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บทคัดย่อ

	 ห้องปฏิบัติการกลุ่มสัตว์ทดลองได้พัฒนาวิธีทดสอบความระคายเคืองต่อดวงตาด้วยวิธี Isolated Chicken Eye 

(ICE) ให้มีความสอดคล้องตามเกณฑ์การประเมินความระคายเคืองตามมาตรฐาน OECD TG 438 ซึ่งชี้บ่งระดับการก่อ 

ความระคายเคืองเพื่อจ�ำแนกระดับความปลอดภัยของสารเคมีต่อดวงตาด้วยการใช้ดวงตาไก่จากโรงฆ่าสัตว์เป็นตัวทดสอบ

และใช้เกณฑ์การประเมินระดับความรุนแรงของสารเคมีตาม Globally Harmonized System of Classification and 

Labelling of Chemicals (GHS) ครั้งนี้ได้ท�ำการศึกษาเพิ่มเติมในเกณฑ์การประเมินด้วยค่าดัชนีความระคายเคือง รวมถึง 

มีประเมินรอยโรคทางจุลพยาธิวิทยาที่เกิดขึ้นบนกระจกตาของดวงตาไก่ จากผลการทดสอบสารเคมี 26 ชนิด โดยผลของ

การประเมินจากค่าดัชนีความระคายเคืองพบว่าสารเคมีท่ีก่อความระคายเคืองรุนแรง Category 1 มีค่าดัชนีความระคาย

เคืองต่อดวงตาและค่าความขุ่นของกระจกตาแตกต่างอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับสารเคมีท่ีก่อความระคายเคือง 

Category 2A และสารเคมีที่ก่อความระคายเคืองเล็กน้อย Category 2B และผลการประเมินทางจุลพยาธิวิทยา 

บนกระจกตาจากการทดสอบสารเคมีทั้งหมด 21 ชนิด พบว่าสารเคมี Category 2A เมื่อเทียบกับสารเคมี Category 2B  

พบลักษณะเนื้อตายของชั้นเยื่อบุของค่าเฉลี่ยคะแนนประเมินแตกต่างกันอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ ท�ำให้เห็นได้ว่าค่าดัชนี

ความระคายเคืองและการประเมินผลทางจุลพยาธิวิทยาสามารถช่วยเพิ่มประสิทธิภาพของการประเมินผลการทดสอบ 

การระคายเคืองต่อดวงตาได้มากยิ่งขึ้น

ค�ำส�ำคัญ : การทดสอบความระคายเคืองต่อดวงตา วิธี Isolated Chicken Eye ค่าดัชนีความระคายเคือง ผลกระทบ 

ทางจุลพยาธิวิทยาต่อดวงตา
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Abstract 

	 Laboratory Animal Center Thai NIH has developed the Isolated Chicken Eye (ICE) eye irritation  

test method to meet the criteria of OECD Test Guideline No.438, which is the test for identifying safety 

and classify irritants. This assessment is evaluated the ICE test with ocular irritation index and 

histopathological eye effect in corneal chicken. Results from a total of 26 chemicals categorized by  

the United Nations Globally Harmonized System of Classification and Labelling of Chemicals conducted 

with ICE test showed that the ocular irritation index and corneal opacity value obtained from Category 

2A (irritant) and 2B (mild irritant) substances had statistically significant when compared to Category 1 

(severe irritation) substances. While the score of corneal epithelial necrosis obtained from Category 2A 

and 2B substances were significant finding when compared to Category 1 substances. Therefore,  

the evaluation of the irritant index in combination with the histopathology for ICE test will increase  

the test efficiency.

Keywords : eye irritation test, Isolated Chicken Eye test, ocular irritation index, histopathological eye effect
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บทนำ� 

	 การทดสอบการระคายเคืองต ่อดวงตาจัดเป ็น 

การประเมินความปลอดภัยวิธีหน่ึงที่ก�ำหนดมาตรฐาน 

และจ�ำแนกประเภทของสารเคมีเป็นไปแนวทางเดียวกัน 

ทั่วโลกด้วยระบบ Globally Harmonized System of 

Classification and Labelling of Chemicals (GHS)  

โดยจ�ำแนกประเภทสารเคมีที่ก่อให้เกิดความระคายเคือง

ต่อดวงตาเป็นประเภทสารเคมทีีไ่ม่ก่อให้เกดิความระคายเคอืง 

(No category) สารเคมีที่ก่อความระคายเคือง (Category 

2A, irritants) สารเคมีที่ก่อความระคายเคืองเล็กน้อย 

(Category 2B, mild irritants) และสารเคมีที่ก ่อ 

ความระคายเคืองรุนแรง (Category 1, serious eye 

damage) ทั้งนี้ในส่วนของสหภาพยุโรป (EU) มีการแบ่ง

ระดับสารเคมีที่ก่อความระคายเคืองรุนแรง (Category 1) 

