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บทคัดย่อ

 ห้องปฏิบัติกำรกลุ่มสัตว์ทดลองได้พัฒนำวิธีทดสอบควำมระคำยเคืองต่อดวงตำด้วยวิธี Isolated Chicken Eye 

(ICE) ให้มีควำมสอดคล้องตำมเกณฑ์กำรประเมินควำมระคำยเคืองตำมมำตรฐำน OECD TG 438 ซึ่งชี้บ่งระดับกำรก่อ 

ควำมระคำยเคืองเพื่อจ�ำแนกระดับควำมปลอดภัยของสำรเคมีต่อดวงตำด้วยกำรใช้ดวงตำไก่จำกโรงฆ่ำสัตว์เป็นตัวทดสอบ

และใช้เกณฑ์กำรประเมินระดับควำมรุนแรงของสำรเคมีตำม Globally Harmonized System of Classification and 

Labelling of Chemicals (GHS) ครั้งนี้ได้ท�ำกำรศึกษำเพิ่มเติมในเกณฑ์กำรประเมินด้วยค่ำดัชนีควำมระคำยเคือง รวมถึง 

มีประเมินรอยโรคทำงจุลพยำธิวิทยำที่เกิดขึ้นบนกระจกตำของดวงตำไก่ จำกผลกำรทดสอบสำรเคมี 26 ชนิด โดยผลของ

กำรประเมินจำกค่ำดัชนีควำมระคำยเคืองพบว่ำสำรเคมีท่ีก่อควำมระคำยเคืองรุนแรง Category 1 มีค่ำดัชนีควำมระคำย

เคืองต่อดวงตำและค่ำควำมขุ่นของกระจกตำแตกต่ำงอย่ำงมีนัยส�ำคัญทำงสถิติเมื่อเทียบกับสำรเคมีท่ีก่อควำมระคำยเคือง 

Category 2A และสำรเคมีที่ก่อควำมระคำยเคืองเล็กน้อย Category 2B และผลกำรประเมินทำงจุลพยำธิวิทยำ 

บนกระจกตำจำกกำรทดสอบสำรเคมีทั้งหมด 21 ชนิด พบว่ำสำรเคมี Category 2A เมื่อเทียบกับสำรเคมี Category 2B  

พบลักษณะเนื้อตำยของชั้นเยื่อบุของค่ำเฉลี่ยคะแนนประเมินแตกต่ำงกันอย่ำงมีนัยส�ำคัญทำงสถิติ ท�ำให้เห็นได้ว่ำค่ำดัชนี

ควำมระคำยเคืองและกำรประเมินผลทำงจุลพยำธิวิทยำสำมำรถช่วยเพิ่มประสิทธิภำพของกำรประเมินผลกำรทดสอบ 

กำรระคำยเคืองต่อดวงตำได้มำกยิ่งขึ้น

ค�าส�าคัญ : กำรทดสอบควำมระคำยเคืองต่อดวงตำ วิธี Isolated Chicken Eye ค่ำดัชนีควำมระคำยเคือง ผลกระทบ 

ทำงจุลพยำธิวิทยำต่อดวงตำ
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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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บทน�า 

 กำรทดสอบกำรระคำยเคืองต ่อดวงตำจัดเป ็น 

กำรประเมินควำมปลอดภัยวิธีหน่ึงที่ก�ำหนดมำตรฐำน 

และจ�ำแนกประเภทของสำรเคมีเป็นไปแนวทำงเดียวกัน 

ทั่วโลกด้วยระบบ Globally Harmonized System of 

Classification and Labelling of Chemicals (GHS)  

โดยจ�ำแนกประเภทสำรเคมีที่ก่อให้เกิดควำมระคำยเคือง

ต่อดวงตำเป็นประเภทสำรเคมทีีไ่ม่ก่อให้เกดิควำมระคำยเคอืง 

(No category) สำรเคมีที่ก่อควำมระคำยเคือง (Category 

2A, irritants) สำรเคมีที่ก่อควำมระคำยเคืองเล็กน้อย 

(Category 2B, mild irritants) และสำรเคมีที่ก ่อ 

ควำมระคำยเคืองรุนแรง (Category 1, serious eye 

damage) ทั้งนี้ในส่วนของสหภำพยุโรป (EU) มีกำรแบ่ง

ระดับสำรเคมีที่ก่อควำมระคำยเคืองรุนแรง (Category 1) 

