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ISO 10555-1:1995 Sterile, single-use intravascular catheters-Part 1 : General reqirements
Amd. 1 : 1999
Amd. 2 : 2004

ISO 10555-3:1996 Sterile, single-use intravascular catheters-Part  3 : Central venous
Cor.1 : 2002 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
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เลม 2-2539 ขอตอล็อก

The United States Pharmacopeia, 32 Revisions, 2009
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มาตรฐานผลิตภัณฑอุตสาหกรรม

สายสวนหลอดเลือดดําสวนกลาง

1. ขอบขาย

1.1 มาตรฐานผลติภณัฑอตุสาหกรรมนีค้รอบคลมุเฉพาะสายสวนหลอดเลอืดดาํสวนกลางสาํหรบัการใชงานครัง้เดยีว
ไมครอบคลมุถึงอุปกรณใชประกอบ

2.  บทนิยาม

ความหมายของคําทีใ่ชในมาตรฐานผลิตภัณฑอุตสาหกรรมนี ้มดีงัตอไปนี้
2.1 สายสวนหลอดเลือดดําสวนกลาง หมายถงึ สายทีใ่ชสวนเขาหลอดเลอืดดําสวนกลาง เพือ่ใหหรือดูดของเหลว

จากระบบหลอดเลอืดดาํ และ/หรอืวดัความดนัภายในหลอดเลอืดดาํ อาจเปนแบบชองภายในเดีย่ว หรอืมากกวา
ตัวอยางตามรูปที่ 1

2.2 ความยาวใชงาน (effective length) หมายถงึ ความยาวของสายสวนหลอดเลือดดําสวนกลางทีส่ามารถสอดเขา
ในหลอดเลอืด
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l ความยาวใชงาน (effective  length)
1 ฐานสายสวน (catheter  hub)
2 ขีดแสดงระยะ  (length  mark)
3 สวนเชือ่ม  (junction)

รูปที่ 1 ตัวอยางสายสวนหลอดเลือดดําสวนกลาง
(ขอ 2.1)

3.   คุณลักษณะที่ตองการ

3.1 ลกัษณะทัว่ไป
3.1.1 ตองไมมีตําหนิทีอ่าจเปนผลเสียตอการใชงาน
3.1.2 ตองมีสารทึบรังสทีีแ่สดงใหเหน็ชดัเจนทีป่ลายสายหรือบรเิวณอืน่

หมายเหตุ ผ ูทําเปนผ ูรับรองวาเปนสารทึบรังสี

3.1.3 ปลายดานสอดเขาหลอดเลอืดตองมน เรยีว เรยีบ

ภาคตดั B-B
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3.1.4 ตองมีขีดแสดงระยะโดยแสดงการวัดระยะจากปลายดานสอดเขาหลอดเลือด  และระยะหางระหวางขีด
แตละชวงตองไมเกิน 5 เซนติเมตร
หมายเหตุ ขีดแสดงระยะชวงสุดทายควรระบุทุก 1 เซนติเมตร

การทดสอบใหทําโดยการตรวจพนิจิ
3.2 คณุลกัษณะทางฟสกิส

3.2.1 แรงดงึขาด
เมื่อทดสอบตามขอ 7.3 แลว

3.2.1.1 สายสวนหลอดเลือดดําสวนกลางตองมีแรงดึงขาดของทุกสวนและทุกรอยตอเชื่อมเปนไป
ตามตารางที่ 1

ตารางที่ 1   แรงดึงขาดสําหรับสายสวนหลอดเลือดดําสวนกลาง
(ขอ 3.2.1.1)

3.2.1.2 กรณีที่สายสวนหลอดเลือดดําสวนกลางมีสวนปลายทําจากวัสดุท่ีนิ่มกวาหรือแตกตางจากสวนอื่น
และยาวไมเกิน 20 มิลลิเมตร ตองมีแรงดึงขาดของสวนปลายเปนไปตามตารางท่ี 2

ตารางที่ 2 แรงดึงขาดสําหรับสวนปลายของสายสวนหลอดเลือดดําสวนกลาง
(ขอ 3.2.1.2)