และสารเคมีที่ก่อความระคายเคือง (Category 2) เท่านั้น 

โดยไม่มกีารแบ่งระดับสารเคมทีีก่่อความระคายเคืองเลก็น้อย 

(Barroso et al., 2017) การทดสอบความระคายต่อดวงตานัน้

เริ่มต้นในปี พ.ศ.2487 โดยใช้การทดสอบสารเคมีกับดวงตา

กระต่ายเป็นหลกั ด้วยวธิ ีDraize rabbit eye test แต่ในปัจจบุนั

มวีธิทีดสอบทางเลอืกทีไ่ด้รบัการสนับสนุนโดยองค์กรทัว่โลก 

ให้มกีารปรบัเปลีย่นวธิทีีใ่ช้ทดสอบทีไ่ม่ก่อความทกุข์ทรมาน

ต่อสัตว์ ซ่ึงการทดสอบวิธีหนึ่งที่ได้รับการยอมรับในระดับ

มาตรฐาน OECD GLP ได้แก่ วิธีทดสอบการระคายเคือง 

ต่อดวงตาโดยใช้ดวงตาไก่ที่ได้จากโรงงานฆ่าสัตว์ (Isolated 

Chicken Eye test; ICE test) ตามมาตรฐานการทดสอบ 

OECD Test Guideline No. 438 (OECD TG 438) ซ่ึงได้รบั

การยอมรับตั้งแต่ปี 2552 เพื่อใช้เป็นการทดสอบทดแทน

การใช้ดวงตากระต่าย ในปี พ.ศ. 2561 การทดสอบด้วยวิธี 

ICE ตาม OECD TG 438 (OECD, 2018) มีข้อแนะน�ำให้ใช้

เกณฑ์ประเมินผลทางจุลพยาธิวิทยาเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพ

ในการประเมินระดับความรุนแรงของสารเคมี เนื่องจาก 

พบข้อจ�ำกัดในสารเคมีที่มีองค์ประกอบของแอลกอฮอล์

อาจท�ำให้เกิดผลบวกลวงได้ (Barile, 2010) แต่ทั้งนี ้

เกณฑ์ประเมินทางจุลพยาธิวิทยาสามารถประเมินจ�ำแนก

ได้ชดัเจนในสารเคมทีีก่่อความระคายเคืองทีร่นุแรงต่อดวงตา 

Category 1 เท่านั้น ซึ่งสารเคมีที่ก่อความระคายเคือง 

Category 2A และสารเคมีที่ก่อความระคายเคืองเล็กน้อย 

Category 2B ส่งผลกระทบต่อดวงตารุนแรงท่ีแตกต่างกัน 

แต่ยังมีการรวบรวมผลการศึกษาในระดับจุลพยาธิวิทยา

ค่อนข้างน้อย ทั้งนี้ผลทางจุลพยาธิวิทยา เพื่อประเมินระดับ

ความเสียหายของกระจกตา โดยการย้อมสี Hematoxylin 

& Eosin (H&E) ส�ำหรบัใช้ประเมนิความเสยีหายในระดบัเซลล์

และการเปลี่ยนแปลงองค์ประกอบของเซลล์ในชั้นต่างๆ 

ของกระจกตาชั้น โดยเกณฑ์นั้นมีลักษณะเป็นระดับคะแนน

ก�ำ้กึง่เชงิปรมิาณ (semi-quantitative scoring) ผลกระทบ

จากการระคายเคืองพบว่ามีความสัมพันธ์กับพยาธิสภาพ 

ที่เกิดขึ้นบนกระจกตา รวมถึงการหายของแผลที่เกิดขึ้น 

บนกระจกตา (Prinsen, Hendriksen, Krul & Woutersen, 

2017) ซึง่มกีารรายงานความสมัพนัธ์รอยโรคทางจลุพยาธวิทิยา

ในสารที่ก่อระคายเคืองประเภท category 1 พบว่ามีความ

เสียหายอย่างชัดเจนในชั้นสโตรมา (stroma) จนถึงเยื่อบุ

ช้ันใน (endothelium) บนกระจกตา ท่ีบ่งถึงการเสียหาย

แบบถาวร (irreversible) ส่วนพยาธิสภาพบนกระจกตา

จากการระคายเคอืงดวงตาในระดบัทีไ่ม่รนุแรง จะมผีลกระทบ 

ที่เกิดขึ้นเพียงชั้นเยื่อบุ (epithelium) เท่านั้น และสามารถ

หายเป็นปกติของบาดแผลบนกระจกตาได้ภายใน 7-21 วัน 

ลกัษณะดงักล่าวถอืว่าเป็นการเสยีหายแบบชัว่คราว (reversible) 

(Prinsen, Schipper & Wijnans, 2011) รวมถึงโครงสร้าง

ชัน้ต่างๆ และองค์ประกอบของเซลล์ของกระจกตาไก่เทยีบเท่า 

ได้ใกล้เคยีงกบักระจกตาของมนษุย์ (Ritchey et al., 2011) 

จึงถือได้ว่าเกณฑ์การประเมินด้วยผลทางจุลพยาธิวิทยา

ของกระจกตาไก่ สามารถน�ำมาช่วยประเมินความเสียหาย

ทีเ่กดิข้ึนได้ในระดบัเซลล์ทีม่ผีลจากความรนุแรงของสารเคมี

ระดบัต่างๆ และในปี พ.ศ.2561 ห้องปฏบิตักิารกลุม่สตัว์ทดลอง 

สถาบนัวจิยัวทิยาศาสตร์สาธารณสขุ กรมวทิยาศาสตร์การแพทย์

ได้พัฒนาวิธีการทดสอบแล้วทวนสอบความใช้ได้ของวิธี ICE 

พบว่ามคีวามจ�ำเพาะ 93 % ความไว 78 % และความถูกต้อง 

88% จากการทดสอบกับสารเคมี 24 ชนิด (มาสเกียรติ, 

รชัชุรส, นวขนษิฐ์, และสมชาย, 2561) ดงันัน้ทางห้องปฏบิตักิาร 

กลุ ่มสัตว ์ทดลอง มีการพัฒนาเกณฑ์การทดสอบที่มี 

ความสอดคล้องตามมาตรฐานที่ประกาศใช้ในปัจจุบัน 

(OECD, 2018) รวมถึงท�ำการศึกษาเพิ่มเติมด้วยค่าดัชนี

ความระคายเคือง (Irritation index) ที่เป็นค่าที่ชี้บ่งระดับ
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ความรุนแรงของสารเคมีได้ ซึ่งมีรายงานว่า Irritation 