และสำรเคมีที่ก่อควำมระคำยเคือง (Category 2) เท่ำนั้น 

โดยไม่มกีำรแบ่งระดับสำรเคมทีีก่่อควำมระคำยเคืองเลก็น้อย 

(Barroso et al., 2017) กำรทดสอบควำมระคำยต่อดวงตำนัน้

เริ่มต้นในปี พ.ศ.2487 โดยใช้กำรทดสอบสำรเคมีกับดวงตำ

กระต่ำยเป็นหลกั ด้วยวธิ ีDraize rabbit eye test แต่ในปัจจบุนั

มวีธิทีดสอบทำงเลอืกทีไ่ด้รบักำรสนับสนุนโดยองค์กรทัว่โลก 

ให้มกีำรปรบัเปลีย่นวธิทีีใ่ช้ทดสอบทีไ่ม่ก่อควำมทกุข์ทรมำน

ต่อสัตว์ ซ่ึงกำรทดสอบวิธีหนึ่งที่ได้รับกำรยอมรับในระดับ

มำตรฐำน OECD GLP ได้แก่ วิธีทดสอบกำรระคำยเคือง 

ต่อดวงตำโดยใช้ดวงตำไก่ที่ได้จำกโรงงำนฆ่ำสัตว์ (Isolated 

Chicken Eye test; ICE test) ตำมมำตรฐำนกำรทดสอบ 

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

กำรยอมรับตั้งแต่ปี 2552 เพื่อใช้เป็นกำรทดสอบทดแทน

กำรใช้ดวงตำกระต่ำย ในปี พ.ศ. 2561 กำรทดสอบด้วยวิธี 

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

เกณฑ์ประเมินผลทำงจุลพยำธิวิทยำเพื่อเพิ่มประสิทธิภำพ

ในกำรประเมินระดับควำมรุนแรงของสำรเคมี เนื่องจำก 

พบข้อจ�ำกัดในสำรเคมีที่มีองค์ประกอบของแอลกอฮอล์

อำจท�ำให้เกิดผลบวกลวงได้ (Barile, 2010) แต่ทั้งนี ้

เกณฑ์ประเมินทำงจุลพยำธิวิทยำสำมำรถประเมินจ�ำแนก

ได้ชดัเจนในสำรเคมทีีก่่อควำมระคำยเคืองทีร่นุแรงต่อดวงตำ 

Category 1 เท่ำนั้น ซึ่งสำรเคมีที่ก่อควำมระคำยเคือง 

Category 2A และสำรเคมีที่ก่อควำมระคำยเคืองเล็กน้อย 

Category 2B ส่งผลกระทบต่อดวงตำรุนแรงท่ีแตกต่ำงกัน 

แต่ยังมีกำรรวบรวมผลกำรศึกษำในระดับจุลพยำธิวิทยำ

ค่อนข้ำงน้อย ทั้งนี้ผลทำงจุลพยำธิวิทยำ เพื่อประเมินระดับ

ควำมเสียหำยของกระจกตำ โดยกำรย้อมสี Hematoxylin 

& Eosin (H&E) ส�ำหรบัใช้ประเมนิควำมเสยีหำยในระดบัเซลล์

และกำรเปลี่ยนแปลงองค์ประกอบของเซลล์ในชั้นต่ำงๆ 

ของกระจกตำชั้น โดยเกณฑ์นั้นมีลักษณะเป็นระดับคะแนน

ก�ำ้กึง่เชงิปรมิำณ (semi-quantitative scoring) ผลกระทบ

