โดยเติมชนิดละ 3 หลุม
(1) สารละลายทดสอบ ความเขมขนรอยละ 100 รอยละ 66 รอยละ 44 รอยละ 30  และรอยละ

20 ตามลําดับ
(2) สารละลายวสัดคุวบคุมเชงิบวกหรอืสารเคมคีวบคมุเชงิบวก
(3) สารละลายวสัดคุวบคมุเชงิลบหรอืสารเคมคีวบคมุเชงิลบ
(4) อาหารเลีย้งเซลลสําหรับสกัดตัวอยางเพือ่ใชเปนแบลงก

ข.2.4.4 นําถาดเลี้ ยงเซลลไปอบในตู อบเพาะเชื้ อชนิดคารบอนไดออกไซดที่ อุณหภูมิ  (37  1)
องศาเซลเซียส เมื่อครบเวลา 24 ชั่วโมง และ 48 ชั่วโมง ใหประเมินผลตามวิธีในขอ ข.2.5

ข.2.5 การประเมนิผล
หลงัจากปลอยใหเซลลเนือ้เยือ่เพาะเลีย้งในถาดเลีย้งเซลล สมัผสักับสารละลายทดสอบ สารละลายควบคมุ
และแบลงก เปนเวลา 24 ชั่วโมง และ 48 ชั่วโมง แลว ดูความเปนพิษที่เกิดกับเซลล โดยดูลักษณะ
ของเซลลดวยกลองจุลทรรศน บันทึกการตายของเซลล การเปลี่ยนแปลงรูปราง (morphological
change) และความหนาแนนของเซลลท่ีมีชีวติ (cell density) แลวประเมนิผลตามตารางที ่ข.1
หลังจากบันทึกผลท่ี 48 ชั่วโมงแลว ใหยึด (fix) และยอมสีเซลลติดถาดเลี้ยงเซลลดวยสารละลาย
ฟอรมาลนิ-คริสทัลไวโอเลต เพือ่เกบ็ไวเปนหลกัฐานสําหรับการตรวจสอบ
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ตารางที ่ข.1 การประเมนิระดบัความเปนพษิของเซลลเนือ้เยือ่
(ขอ ข.2.5)

ข.2.6 การแปลผล
ข.2.6.1 การทดสอบจะมีผลเชือ่ถือไดตอเมื่อ

(1) แบลงก และสารเคมีควบคุมเชิงลบหรือสารละลายวัสดุควบคุมเชิงลบไมเปนพิษตอเซลล
(ความเปนพษิระดบั 0)

(2) สารเคมีควบคุมเชิงบวกหรือสารละลายวัสดุควบคุมเชิงบวก มีความเปนพิษตอเซลลระดับ
3 ขึ้นไป

ข.2.7 เกณฑตดัสนิ
ผลการทดสอบจะถอืวาตวัอยางไมเปนพษิตอเซลลเนื้อเยื่อ เมื่อเปนไปตามขอใดขอหนึง่ ดังนี้
(1) สารละลายทดสอบรอยละ 100 มีความเปนพิษตอเซลลไมมากกวาระดบั 2
(2) สารละลายทดสอบรอยละ 44 มคีวามเปนพิษตอเซลลในระดับ 0

ระดับ ปฏิกิริยา สภาพของเซลลเนื้อเย่ือเพาะเลี้ยง

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

กระจายอยูในเซลลตามปกติ ไมพบการแตกทําลายของเซลล

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

ทําลายของเซลลไดบาง

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

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

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

4 เปนพิษอยางรุนแรง พบการทําลายของเซลลชั้นเดี่ยวเกือบทั้งหมดหรือทั้งหมด