index ทีม่ากขึน้จะพบในกลุม่สารเคมทีีก่่อความระคายเคอืง

ที่รุนแรงขึ้น ทั้งนี้ Irritation index จึงใช้เป็นเกณฑ์ใน 

การชี้วัดระดับความรุนแรงของสารเคมีได้ (Koll, Cott, 

Ravenzwaay & Landsiedel, 2017) และมรีายงานเพิม่เตมิ

ในกรณีการทดสอบ ICE ที่มีการใช้เกณฑ์การประเมินผล

ทางจุลพยาธิวิทยาของกระจกตาไก่ในการจ�ำแนกประเภท

สารเคมีที่ก่อความระคายเคืองและชี้บ่งระดับความรุนแรง

ได้อย่างชัดเจนขึ้นในกรณีที่พบผลกระทบที่มีความก�้ำกึ่ง

ระหว่างการสมัผสัสารเคมปีระเภท Category 1 กบัสารเคมี

ประเภท Category 2 (Prinsen et al., 2017) ทัง้นีจ้งึได้ท�ำ 

การศกึษาเพิม่เตมิผลทางจลุพยาธวิทิยาของเซลล์กระจกตาไก่ 

ที่ได้รับผลกระทบจากสารเคมีประเภท Category 2A และ

สารเคมีประเภท Category 2B ซึ่งปัจจุบันยังมีการศึกษา

ค่อนข้างน้อย จึงท�ำการทดสอบเพ่ิมเติมเพ่ือรวบรวมเป็น

ข้อมูลพ้ืนฐานเพ่ือใช้ในการพัฒนาเกณฑ์การประเมิน 

ระดับความปลอดภัยของสารเคมีต่อดวงตาต่อไป

วัตถุประสงค์ 

	 เพ่ือพัฒนาเกณฑ์การประเมินระดับความปลอดภัย

ของสารเคมีต่อดวงตาของห้องปฏิบัติการกลุ่มสัตว์ทดลอง 

ด้วยวิธี Isolated Chicken Eye test ซึ่งมีความสอดคล้อง

ตามเกณฑ์การประเมินความระคายเคืองต่อดวงตาตาม

มาตรฐาน OECD TG 438 และเพิ่มเติมเกณฑ์การประเมิน

ระดับความรุนแรงของสารเคมีตาม GHS ด้วยการประเมิน

ค่า irritation index รวมถึงเปรียบเทียบรอยโรคทาง 

จุลพยาธิวิทยาที่เกิดขึ้นบนกระจกตาไก่จากการสัมผัส 

สารเคมทีีก่่อความระคายเคืองทัง้ในส่วนของสารเคมปีระเภท 

Category 2A และสารเคมีประเภท Category 2B 

กรอบแนวคิด

	 วิธีการทดสอบความระคายเคืองต่อดวงตาด้วยวิธี 

Isolated Chicken Eye ตาม OECD Test Guideline  

No. 438 ได้มกีารพฒันาและเพ่ิมเติมหลกัเกณฑ์การประเมนิ

ผลกระทบที่เกิดขึ้นจากสารเคมีที่ก่อระคายเคือง เพื่อท�ำให้

วิธีการทดสอบดังกล่าวมีประสิทธิภาพในการประเมิน 

ระดับความรุนแรงของสารเคมีต่อดวงตามากยิ่งข้ึน โดยมี

กรอบแนวคิดดังนี้

ตัวแปรตน (ตัวแปรอิสระ)
ระดับความปลอดภัย
ของสารเคมีตอดวงตา

ตัวแปรตาม
คาดัชนีความระคายเคือง
ความหนาของกระจกตาไก
ความขนของกระจกตาไก
การติดสีที่กระจกตาไก
คะแนนพยาธิสภาพของกระจกตาไก

สมมติฐาน

	 ระดับความปลอดภัยของสารเคมีต่อดวงตา หรือ

ระดับความเป็นอันตรายของสารเคมีตามระบบ GHS  

ท่ีแตกต่างกัน ส่งผลให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของความหนา 

ความขุ่น และการตดิสท่ีีกระจกตาท่ีแตกต่างกนั และมผีลต่อ

การประเมนิค่าดชันคีวามระคายเคอืง รวมถงึการเปลีย่นแปลง

ทางพยาธิสภาพของกระจก 

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ

	 การพฒันาวธิกีารทดสอบความระคายเคอืงต่อดวงตา

ด้วยวธิ ีIsolated Chicken Eye ตาม OECD Test Guideline 

No. 438 เพื่อให้มีความสอดคล้องตามเกณฑ์การประเมิน

ความระคายเคืองต่อดวงตาตามมาตรฐาน OECD GLP 

และส่งผลให้การประเมินความระคายเคืองต่อดวงตา 

มีประสิทธิภาพมากยิ่งขึ้น

วิธีการศึกษา

	 การศึกษาครั้งนี้ได้ท�ำการคัดเลือกชนิดของสารเคมี

ท่ีมีใช้ภายในห้องปฏิบัติการ แบ่งตามระดับความปลอดภัย

ของสารเคมีตาม GHS โดยแบ่งเป็นสารเคมีประเภท 

Category 1 จ�ำนวน 5 ชนิด สารเคมีประเภท Category 

2A จ�ำนวน 11 ชนิด และสารเคมีประเภท Category 2B 

จ�ำนวน 10 ชนิด ซ่ึงเกณฑ์การประเมินผลการระคายเคือง

บนกระจกตาไก่ ตาม OECD Test Guideline No. 438 

ภาพที่ 1	 กรอบแนวคิด
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ประกอบด้วย ความหนาของกระจกตา (corneal swelling) 