จำกกำรระคำยเคืองพบว่ำมีควำมสัมพันธ์กับพยำธิสภำพ 

ที่เกิดขึ้นบนกระจกตำ รวมถึงกำรหำยของแผลที่เกิดขึ้น 

บนกระจกตำ (Prinsen, Hendriksen, Krul & Woutersen, 

2017) ซึง่มกีำรรำยงำนควำมสมัพนัธ์รอยโรคทำงจลุพยำธวิทิยำ

ในสำรที่ก่อระคำยเคืองประเภท category 1 พบว่ำมีควำม

เสียหำยอย่ำงชัดเจนในชั้นสโตรมำ (stroma) จนถึงเยื่อบุ

ช้ันใน (endothelium) บนกระจกตำ ท่ีบ่งถึงกำรเสียหำย

แบบถำวร (irreversible) ส่วนพยำธิสภำพบนกระจกตำ

จำกกำรระคำยเคอืงดวงตำในระดบัทีไ่ม่รนุแรง จะมผีลกระทบ 

ที่เกิดขึ้นเพียงชั้นเยื่อบุ (epithelium) เท่ำนั้น และสำมำรถ

หำยเป็นปกติของบำดแผลบนกระจกตำได้ภำยใน 7-21 วัน 

ลกัษณะดงักล่ำวถอืว่ำเป็นกำรเสยีหำยแบบชัว่ครำว (reversible) 

(Prinsen, Schipper & Wijnans, 2011) รวมถึงโครงสร้ำง

ชัน้ต่ำงๆ และองค์ประกอบของเซลล์ของกระจกตำไก่เทยีบเท่ำ 

ได้ใกล้เคยีงกบักระจกตำของมนษุย์ (Ritchey et al., 2011) 

จึงถือได้ว่ำเกณฑ์กำรประเมินด้วยผลทำงจุลพยำธิวิทยำ

ของกระจกตำไก่ สำมำรถน�ำมำช่วยประเมินควำมเสียหำย

ทีเ่กดิข้ึนได้ในระดบัเซลล์ทีม่ผีลจำกควำมรนุแรงของสำรเคมี

ระดบัต่ำงๆ และในปี พ.ศ.2561 ห้องปฏบิตักิำรกลุม่สตัว์ทดลอง 

สถำบนัวจิยัวทิยำศำสตร์สำธำรณสขุ กรมวทิยำศำสตร์กำรแพทย์

ได้พัฒนำวิธีกำรทดสอบแล้วทวนสอบควำมใช้ได้ของวิธี ICE 

พบว่ำมคีวำมจ�ำเพำะ 93 % ควำมไว 78 % และควำมถูกต้อง 

88% จำกกำรทดสอบกับสำรเคมี 24 ชนิด (มำสเกียรติ, 

รชัชุรส, นวขนษิฐ์, และสมชำย, 2561) ดงันัน้ทำงห้องปฏบิตักิำร 

กลุ ่มสัตว ์ทดลอง มีกำรพัฒนำเกณฑ์กำรทดสอบที่มี 

ควำมสอดคล้องตำมมำตรฐำนที่ประกำศใช้ในปัจจุบัน 

(OECD, 2018) รวมถึงท�ำกำรศึกษำเพิ่มเติมด้วยค่ำดัชนี

ควำมระคำยเคือง (Irritation index) ที่เป็นค่ำที่ชี้บ่งระดับ
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ควำมรุนแรงของสำรเคมีได้ ซึ่งมีรำยงำนว่ำ Irritation 