3.2.2 ฐานสายสวน
เปนขอตอนอกรูปกรวยมี 2 แบบ คือ

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

เสนผานศูนยกลางภายนอกเล็กสุดของตัวสายสวน แรงดึงขาด ต่ําสุด

mm N

             ตั้งแต  0.55   ถึงนอยกวา   0.75   3

             ตั้งแต  0.75   ถึงนอยกวา   1.15   5

             ตั้งแต  1.15   ถึงนอยกวา   1.85 10

             ตั้งแต  1.85   เปนตนไป 15

เสนผานศูนยกลางภายนอกเล็กสุดของสวนปลายสายสวน แรงดึงขาด ต่ําสุด

mm N

             ตั้งแต  0.55   ถึงนอยกวา   0.75 3

             ตั้งแต  0.75   ถึงนอยกวา   1.85 4

             ตั้งแต  1.85   เปนตนไป 5
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3.2.2.2 แบบล็อก มติิเปนไปตามรปูที ่3
การทดสอบใหปฏิบัติตาม มอก.1387 เลม 2

หนวยเปนมลิลเิมตร

รปูที ่2 ขอตอนอกรูปกรวยแบบธรรมดา
(ขอ 3.2.2.1)

หนวยเปนมลิลเิมตร

รปูที ่3 ขอตอนอกรปูกรวยแบบลอ็ก
(ขอ 3.2.2.2)
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3.2.3 อัตราการไหล
เมื่อทดสอบตามขอ 7.4 แลว  อัตราการไหลของน้ํากลั่นตองเปนดังนี้
(1) สายสวนหลอดเลือดดําสวนกลาง ที่มีเสนผานศูนยกลางภายนอกระบุนอยกวา 1.0  มิลลิเมตร

อัตราการไหลตองอย ูระหวางรอยละ 80 ถึงรอยละ 125 ของอัตราการไหลที่ระบุไวที่ฉลาก
(2) สายสวนหลอดเลือดดําสวนกลาง ที่มีเสนผานศูนยกลางภายนอกระบุตั้งแต 1.0 มิลลิเมตร

ขึ้นไป อัตราการไหลตองอย ูระหวางรอยละ 90 ถึงรอยละ 115 ของอัตราการไหลที่ระบุไวที่ฉลาก
    หมายเหต ุ   เสนผานศนูยกลางภายนอกระบ ุ เปนมิลลิเมตร  โดยป ดเศษเปน 0.05 มิ ลลิ เมตร   สําหรั บ

      เสนผานศูนยกลางภายนอกนอยกวา 2 มิลลิเมตร  และปดเศษเปน 0.1 มิลลิเมตร
       สําหรับเสนผานศูนยกลางภายนอกตั้ งแต 2 มิลลิ เมตร ขึ้ นไป

3.3 คณุลกัษณะทางชวีภาพ
3.3.1 ความปราศจากเชือ้

เมื่อทดสอบตาม USP หัวขอ Sterility Tests แลว ตองไมพบเชื้อจุลินทรีย
3.3.2 สารไพโรเจน

ตองเปนไปตามขอใดขอหนึ่งดังตอไปนี้
(1) ไมมีสารไพโรเจน หรือ
(2) เมือ่ระดับชวีพิษภายในตัว (endotoxins) ไมเกิน 20.0 หนวยตอชุด ถือวาไมมีสารไพโรเจน
การทดสอบใหปฏิบัติตาม USP หัวขอ Pyrogen Test หรือ Bacterial Endotoxins Test

3.3.3 การทําลายเมด็เลือด
เมื่อทดสอบตามขอ 7.5 แลว   เม็ดเลือดตองไมแตกตัว

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

3.3.5 การฝงในรางกาย (implantation)
เมื่อทดสอบตาม  USP หัวขอ Implantation test แลว ความแตกตางระหวางคะแนนเฉลี่ยของตัวอยาง
กับวสัดุควบคุมตองไมเกนิ 1.0

4. การบรรจุ

4.1 ใหบรรจุสายสวนหลอดเลือดดําสวนกลางแตละชุดในภาชนะห ุมหอท่ีผนึกเรียบรอย สามารถรักษาสภาพ
ปราศจากเชือ้ไดตลอดระยะเวลาการเกบ็
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5. เคร่ืองหมายและฉลาก