ความขุ ่นของกระจกตา (corneal opacity) การติดสี 

ที่กระจกตา (fluorescein retention) แล้วน�ำมาหาค่า 

Irritation index ด้วยการหาค่าเฉลี่ย (mean) ของเกณฑ์

การประเมนิของสารเคมทีีท่�ำการทดสอบต่อดวงตา ซึง่สารเคมี  

1 ชนิดท�ำการทดสอบกบัดวงตาไก่ จ�ำนวน 3 ดวง แล้วคดัเลอืก

ค่า mean สูงสุด (maximum mean) ในแต่ละเกณฑ์  

เพือ่น�ำค่า maximum mean ค�ำนวณหาค่า Irritation index 

(Koll, et al., 2017) ดังนี้

	 Irritation index	 =	 maximum mean corneal  

swelling + maximum mean opacity*20 + mean 

fluorescein retention score*20

	 และในส่วนของการประเมินเปรียบเทียบรอยโรค

ทางจุลพยาธิวิทยาที่เกิดขึ้นบนกระจกตาไก่จากการสัมผัส

สารเคมท่ีีก่อความระคายเคอืงท้ังในส่วนของสารเคมปีระเภท 

Category 2A และสารเคมปีระเภท Category 2B โดยระบบ

การให้คะแนนพยาธสิภาพของกระจกตาไก่ตาม OECD Test 

Guideline No. 438 แสดงรายละเอียดตามตารางที่ 1

ตารางที่ 1	 แสดงระบบการให้คะแนนพยาธิสภาพของกระจกตาไก่ตาม OECD Test Guideline No. 438 

Parameter Observation Score Description

Epithelium : Erosion Very slight 1/2 Few single cells up to the entire single superficial 

layer

Slight 1 Up to 3 layers are gone

Moderate 2 Up to 50% of the epithelial layer is gone

Severe 3 Epithelial layer is gone up to the basement 

membrane

Epithelium :Vacuolation Very slight 1/2 Single to few scattered cells

Slight 1 Groups of vacuolated cells or single string of 

cells with small vacuoles

Moderate 2 Up to 50% of the epithelium consists of vacuolated 

cells

Severe 3 50-100% of the epithelium consists of vacuolated 

cells

Epithelium : Necrosis Normal - < 10 necrotic cells

Very slight 1/2 10-20 necrotic cells

Slight 1 20-40 necrotic cells

Moderate 2 Many necrotic cells but < 50% of the epithelial layer

Severe 3 50-100% of the epithelial layer is necrotic

Stroma : Pyknotic nuclei Normal - < 5 pyknotic nuclei

Slight 1 5-10 pyknotic nuclei

Moderate 2 > 10 pyknotic nuclei

Stroma : Disorder of fibres Present P Irregular appearance of the fibres

Endothelium: Necrosis Present P The endothelium consists of only one layer, so a 

grade is not relavant
ที่มา: OECD GUIDELINE FOR THE TESTING OF CHEMICALS (OECD, 2018)
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ขั้นตอนการศึกษา

	 ในวันท�ำการทดสอบจะได้รับหัวไก่ที่ยังมีดวงตา 

ด้วยการห่อผ้าชุบสารละลายน�้ำเกลือเข้มข้น 0.9% และ 

แช่น�้ำแข็ง น�ำส่งมายังห้องปฏิบัติการกลุ ่มสัตว์ทดลอง

ภายใน 4 ชั่วโมงจากโรงฆ่าสัตว์ ก่อนท�ำการทดสอบ 

น�ำหัวไก่มาผ่าแยกดวงตาออก แล้วคัดเลือกดวงตาไก่ โดยมี

เกณฑ์ที่จะผ่านการคัดเลือกเพ่ือน�ำมาทดสอบต่อต้องไม่มี

ความขุ่นของกระจกตา โดยวัดค่าด้วยกล้องตรวจตาชนิด

ล�ำแสงแคบ (slit lamp microscope) และย้อมติดสี 2% 

sodium fluorescein ทีก่ระจกตา มคีะแนนไม่มากกว่า 0.5 

จงึผ่านการคดัเลือกเพือ่น�ำไปทดสอบกบัสารเคม ีซึง่ขัน้ตอน

ทดสอบกับสารเคมีจะน�ำดวงตาไก่มายึดในกล่องท่ีปล่อย

สารละลายน�้ำเกลือเข้มข้น 0.9% ที่อุณหภูมิ 32±1.5  

องศาเซลเซียส เพื่อท�ำการปรับสภาพดวงตาเป็นเวลา

ประมาณ 1 ชัว่โมง ซึง่ดวงตาไก่จ�ำนวน 3 ดวงท�ำการทดสอบ

ด้วยสารเคมี 1 ชนิด โดยสารเคมีที่มีลักษณะกายภาพที่เป็น

ของแข็งใช้ปริมาณ 0.03 กรัม และสารเคมีที่เป็นของเหลว

ใช้ปรมิาณ 0.03 มลิลลิติร ท�ำการใส่สารทดสอบบนกระจกตา

เป็นเวลา 10 วินาที ล้างออกด้วยสารละลายน�้ำเกลือเข้มข้น 

0.9% แล้วท�ำการตรวจความขุ่นของกระจกตาด้วยกล้อง 

slit lamp microscope แล้วน�ำดวงตาไก่มาวัดการติดสี 

ทีก่ระจกตาด้วย 2% sodium fluorescein ทีเ่วลา 30 นาที 

และวัดค่าความหนาของกระจกตาด้วยเครื่องอัลตราโซนิก

แบบสมัผสั (corneal pachymeter) ซึง่เคร่ืองมอืวดัดงักล่าว

จะท�ำการทดสอบด้วยการปรับเทียบค่า (calibrate)  