index ทีม่ำกขึน้จะพบในกลุม่สำรเคมทีีก่่อควำมระคำยเคอืง

ที่รุนแรงขึ้น ทั้งนี้ Irritation index จึงใช้เป็นเกณฑ์ใน 

กำรชี้วัดระดับควำมรุนแรงของสำรเคมีได้ (Koll, Cott, 

Ravenzwaay & Landsiedel, 2017) และมรีำยงำนเพิม่เตมิ

ในกรณีกำรทดสอบ ICE ที่มีกำรใช้เกณฑ์กำรประเมินผล

ทำงจุลพยำธิวิทยำของกระจกตำไก่ในกำรจ�ำแนกประเภท

สำรเคมีที่ก่อควำมระคำยเคืองและชี้บ่งระดับควำมรุนแรง

ได้อย่ำงชัดเจนขึ้นในกรณีที่พบผลกระทบที่มีควำมก�้ำกึ่ง

ระหว่ำงกำรสมัผสัสำรเคมปีระเภท Category 1 กบัสำรเคมี

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

กำรศกึษำเพิม่เตมิผลทำงจลุพยำธวิทิยำของเซลล์กระจกตำไก่ 

ที่ได้รับผลกระทบจำกสำรเคมีประเภท Category 2A และ

สำรเคมีประเภท Category 2B ซึ่งปัจจุบันยังมีกำรศึกษำ

ค่อนข้ำงน้อย จึงท�ำกำรทดสอบเพ่ิมเติมเพ่ือรวบรวมเป็น

ข้อมูลพ้ืนฐำนเพ่ือใช้ในกำรพัฒนำเกณฑ์กำรประเมิน 

ระดับควำมปลอดภัยของสำรเคมีต่อดวงตำต่อไป

วัตถุประสงค์ 

 เพ่ือพัฒนำเกณฑ์กำรประเมินระดับควำมปลอดภัย

ของสำรเคมีต่อดวงตำของห้องปฏิบัติกำรกลุ่มสัตว์ทดลอง 

ด้วยวิธี Isolated Chicken Eye test ซึ่งมีควำมสอดคล้อง

ตำมเกณฑ์กำรประเมินควำมระคำยเคืองต่อดวงตำตำม

มำตรฐำน OECD TG 438 และเพิ่มเติมเกณฑ์กำรประเมิน

ระดับควำมรุนแรงของสำรเคมีตำม GHS ด้วยกำรประเมิน

ค่ำ irritation index รวมถึงเปรียบเทียบรอยโรคทำง 

จุลพยำธิวิทยำที่เกิดขึ้นบนกระจกตำไก่จำกกำรสัมผัส 

สำรเคมทีีก่่อควำมระคำยเคืองทัง้ในส่วนของสำรเคมปีระเภท 

Category 2A และสำรเคมีประเภท Category 2B 

กรอบแนวคิด

 วิธีกำรทดสอบควำมระคำยเคืองต่อดวงตำด้วยวิธี 

Isolated Chicken Eye ตำม OECD Test Guideline  

No. 438 ได้มกีำรพฒันำและเพ่ิมเติมหลกัเกณฑ์กำรประเมนิ

ผลกระทบที่เกิดขึ้นจำกสำรเคมีที่ก่อระคำยเคือง เพื่อท�ำให้

วิธีกำรทดสอบดังกล่ำวมีประสิทธิภำพในกำรประเมิน 

ระดับควำมรุนแรงของสำรเคมีต่อดวงตำมำกยิ่งข้ึน โดยมี

กรอบแนวคิดดังนี้

ตัวแปรตน (ตัวแปรอิสระ)
ระดับความปลอดภัย
ของสารเคมีตอดวงตา

ตัวแปรตาม
คาดัชนีความระคายเคือง
ความหนาของกระจกตาไก
ความขนของกระจกตาไก
การติดสีที่กระจกตาไก
คะแนนพยาธิสภาพของกระจกตาไก