5.1 ที่ภาชนะห ุมหอสายสวนหลอดเลือดดําสวนกลางทุกหนวย อยางนอยตองมีเลข อักษร หรือเครื่องหมาย
แจงรายละเอียดตอไปนี้ ใหเห็นไดงาย ชัดเจน
(1) ชือ่ผลติภณัฑตามมาตรฐานนีห้รอืชือ่อืน่ทีส่ือ่ความหมายวาเปนผลิตภณัฑตามมาตรฐานนี้
(2) คําวา “ปราศจากเชื้อ” และ “ปราศจากสารไพโรเจน”  และ “ใชไดครั้งเดียว”
(3) เสนผานศนูยกลางภายนอก ระบเุปนมลิลเิมตร
(4) ความยาวใชงาน ระบุเปนเลขจํานวนเตม็เปนมลิลิเมตร สําหรบัความยาวใชงานนอยกวา 99 มลิลิเมตร

และระบเุปนเลขจาํนวนเตม็เปนมลิลเิมตรหรอืเปนเซนตเิมตร สาํหรบัความยาวใชงานตัง้แต 99 มลิลเิมตร
ขึน้ไป

(5) อัตราการไหล  เปนมิลลิลติรตอนาที
(6) ขอความทีแ่สดงวามสีารทึบรงัสี
(7) วิธทีําใหปราศจากเชือ้
(8) รหัสร ุนทีท่ํา
(9) เดือน ปทีห่มดอายุ

(10) วิธีใช
(11) คําเตือนหรือขอควรระวังในการใชและการทําลาย  เชน  หามใชเมื่อภาชนะห ุมหอชํารุด ควรแยก

ทําลายแบบขยะตดิเช้ือ
(12) ชื่อผ ูทําหรอืโรงงานที่ทํา หรือเครือ่งหมายการคาทีจ่ดทะเบียน

5.2 ที่กลองบรรจุสายสวนหลอดเลือดดําสวนกลางทุกหนวย  อยางนอยตองมีเลข อักษร หรือเครื่องหมาย
แจงรายละเอียดตามขอ 5.1(1) ขอ 5.1(2) ขอ 5.1(6) ขอ 5.1(7) ขอ 5.1(8) ขอ 5.1 (11)
จํานวนเปนชุด และวิธีเก็บรักษา ใหเห็นไดงาย ชดัเจน

5.3 ในกรณทีีใ่ชภาษาตางประเทศดวย ตองมคีวามหมายตรงกบัภาษาไทยทีก่ําหนดขางตน

6. การชักตัวอยางและเกณฑตัดสิน

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

7. การทดสอบ

7.1 ใหใชวิธีที่กําหนดในมาตรฐานนี้หรือวิธีอื่นใดที่ใหผลเทียบเทา ในกรณีที่มีขอโตแยง ใหใชวิธีที่กําหนด
ในมาตรฐานนีเ้ปนวธิตีดัสนิ

7.2 หากมิไดกําหนดไวเปนอยางอื่น น้ํากลั่นและสารเคมีที่ใชตองมีความบริสุทธิ์เหมาะสมสําหรับใชใน
หองปฏบิตักิารวทิยาศาสตร
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7.3 การทดสอบแรงดงึขาด
7.3.1 เครื่องมือ

7.3.1.1 เครื่องทดสอบแรงดึง (tensile-testing apparatus) ที่สามารถใหแรงไดไมนอยกวา 15 นิวตัน
มอีุปกรณจับยดึทีเ่หมาะสม ไมกอใหเกดิความเสยีหายตอสายสวนหลอดเลอืดดําสวนกลางตวัอยาง

7.3.2 วธิทีดสอบ
7.3.2.1 ใหทดสอบแตละชวงที่มีเสนผานศูนยกลางภายนอกเทากัน  โดยตัดแตละชวงที่จะทดสอบเปนชิ้น

ทดสอบ  ยกเวนชวงความยาวไมเกิน 3 มิลลิเมตรจากสวนปลายสุด แลววัดเสนผานศูนยกลาง
ภายนอกของชิ้นทดสอบในตําแหนงตาง ๆ ตามความยาวและโดยรอบเพื่อหาเสนผานศูนยกลาง
ภายนอกทีเ่ลก็สดุ ในกรณทีีม่รีอยตอเชือ่ม ใหตดับรเิวณรอยตอเชือ่มเปนชิน้ทดสอบดวย   และสาํหรับ
สวนปลายทีท่าํดวยวสัดทุีน่ิม่กวาหรอืแตกตางจากสวนอืน่ และยาวไมเกนิ 20 มลิลิเมตร ใหตดัเปนชิน้
ทดสอบแยกตางหาก