บนแท่งควบคุม (calibration test block) ที่หยด

สารละลายน�้ำเกลือเข้มข้น 0.9% ซึ่งเป็นการควบคุม

คุณภาพก่อนท�ำการทดสอบ แล้วจึงท�ำการวัดความหนา

ของกระจกตาที่เวลา 30, 75, 120, 180 และ 240 นาที

วิธีการวิเคราะห์ข้อมูล	

	 ค่า Irritation index ของสารเคมท่ีีได้รบัการทดสอบ

น�ำมาวิเคราะห์โดยใช้สถิติพรรณนา และทดสอบสมมติฐาน

ข้อมลู โดยใช้สถิตวิเิคราะห์ความแปรปรวนแบบทิศทางเดยีว 

(One-way ANOVA) และในส่วนของคะแนนพยาธิสภาพ

ของกระจกตาไก่ของสารเคมีประเภท Category 2A และ

สารเคมีประเภท Category 2B น�ำมาวิเคราะห์โดยใช้สถิติ

การทดสอบความแตกต่างของสองประชากรอิสระด้วย 

Mann-Whitney U test โดยก�ำหนดระดับนัยส�ำคัญ 

ทางสถิติที่ระดับ 0.05

ผลการศึกษา 

	 จากการทดสอบสารเคมี ท่ีจ�ำแนกความระดับ 

ความรุนแรงตามระบบ GHS ต่อดวงตาท้ังหมด 26 ชนิด 

โดยใช้เกณฑ์ตาม OECD TG 438 ซึ่งประเมินจากค่าเฉล่ีย

การบวมของกระจกตา (corneal swelling) ความขุ่น 

ของกระจกตา (corneal opacity) และการติดสีของ

กระจกตาด้วยสีย้อม sodium fluorescein (fluorescein 

retention) แล้วน�ำมาหาค่า irritation index พบว่า 

สารเคมีประเภท Category 1 มีค่า irritation index  

ตั้งแต่ 128-168 ส่วนสารเคมีประเภท Category 2A และ

ประเภท Category 2B มีค่า irritation index ตั้งแต่  

32-149 และ 18-100 ตามล�ำดับ (ตารางที่ 2)

ตารางที่ 2	 แสดงค่าเกณฑ์การประเมินบนกระจกตาไก่และ Irritation index ของสารเคมีตาม GHS

Chemical 

category 

(GHS)

Chemical name

Maximum mean
Irritation 

index*
Corneal 

swelling

Corneal 

opacity*20

Fluorescein 

retention*20

1 1-butabol 6 74 60 140

1 Propanol 15 60 60 135

1 Dibenzoyl-tartaric acid 20 54 54 128

1 Chlorhexidine 28 80 60 168
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ตารางที่ 2	 แสดงค่าเกณฑ์การประเมินบนกระจกตาไก่และ Irritation index ของสารเคมีตาม GHS (ต่อ)

Chemical 

category 

(GHS)

Chemical name

Maximum mean
Irritation 

index*
Corneal 

swelling

Corneal 

opacity*20

Fluorescein 

retention*20

1 Benzalkonium chloride 5% 10 74 60 144

2A sodium dibasic 18 34 60 112

2A citric acid 3 80 66 149

2A sodium oxalate 6 10 22 38

2A Fushin 19 60 40 119

2A Hematoxy 4 14 14 32

2A Magnesium chloride 11 6 6 23

2A Potassium cyanide 69 34 60 163

2A Sodium thiosulphate 21 6 0 87

2A EDTA 1 27 20 48

2A Potassium ferricyanide 0 66 0 66

2A 2,6 dichlorobenzylchloride 25 60 60 145

2B NaCl 5 0 14 19

2B Dibenzoyl-tartaric acid 14 40 46 100

2B Quinacrine dihydrochlorine 1 20 14 35

2B Sodium bicarbonate 0 14 4 18

2B Glycerol 25 14 26 65

2B Ethyl 2 methyl acetoacetate 15 10 10 35

2B Sodium hydroxide 1 N 0 80 60 140

2B Poly (vinylpyrrolidone)-iodine 18 16 40 74

2B Potassium phosphate 10 0 13 23

2B Sodium hydrogen phosphate 7 6 20 33

	 เมื่อน�ำค่า irritation index และ corneal opacity 

ท�ำการเปรียบเทียบค่าเฉลี่ย ± ความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน 

(mean±S.E.) ระหว่างสารเคมีประเภท Category 1  

กับสารเคมีประเภท Category 2A และ Category 2B  

แล้ว พบว่ามีความแตกต่างอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ 

(irritation index: p-value = 0.020, <0.001; corneal 

opacity : p-value = 0.032, <0.001 ; ตารางที่ 3)

	 ในส่วนของการประเมินรอยโรคทางจุลพยาธิวิทยา

ของกระจกตาตามพยาธิสภาพของกระจกตาไก่ตาม OECD 

TG 438 โดยรายละเอียดตามตารางที่ 1 พบว่าพยาธิสภาพ

ที่เกิดขึ้นบนกระจกตาจากการสัมผัสสารเคมีประเภท 

Category 2A เมื่อเปรียบเทียบกับสารเคมีประเภท 

Category 2B พบลักษณะ epithelium necrosis ซึ่งมี

ลักษณะเนื้อตายของชั้นเยื่อบุของกระจกตา เม่ือท�ำ 

การเปรียบเทียบค่าของคะแนนพยาธิสภาพกระจกตาไก่

ทางสถิติแล้ว พบว่ามีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส�ำคัญ 

ทางสถิติ (p-value = 0.040) ทั้งนี้รอยโรคอื่นๆ ของชั้น 

epithelium ท้ังการลอกหลุด (erosion) และช่องว่าง
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ตารางที่ 4	 แสดงคะแนนพยาธิสภาพของกระจกตาไก่ตาม OECD Test Guideline No. 438 

Chemical 

Category 

(GHS)

Chemical

Name

Epithelium Stroma Endothelium

Erosion Vacuolation Necrosis
Pyknotic 

nuclei

Disorder 

of fibres
Necrosis

2A sodium dibasic 0 0 2 1 - -

2A citric acid 0 0 0 0 - -

2A sodium oxalate 0 0 1 1 - -

2A Fushin 0 0 1 0 - -

2A Hematoxy 0 0 0 0 - -

2A Magnesium chloride 0 1 0 0 - -

2A Potassium cyanide 1 1 0 0 - -

2A Sodium thiosulphate 2 1 0 0 - -

2A EDTA 0 0 0 0 - -

2A Potassium ferricyanide 0 0 0 0 - -

2A 2, 6 dichlorobenzylchloride 0 2 2 1 - -

2B NaCl 1 1 0 0 - -

2B Dibenzoyl-tartaric acid 0 0 0 0 - -

2B Quinacrine dihydrochlorine 0 0 0 0 - -

2B Sodium bicarbonate 0 2 0 0 - -

2B Glycerol 1 1 0 0 - -

2B
Ethyl 2 methyl 

acetoacetate
0 0 0 0 - -

2B Sodium hydroxide 1 N 0 0 0 0 - -

ภายในเซลล์ (vacuolation) พบว่าไม่มีความแตกต่างกัน

อย่างมีนัยส�ำคัญ นอกจากน้ีผลการทดสอบไม่พบรอยโรค 

ที่ผิดปกติของไฟเบอร์ในชั้นสโตรมา (disorder of fibres) 

รวมถึงเนื้อตายของเยื่อบุช้ันใน (endothelial necrosis) 

(ตารางที่ 4)

ตารางที่ 3	 แสดงเปรยีบเทยีบค่าเฉลีย่ของเกณฑ์การประเมนิบนกระจกตาไก่และ irritation index ของกลุม่สารเคมตีาม GHS

เกณฑ์การประเมิน
Cat. 1

(n = 5)

Cat. 2A

(n = 11)

Cat. 2B

(n = 10)

Irritation index 143.00±6.80 90±23.32* 47.40±15.65*

Corneal swelling 15.80±3.85 10.00±3.51 9.00±4.70

Corneal opacity 68.40±4.87 39.60±13.44* 17.60±6.50*

Fluorescein retention 58.80±1.20 40.40±10.19 20.80±7.20
* มีความแตกต่างอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับ Category 1 ที่ p<0.05
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ตารางที่ 4	 แสดงคะแนนพยาธิสภาพของกระจกตาไก่ตาม OECD Test Guideline No. 438 (ต่อ)

Chemical 

Category 

(GHS)