7.3.2.2 เก็บชิ้นทดสอบไวในภาวะที่มีความช้ืนสัมพัทธรอยละ 100 หรือแชในน้ํากลั่นที่อุณหภูมิ (37  2)
องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ชัว่โมง และนํามาทดสอบทันท ีภายหลังการเกบ็ในภาวะดงักลาว

7.3.2.3 จบัยึดชิ้นทดสอบดวยอปุกรณจับยึด  วดัระยะจับยึด ดังนี้
(1) กรณีทดสอบตัวสาย  ระยะจบัยึด คือ ระยะระหวางอุปกรณจบัยึด
(2) กรณีทดสอบรอยตอเชื่อม ระยะจับยึด คือ ระยะระหวางอุปกรณจับยึดดานหน ึง่ถึงรอยตอ

เชื่อม
7.3.2.4 เดินเครื่องใหเกิดแรงดึงดวยอัตราความเคน (strain rate) 20 มิลลิเมตรตอนาทีตอมิลลิเมตร

ดังตัวอยางตามตารางที่ 3  จนชิ้นทดสอบขาด  บันทึกแรงดึงทีท่ําใหขาด

ตารางที่   3  ตวัอยางอัตราเร็วในการดึงทดสอบ
(ขอ 7.3.2.4)

7.4 การทดสอบอตัราการไหล
7.4.1 อปุกรณ

7.4.1.1 ชุดทดสอบ ประกอบดวยภาชนะบรรจุน้ํากลั่นที่รักษาระดับน้ําใหคงที่ ตอกับทอและขอตอใน
ที่เปนไปตาม มอก.1387 สามารถใหน้ํากลั่นไหลไดในอัตรา (525  25) มิลลิลิตรตอนาที
และระดับน้ําอย ูสูงจากตัวอยาง (1 000  5) มิลลิเมตร (ดูรูปที่ 4)

ระยะจับยึด อัตราเร็วในการดึง

mm mm/min

10 200

20 400

25 500
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7.4.1.2 กระบอกตวง ที่มีความแมน  รอยละ 1
7.4.1.3 นาฬกิาจบัเวลา

1 ภาชนะบรรจนุ้าํกลัน่
2 น้าํกลัน่
3 ทางเขาของน้ํากล่ัน
4 ทางออกของน้ํากลั่น
5 ทอสง
6 ขอตอใน ความเรียว รอยละ 6
7 สายสวนหลอดเลอืดดําสวนกลางตวัอยาง
8 กระบอกตวง

หนวยเปนมลิลเิมตร

รปูที ่4  การทดสอบอตัราการไหล
(ขอ 7.4.1.1)
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7.4.2 วธิทีดสอบ
7.4.2.1 เตมิน้าํกล่ันลงในภาชนะบรรจนุ้าํของชดุทดสอบ (ขอ 7.4.1.1) ปรบัระดบัน้ํากลัน่ใหอย ูสงูจากขอตอ

ใน (1 000  5) มิลลิ เมตร ตรวจสอบอัตราการไหลใหเปนไปตามขอ (7.4.1.1)
ตอฐานสายสวนของสายสวนหลอดเลอืดดําสวนกลางตวัอยางเขากบัชดุทดสอบ

7.4.2.2 ปลอยใหน้ํากลั่นไหลผานสายสวนหลอดเลือดดําสวนกลางตัวอยางเปนเวลาไมนอยกวา 30 วินาที
รองรับน้ําที่ไหลผานสายสวนหลอดเลือดดําสวนกลางตัวอยางดวยกระบอกตวง ชั่งน้ําหนักหรือ
วดัปรมิาตรน้าํทีไ่หลออกมา ทดสอบเชนเดยีวกนันีจ้นครบ 3 ครัง้ คาํนวณคาเฉลีย่เปนมลิลลิติรตอนาที

7.5 การทดสอบการทําลายเมด็เลือด
7.5.1 เครื่องมือ

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

7.5.2 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 และโพแทสเซียมเฟรริ
ไซยาไนด 0.2 กรัม ในน้ํากลั่น และเติมน้ํากลั่นจนปริมาตรเปน 1 000 มิลลิลิตร