Chemical

Name

Epithelium Stroma Endothelium

Erosion Vacuolation Necrosis
Pyknotic 

nuclei

Disorder 

of fibres
Necrosis

2B
Poly (vinylpyrrolidone)-

iodine
0 0 0 0 - -

2B Potassium phosphate 0 1 0 0 - -

2B
Sodium hydrogen 

phosphate
0 0 0 0 - -

อภิปรายผล

	 การทดสอบ ICE ตามมาตรฐาน OECD GLP TG 438 

ซึ่งเป็นวิธีการทดสอบทางเลือก เพื่อลดจ�ำนวนการใช้ 

สัตว์ทดลองในการทดสอบความระคายเคืองต่อดวงตา  

จัดเป็นลักษณะการทดสอบประเภทการศึกษาภายนอก

กายสัตว์ทดลอง (ex vivo) ซึ่งดวงตาไก่นั้นมีโครงสร้าง 

ความหนาของชั้นต่างๆของกระจกตา รวมถึงองค์ประกอบ

เซลล์กระจกตาที่ใกล้เคียงกับมนุษย์ (Ritchey et al., 

2011) จึงท�ำให ้วิธีการทดสอบ ICE สามารถน�ำมา 

ประเมินผลกระทบที่เกิดจากการสัมผัสสารเคมีที่มีระดับ

ความระคายเคอืงต่างๆ ได้ใกล้เคยีงในมนษุย์ เมือ่ท�ำการประเมนิ

ความระคายเคืองบนกระจกตาไก่ด้วยค่า irritation index 

โดยใช้พื้นฐานจากเกณฑ์การประเมินการเปลี่ยนแปลง 

บนกระจกตาไก่ตาม OECD TG 438 ทั้งค่าการบวม  

ความขุน่ และการติดสบีนกระจกตาน้ัน จากการศึกษาครัง้นี้

พบว่าสารเคมีประเภท Category 1 ได้ค่า irritation index 

ที่แตกต่างอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับสารเคมี

ประเภท Category 2A และ Category 2B ซึ่งสอดคล้อง

กับการรายงานการทดสอบสารเคมีทั้งหมด 26 ชนิดและ

พบว่า irritation index ของสารเคมีประเภท Category 1 

มีค่า irritation index ในช่วง 88-125 สารเคมีประเภท 

Category 2A มีค่า irritation index ตั้งแต่ 89-94 และใน

ส่วนของสารเคมีประเภท Category 2B มีค่าตั้งแต่ 86-90 

(Koll, et al., 2017) การศึกษาครั้งนี้ได้ท�ำการศึกษา 

เพิ่มเติม ทั้งในส่วนของ corneal opacity และการบวม

ของกระจกตา (corneal swelling) เนื่องจากกระจกตา

เมื่ อ ได ้ รับผลกระทบจากการสัมผัสสารเคมีจะเกิด 

การเปลี่ยนแปลงในชั้นเยื่อบุของกระจกตา (corneal 

epithelium) ที่เป็นผนังกั้น (barrier) สิ่งแปลกปลอม 

ชัน้แรกตามธรรมชาต ิการศกึษาครัง้นีพ้บว่าเมือ่ท�ำการวดัค่า 

corneal opacity ของสารเคมปีระเภท Category 1 พบว่า 

มีความแตกต่างอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับ 

สารเคมีประเภท Category 2A และ Category 2B 

เนือ่งจากกระจกตาเมือ่สมัผสักบัสารเคมปีระเภท Category 1 

จะได้รับความเสียหายจากการระคายเคอืงที่รุนแรงมากกว่า

ในสารเคมีประเภท Category 2A และ Category 2B  

ซ่ึงเป็นการเสียหายของกระจกตาท่ีสัมผัสสารเคมีที่ก ่อ

ความระคายเคืองเพียงเล็กน้อย (mild irritant) (Wilson, 

Ahearne & Hopkinson, 2015) ความเสียหายของระดับ

เซลล์จากการสัมผัสสารเคมีที่ก่อความระคายเคืองรุนแรง

จะพบความเสียหายถึงชั้น stroma และ endothelium 

(Prinsen et al., 2011) รวมถึงผลกระทบจากการสัมผัส

สารเคมีที่สามารถก่อความระคายเคืองที่รุนแรงนั้น ทั้งนี ้

ยังส่งผลให้เกิดการเสื่อมสภาพของโปรตีนจึงพบความขุ่น

มากขึ้นที่กระจกตาได้ (Wilson et al., 2015) ค่า corneal 

opacity ท่ีสงูข้ึนจากการสมัผสัสารเคมปีระเภท Category 1 

ท่ีได้รับผลกระทบต่อกระจกตาท่ีรุนแรง จะส่งผลให้ค่า 

irritation index สูงขึ้นเช่นกัน ท�ำให้เห็นได้ว่าค่า irritation 

index ซึ่งเป็นเกณฑ์เพิ่มเติมสามารถน�ำมาใช้ประโยชน ์

เพือ่ช้ีบ่งระดบัความรนุแรงของสารเคมท่ีีก่อความระคายเคอืง 

ต่อดวงตาได้ ในการศึกษาครั้งนี้พบผลการประเมินทาง 
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จุลพยาธิวิทยาของกระจกตาไก่ด ้วยการเปรียบเทียบ 