7.5.3 การเตรยีมเลือดกระตาย
เจาะเลือดกระตายอยางนอย 3 ตัว ผสมกับสารปองกันการแข็งตัวของเลือด เชน แอซิดซิเทรต
เดกซโทรส (acid citrate dextrose, ACD) ซิทริกฟอสเฟตเดกซโทรส (citric phosphate dextrose, CPD)
แยกเก็บในภาชนะเก็บเลือดของกระตายแตละตัวที่อุณหภูมิ (4  2) องศาเซลเซียส และควรนํามา
ทําการทดสอบภายใน 96 ชัว่โมง

7.5.4 การเตรียมสารละลายทดสอบ
ตัดสายสวนหลอดเลือดดําสวนกลางตัวอยางอยางนอย 3 ชุด ใหไดชิ้นตัวอยางที่มีขนาดเทา ๆ
กนัโดยประมาณ นํามารวมกนัและชัง่ใหไดน้าํหนกัรวม 5 กรมั เตมิสารละลายโซเดยีมคลอไรด 25 มลิลลิติร
อบในต ูอบท่ีอุณหภูมิ (70  2) องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง ตั้งทิ้งไวใหเย็นจนถึงอุณหภูมิหอง
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7.5.5 วธิทีดสอบ
7.5.5.1 การเตรยีมกราฟสอบเทยีบ

(1) เตรียมสารละลายสอบเทียบ โดยใชปเปตตดูดสารละลายมาตรฐานอางอิงฮีโมโกลบิน
10 มิลลิลิตร 5 มิลลิลิตร 2 มิลลิลิตร 1 มิลลิลิตร และ 0.5 มิลลิลิตร ใสลงในขวดแกว
ปรมิาตรขนาด 100 มลิลิลติร จํานวน 5 ใบ ตามลําดบั เจอืจางดวยสารละลายเดรบคนิจนถงึขดี
ปริมาตร  สารละลายทีไ่ดจะมคีวามเขมขน 0.6 มลิลิกรมัตอมิลลิลติร 0.3 มลิลิกรัมตอมลิลิลติร
0.12 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 0.06 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และ 0.03 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร
ตามลาํดบั

(2) วัดคาการดูดกลืนแสงของสารละลายสอบเทียบแตละความเขมขน โดยใชสารละลายแดรบคิน
เปนแบลงก

(3) สรางกราฟสอบเทียบระหวางความเขมขนของฮโีมโกลบินมาตรฐาน เปนมิลลิกรัมตอมลิลิลติร
กบัคาการดดูกลืน

7.5.5.2 การตรวจหาระดบัพลาสมาฮโีมโกลบนิในเลือด
(1) นําเลือดกระตายในแตละภาชนะบรรจ ุตามขอ 7.5.3 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 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 นาโนเมตรโดยใช
สารละลายแดรบคนิเปนแบลงก

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

(4) ถาเลือดกระตายตัวใดมีปริมาณฮีโมโกลบินในพลาสมาเกิน 1.0 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร
จะไมนําเลอืดกระตายตวันัน้มาใชในการทดสอบตอไป และตองใชเลอืดกระตายในการทดสอบ
3 ตัว

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

เติมลงในสารละลายแดรบคิน 5.0 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไว 15 นาที
(2) นาํไปวดัคาการดดูกลนืแสงทีค่วามยาวคลืน่ 540 นาโนเมตร โดยใชสารละลายแดรบคนิเปนแบลงก

นําคาการดดูกลนืแสงทีไ่ดไปเทยีบกบักราฟสอบเทยีบ หาปรมิาณฮโีมโกลบนิ
(3) เจือจางเลือดกระตายแตละตัวดวยสารละลายโซเดียมคลอไรดปราศจากเชื้อ ใหมีปริมาณ

ฮีโมโกลบินอย ูในชวง (25.0  2.5) มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เปนคาฮีโมโกลบินปรากฏ
(haemoglobin present)
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7.5.5.4 การทดสอบตวัอยาง
(1) นําเลือดกระตายที่ไดจากขอ 7.5.5.3(3) มาตัวละ 5.0 มิลลิลิตร เติมสารละลายทดสอบ

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

700 G ถึง 800 G เปนเวลา 5 นาที  ดูดสวนใสดานบนใสในหลอดแกวหลอดใหม  แลวนํา
ไปหาคาดชันกีารแตกตัวของเม็ดเลอืด

7.5.5.5 การหาคาดัชนีการแตกตัวของเมด็เลอืด
(1) นําสวนใสจากขอ 7.5.5.4(3) 1.0 มิลลิลิตร เติมลงในสารละลายแดรบคิน 3.0 มิลลิลิตร

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

เปนแบลงก นําคาการดูดกลืนแสงท่ีวัดไดไปเทียบกับกราฟสอบเทียบหาปริมาณฮีโมโกลบิน
เปนคาฮโีมโกลบนิปลดปลอย (haemoglobin released)

(3) คํานวณคาดชันกีารแตกตัวของเมด็เลือดจากสตูร

ดัชนีการแตกตัวของเม็ดเลือด =                            100

(4) คํานวณคาเฉลี่ยของดัชนีการแตกตัวของเม็ดเลือด  แลวเทียบหาระดับการแตกตัวของ
เม็ดเลือด ตามตารางท่ี 4

ตารางที ่4 ระดับการแตกตวัของเมด็เลอืด
(ขอ 7.5.5.5(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  ขึ้นไป               มีการแตกตัวอยางรุนแรง
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ภาคผนวก ก.

การชกัตวัอยางและเกณฑตดัสนิ
(ขอ 6.1)

ก.1 ร ุน ในที่นี้ หมายถึง สายสวนหลอดเลือดดําสวนกลางที่ทําจากวัสดุอยางเดียวกัน มีสวนประกอบเหมือนกัน
และทําใหปราศจากเชือ้ในคราวเดยีวกนั

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

ก.2.1 การชักตัวอยางสําหรบัการทดสอบลักษณะทัว่ไป การบรรจ ุและเครือ่งหมายและฉลาก
ก.2.1.1 ใหชักตัวอยางโดยวิธีส ุมจากร ุนเดียวกัน จํานวน 3 ชุด นําไปตรวจสอบการบรรจุ เครื่องหมาย

และฉลาก และลกัษณะทัว่ไปตามลําดบั
ก.2.1.2 ตัวอยางตองเปนไปตามขอ 3.1 ขอ 4. และขอ 5. จึงจะถือวาสายสวนหลอดเลือดดํา

สวนกลางร ุนนัน้เปนไปตามเกณฑทีก่ําหนด
ก.2.2 การชักตวัอยางและการยอมรับสําหรับการทดสอบคณุลกัษณะทางฟสกิส

ก.2.2.1 ใหชักตัวอยางโดยวิธีส ุมจากร ุนเดียวกัน จํานวน 9 ชุด เพื่อใชทดสอบรายการละ 3 ชุด
ก.2.2.2 ตัวอยางตองเปนไปตามขอ 3.2.1 ขอ 3.2.2 และขอ 3.2.3 จึงจะถือวาสายสวนหลอดเลือดดํา

สวนกลางร ุนนัน้เปนไปตามเกณฑทีก่ําหนด
ก.2.3 การชักตวัอยางและการยอมรบัสําหรับการทดสอบความปราศจากเชือ้

ก.2.3.1 ใหชักตัวอยางโดยวิธีส ุมจากร ุนเดียวกัน จํานวน 20 ชุด เพื่อใชทดสอบ 10 ชุด และสํารองไว
เพื่อการทดสอบซํ้า 5 ชุด

ก.2.3.2 ตัวอยางตองเปนไปตามขอ 3.3.1 จึงจะถือวาสายสวนหลอดเลือดดําสวนกลางร ุนนั้นเปนไปตาม
เกณฑทีก่ําหนด

ก.2.4 การชักตัวอยางและการยอมรับสําหรับการทดสอบสารไพโรเจน การทําลายเม็ดเลือด ความเปนพิษ
และการฝงในรางกาย

ก.2.4.1 ใหชักตัวอยางโดยวิธีส ุมจากร ุนเดียวกัน จํานวน 12 ชุด เพื่อใชทดสอบรายการละ 3 ชุด
ก.2.4.2 ตัวอยางตองเปนไปตามขอ 3.3.2 ขอ 3.3.3 ขอ 3.3.4 และขอ 3.3.5 จึงจะถือวาสายสวน

หลอดเลอืดดําสวนกลางร ุนนัน้เปนไปตามเกณฑทีก่ําหนด
ก.3 เกณฑตดัสนิ

ตัวอยางสายสวนหลอดเลือดดําสวนกลางต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 จึงจะถือวาสายสวนหลอดเลือดดําสวนกลางร ุนนั้นเปนไปตามมาตรฐานผลิตภัณฑ
อตุสาหกรรมนี้
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ภาคผนวก ข.