จากการสัมผัสสารเคมีที่ก ่อความระคายเคืองระหว่าง 

สารเคมีประเภท Category 2A และ Category 2B  

พบลักษณะ epithelium necrosis ที่มีความแตกต่าง 

ของคะแนนของพยาธิสภาพของกระจกตาไก ่อย ่างม ี

นัยส�ำคัญทางสถิติ  ทั้ งนี้พยาธิสภาพดังกล ่าวบ ่ง ช้ี ถึง 

การบาดเจบ็ของเซลล์ (cell injury) ทีแ่สดงถงึความเสยีหาย

ของเซลล์เมมเบรน (cell membrane) (Miller & Zachary, 

2017) ทั้งนี้ยังมีรายงานเพิ่มเติมในกรณีเมื่อกระจกตาได้รับ

การสัมผัสกับสารเคมีประเภท Category 2A และ 

Category 2B เซลล์ที่เกิดความเสียหายไม่รุนแรงจะมี 

ความสามารถในการซ่อมแซมตัวเองได้ และแผลที่เกิดขึ้น

บนกระจกตาก็สามารถหายกลับมาเป็นปกติได้ (fully 

reversible) ภายใน 21 วัน และ 7 วัน ตามล�ำดับ ในทาง

ตรงกันข้ามจะพบความเสียหายของกระจกตาที่รุนแรง 

จากการสมัผสัสารเคมปีระเภท Category 1 และไม่สามารถ

หายกลับมาเป็นปกติ (irreversible) ได้ (Barroso et al., 

2017; Lotz et al., 2016) จึงท�ำให้การศึกษาผลกระทบ

ของ corneal epithelium ซึ่งเป็นโครงสร้างที่ส�ำคัญ 

ใช้ในการประเมินผลทางจุลพยาธิวิทยาที่ใช้ในการประเมิน

ความเสียหายของดวงตา มีประโยชน์ในการน�ำผลทาง 

จุลพยาธิวิทยามาร่วมประเมินในกรณีที่จ�ำแนกประเภท 

สารเคมีที่ก่อความระคายเคืองที่มีผลก่อความระคายเคือง 

ที่มีความก�้ำกึ่งและไม่สามารถจ�ำแนกประเภทสารเคมี 

ได้อย่างชัดเจน จากการศึกษาครั้งนี้ได้ศึกษาเกณฑ์ประเมิน

ทางจุลพยาธิวิทยา โดยเกณฑ์ดังกล่าวมีการใช้ค่าคะแนน

ทางพยาธิวิทยาที่มีลักษณะ semi-quantitative scoring 

ซ่ึงเกณฑ์ดังกล่าวแสดงผลกระทบของเซลล์จากการสัมผัส

สารเคมทีีม่คีวามรนุแรงทีแ่ตกต่างกนั ทัง้น้ีในการศึกษาครัง้นี้

ยังเป็นการรวบรวมข้อมูลของสารเคมีประเภท 2A และ 

สารเคมีประเภท 2B ที่ยังมีการรายงานค่อนข้างน้อย หากมี

การพัฒนาเกณฑ์ดังกล ่าวเพื่อใช ้ในการร ่วมประเมิน 

เพ่ือจ�ำแนกระดับความปลอดภัยของสารเคมีนั้น ควรน�ำ

ระบบการให้คะแนนดังกล่าวน�ำมาทวนสอบความใช้ได ้

เพื่อท�ำให้เกิดความน่าเชื่อถือของเกณฑ์การประเมิน 

ตามหลักการทางสถิติ (Gibson, Olivier & Meyerholz, 

2013) ท้ังนี้พบการรายงานการใช้เกณฑ์ประเมินทาง 

จุลพยาธิวิทยาของกระจกตาไก่ในการทดสอบ ICE ซ่ึงมีผล

ต่อความถูกต้อง (accuracy) ความไว (sensitivity) และ

ความจ�ำเพาะ (specificity) ของการทดสอบด้วยวิธี 

ดังกล่าวมากข้ึน รวมถึงพบว่าผลลบลวง (false negative) 

มีค่าลดลงด้วย (Cazelle et al., 2014) การศึกษาผลทาง 

จุลพยาธิวิทยาด้วยการย้อมสี H&E ซ่ึงเป็นสีย้อมมาตรฐาน

นั้นอาจไม่เพียงพอในการแยกแยะส่วนประกอบต่างๆ  

ในชั้นเมมเบรน (membrane) จึงมีข้อแนะน�ำในการย้อมสี 

Periodic Acid-Schiff (PAS) ซ่ึงเป็นการย้อมสพีเิศษเพิม่เตมิ

ท่ีสามารถเห็นโครงสร้างของช้ันต่างๆ ของกระจกตา ที่มี

องค ์ประกอบของคอลลาเจนท่ีแตกต่างกันส ่งผลต ่อ 

การติดสีของชั้นต่างๆ ของกระจกตาที่ชัดเจนขึ้น ส่งผล

ให้การประเมินผลทางจุลพยาธิวิทยาของกระจกตานั้น 

มีประสิทธิภาพมากยิ่งขึ้น (Prinsen et al., 2011) จึงท�ำให้

เหน็ได้ว่าการน�ำเกณฑ์ประเมนิดงักล่าวมาร่วมประเมนิเพิม่เตมิ 

สามารถช่วยในการจ�ำแนกประเภทสารเคมท่ีีก่อความรนุแรง

ที่แตกต่างกันได้ชัดเจนมากยิ่งขึ้น

สรุปผล 

	 การพัฒนาเกณฑ์การประเมินระดับความปลอดภัย

ของสารเคมีต่อดวงตาด้วยวิธีทดสอบความระคายเคือง 

ต่อดวงตาด้วยวิธี ICE ของห้องปฏิบัติการกลุ่มสัตว์ทดลอง 

ท่ีมีความสอดคล้องตามมาตรฐาน OECD GLP TG 438 

ด้วยการเพิ่มเกณฑ์การประเมินด้วยค่าดัชนีความระคาย

เคือง และผลทางจุลพยาธิวิทยานั้น เพื่อท�ำให้การทดสอบ

ด้วยวิธีดังกล่าวมีความใกล้เคียงกับผลกระทบที่เกิดขึ้น 

กับดวงตามนุษย์เมื่อสัมผัสสารเคมีมากยิ่งข้ึน โดยเฉพาะ

อย่างยิง่เกณฑ์ประเมนิผลทางจลุพยาธวิทิยา ซ่ึงการน�ำเกณฑ์

ดังกล่าวประเมินผลร่วมด้วยนั้น สามารถจ�ำแนกประเภท

สารเคมทีีก่่อให้เกดิความระคายเคอืงได้อย่างมปีระสทิธภิาพ 

และยงัใช้เป็นแนวทางในการตรวจประเมนิระดบัความปลอดภยั

เบ้ืองต้นในด้านการระคายเคืองต่อดวงตาของสารเคมีได้อีก

ทางหนึ่ง
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ข้อเสนอแนะ 

	 ในการศกึษาครัง้นีเ้ปรยีบเทยีบผลทางจุลพยาธวิทิยา

ของกระจกตาจากการสมัผสัสารเคมปีระเภท Category 2A 

และ Category 2B ซึ่งยังมีรายงานการศึกษาประเด็น 

ดังกล่าวค่อนข้างน้อย หากมีการน�ำเกณฑ์ประเมินดังกล่าว

ด ้วยระบบการให ้คะแนนก�้ ำกึ่ ง เชิ งปริมาณมาใช ้ ใน 

การจ�ำแนกระดับความปลอดภัยของสารเคมีนั้น ควรน�ำ

มาทวนสอบความใช้ได ้เพื่อท�ำให้เกิดความน่าเชื่อถือ 

ของเกณฑ์การประเมินตามหลักการทางสถิติเพ่ือสามารถ

น�ำมาเป็นแนวทางในการใช้ประโยชน์ได้อย่างมปีระสิทธภิาพ
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