การทดสอบความเปนพษิ
(ขอ 3.3.4)

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

ข.1.1.1 ต ู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 ตัดสายสวนหลอดเลือดดําสวนกลางตัวอยางอยางนอย 3 ชุด  ใหไดชิ้นตัวอยางที่มีขนาดเทา ๆ
กันโดยประมาณ นํามารวมกันและชั่งใหไดน้ําหนักรวม 5 กรัม เติมสารละลายโซเดียมคลอไรด 25
มิลลิลิตร อบในต ูอบท่ีอุณหภูมิ (70  2) องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง ตั้งทิ้งไวใหเย็น
จนถึงอุณหภูมิห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 กล ุม กล ุมละ 5 ตัว

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

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

ข.1.5.1 ถาหนูทดสอบกล ุมที่ฉีดดวยสารละลายทดสอบทั้ง 5 ตัว ไมตายและตัวใดตัวหนึ่งไมมีอาการ
ปวยมากกวาที่ฉีดดวยสารละลายแบลงก ใหถือวาสายสวนหลอดเลือดดําสวนกลางตัวอยาง
ไมเปนพษิอยางเฉยีบพลนัตอสตัวทดลอง

ข.1.5.2 ถาหนูทดสอบกล ุมที่ฉีดดวยสารละลายทดสอบแสดงอาการปวยมากกวา 1 ตัว หรือมีหนู
ทดสอบตัวใดตัวหนึ่งตาย  ใหทดสอบซ้ําอีกครั้งหนึ่ง  โดยใชหนูทดสอบท่ีมีสมบัติตามขอ  ข.1.4.1
แตมีน้ําหนัก (20  1) กรัม กล ุมละ 10 ตัว หนูทดสอบกล ุมที่ฉีดดวยสารละลายทดสอบทั้ง
10 ตัว ตองไมตายและไมแสดงอาการปวย หรือแสดงอาการปวยที่ไมมากกวาที่ฉีดดวย
สารละลายแบลงก จึงจะถือวาสายสวนหลอดเลือดดําสวนกลางตัวอยางไมเปนพิษอยางเฉียบพลัน
ตอสัตวทดลอง
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ข.2 การทดสอบความเปนพษิตอเซลลเนือ้เยือ่ (cytotoxicity testing)
การทดสอบความเปนพิษตอเซลลเนื้อเยื่อ ใหใชวิธีทดสอบที่กําหนดตอไปนี้หรืออาจใชวิธีทดสอบอื่น
ที่เทียบเทาตามที่กําหนดใน ISO 10993-5 ในกรณีที่มีขอโตแยงใหใชวิธีทดสอบที่กําหนดตอไปนี้
เปนวธิตีดัสนิ

ข.2.1 เครือ่งมอืและอุปกรณ
ข.2.1.1 เครื่ องมือและอุปกรณที่ จําเปนสําหรับเพาะเลี้ยงเนื้ อเยื่ อ ไดแก  ต ูล ามินารแอรโฟลว

(laminar airflow hood) ต ูอบเพาะเชือ้ชนดิคารบอนไดออกไซด กลองจลุทรรศน เครือ่งนบัเมด็เลอืด
(haemocytometer)

ข.2.1.2 อุปกรณฆาเชื้อ ไดแก หมอนึ่งอัด ต ู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) องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาท ีหรอืกรองผานแผนกรองขนาดรเูป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

เตมิสารละลายกลทูามนี 1 มลิลิลติร สารละลายโซเดยีมไบคารบอเนต 1.2 มลิลลิติร เซร ุมฟทลัโบไวน
(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
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ข.2.2.10 การควบคมุเชงิบวก
- สารเคมีควบคุมเชิงบวก (positive chemical control)

เจือจางสารละลายซิงกแอซีเทต 200 มิลลิกรั มตอลิตร ดวยอาหารเลี้ ยงเซลลสําหรับ
สกัดตั วอย างใหไดความเขมข น 8 มิลลกิรัมตอลติร

- 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วยอาหารเลี้ยงเซลลสําหรับสกัด
ตัวอยางใหไดความเขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร

- วสัดคุวบคมุเชิงลบ (negative material control)
พลาสติก เชน โพลิเอทลิีน โพลิโพรพิลนี  หรือแผนยาง ทีป่ราศจากสารเติมแตง

ข.2.3 การเตรียมเซลลเนือ้เยือ่เพาะเลีย้ง
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 และอบในต ูอบเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ (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 นําสารแขวนลอยที่ไดนี้ไปวัดความเขมขนของเซลล
โดยดูดสารแขวนลอยของเซลล 0.1 มิลลิลิตร มาผสมกับสียอมทริปแพนบลู 0.1 มิลลิลิตร
ทิ้งไว 1 นาที แลวนับจํานวนเซลลท่ีมีชีวิต พรอมท้ังคํานวณความเขมขนของเซลลในสารแขวนลอย
โดยใช เครื่ องนับเม็ด เลือด เจื อจางสารแขวนลอยของเซลลนี้ ดวยอาหารเลี้ยงเซลล
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วนําไปอบในต ูอบเพาะเชื้อชนิดคารบอนไดออกไซด ที่อุณหภูมิ
(37  1) องศาเซลเซียส เปนเวลาไมนอยกวา 1 วัน จนเซลลโตเปนชั้นเดี่ยว (monolayer)
อยางนอยรอยละ 80 ของพื้นที่เลี้ยงเซลล
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ข.2.4 วธิทีดสอบ
ข.2.4.1 การเตรยีมสารละลายทดสอบและสารละลายควบคมุ

(1) การเตรียมสารละลายทดสอบ
ตดัสวนตาง ๆ  ของสายสวนหลอดเลอืดดําสวนกลางตัวอยางทีล่างและนึง่ฆาเชือ้ในหมอนึง่อดั
แลวใสลงในขวดแกวฝาเกลียวสําหรับสกัดตวัอยาง  เติมอาหารเลี้ยงเซลลสําหรับสกัดตัวอยาง
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ตอตัวอยาง 1 กรัม นําไปอบในต ูอบเพาะเชื้อชนิดคารบอนไดออกไซด
ที่อุณหภูมิ (37  1) องศาเซลเซียส เปนเวลา (24  1) ชั่ วโมง เขยาขวดเปนระยะ
สารละลายที่ไดเปนสารละลายทดสอบรอยละ 100  เตรียมสารละลายทดสอบร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

วัสด ุควบคุมเชิงบวกและวสัดุควบคมุเชงิลบ ตามวธิีในข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 ลงสัมผัสกับ

เซลล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 นําถาดเลี้ยงเซลลไปอบในต ูอบเพาะเชื้อชนิดคารบอนไดออกไซดที่อุณหภูมิ  (371)
องศาเซลเซียส เมื่อครบเวลา 24 ชั่วโมง และ 48 ชั่วโมง ใหประเมินผลตามวิธีในขอ ข.2.5

ข.2.5 การประเมนิผล
หลังจากปลอยใหเซลลเนื้อเยื่อในถาดเลี้ยงเซลล สัมผัสกับสารละลายทดสอบ สารละลายควบคุม
และแบลงกเปนเวลา 24 ชั่วโมง และ 48 ชั่วโมง แลว ดูความเปนพิษที่เกิดกับเซลล โดยดูลักษณะ
ของเซลล ดวยกลองจุลทรรศน บันทึกการตายของเซลล การเปลี่ยนแปลงรูปราง (morphological
change) และความหนาแนนของเซลลท่ีมีชีวิต (cell density) แลวประเมินผล ตามตารางท่ี ข.1หลังจาก
บันทึกผลที่ 48 ชั่วโมงแลว ใหยึด (fix) และยอมสีเซลลติดถาดเลี้ยงเซลล ดวยสารละลายฟอรมาลิน
ครสิทัลไวโอเลต เพือ่เกบ็ไวเปนหลักฐานสําหรับการตรวจสอบ
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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
ขึน้ไป

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

ระดับ ปฏิกิริยา สภาพของเซลลเนื้อเยื่อ

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

กระจายอยูในเซลลตามปกติ

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

การแตกทําลายของเซลลไดบาง

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

แตไมรุนแรงและไมพบชองวางระหวาง เซลลช้ันเดี่ยว

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

4 เปนพิษอยางรุนแรง พบการทําลายของเซลลช้ันเดี่ยวเกือบทั้งหมดหรือทั้งหมด