สมมติฐาน

 ระดับควำมปลอดภัยของสำรเคมีต่อดวงตำ หรือ

ระดับควำมเป็นอันตรำยของสำรเคมีตำมระบบ GHS  

ท่ีแตกต่ำงกัน ส่งผลให้เกิดกำรเปลี่ยนแปลงของควำมหนำ 

ควำมขุ่น และกำรตดิสท่ีีกระจกตำท่ีแตกต่ำงกนั และมผีลต่อ

กำรประเมนิค่ำดชันคีวำมระคำยเคอืง รวมถงึกำรเปลีย่นแปลง

ทำงพยำธิสภำพของกระจก 

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ

 กำรพฒันำวธิกีำรทดสอบควำมระคำยเคอืงต่อดวงตำ

ด้วยวธิ ีIsolated Chicken Eye ตำม OECD Test Guideline 

No. 438 เพื่อให้มีควำมสอดคล้องตำมเกณฑ์กำรประเมิน

ควำมระคำยเคืองต่อดวงตำตำมมำตรฐำน OECD GLP 

และส่งผลให้กำรประเมินควำมระคำยเคืองต่อดวงตำ 

มีประสิทธิภำพมำกยิ่งขึ้น

วิธีการศึกษา

 กำรศึกษำครั้งนี้ได้ท�ำกำรคัดเลือกชนิดของสำรเคมี

ท่ีมีใช้ภำยในห้องปฏิบัติกำร แบ่งตำมระดับควำมปลอดภัย

ของสำรเคมีตำม GHS โดยแบ่งเป็นสำรเคมีประเภท 

Category 1 จ�ำนวน 5 ชนิด สำรเคมีประเภท Category 

2A จ�ำนวน 11 ชนิด และสำรเคมีประเภท Category 2B 

จ�ำนวน 10 ชนิด ซ่ึงเกณฑ์กำรประเมินผลกำรระคำยเคือง

บนกระจกตำไก่ ตำม OECD Test Guideline No. 438 

ภาพที่ 1 กรอบแนวคิด
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ประกอบด้วย ควำมหนำของกระจกตำ (corneal swelling) 

ควำมขุ ่นของกระจกตำ (corneal opacity) กำรติดสี 

ที่กระจกตำ (fluorescein retention) แล้วน�ำมำหำค่ำ 

Irritation index ด้วยกำรหำค่ำเฉลี่ย (mean) ของเกณฑ์

กำรประเมนิของสำรเคมทีีท่�ำกำรทดสอบต่อดวงตำ ซึง่สำรเคมี  

1 ชนิดท�ำกำรทดสอบกบัดวงตำไก่ จ�ำนวน 3 ดวง แล้วคดัเลอืก

ค่ำ mean สูงสุด (maximum mean) ในแต่ละเกณฑ์  

เพือ่น�ำค่ำ maximum mean ค�ำนวณหำค่ำ Irritation index 

(Koll, et al., 2017) ดังนี้

 Irritation index = maximum mean corneal  

swelling + maximum mean opacity*20 + mean 

fluorescein retention score*20

 และในส่วนของกำรประเมินเปรียบเทียบรอยโรค

ทำงจุลพยำธิวิทยำที่เกิดขึ้นบนกระจกตำไก่จำกกำรสัมผัส

สำรเคมท่ีีก่อควำมระคำยเคอืงท้ังในส่วนของสำรเคมปีระเภท 

Category 2A และสำรเคมปีระเภท Category 2B โดยระบบ

กำรให้คะแนนพยำธสิภำพของกระจกตำไก่ตำม OECD Test 

Guideline No. 438 แสดงรำยละเอียดตำมตำรำงที่ 1

ตารางที่ 1 แสดงระบบกำรให้คะแนนพยำธิสภำพของกระจกตำไก่ตำม 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
ที่มำ: OECD GUIDELINE FOR THE TESTING OF CHEMICALS (OECD, 2018)
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ขั้นตอนการศึกษา

 ในวันท�ำกำรทดสอบจะได้รับหัวไก่ที่ยังมีดวงตำ 

ด้วยกำรห่อผ้ำชุบสำรละลำยน�้ำเกลือเข้มข้น 0.9% และ 

แช่น�้ำแข็ง น�ำส่งมำยังห้องปฏิบัติกำรกลุ ่มสัตว์ทดลอง

ภำยใน 4 ชั่วโมงจำกโรงฆ่ำสัตว์ ก่อนท�ำกำรทดสอบ 

น�ำหัวไก่มำผ่ำแยกดวงตำออก แล้วคัดเลือกดวงตำไก่ โดยมี

เกณฑ์ที่จะผ่ำนกำรคัดเลือกเพ่ือน�ำมำทดสอบต่อต้องไม่มี

ควำมขุ่นของกระจกตำ โดยวัดค่ำด้วยกล้องตรวจตำชนิด

ล�ำแสงแคบ (slit lamp microscope) และย้อมติดสี 2% 

sodium fluorescein ทีก่ระจกตำ มคีะแนนไม่มำกกว่ำ 0.5 

จงึผ่ำนกำรคดัเลือกเพือ่น�ำไปทดสอบกบัสำรเคม ีซึง่ขัน้ตอน

ทดสอบกับสำรเคมีจะน�ำดวงตำไก่มำยึดในกล่องท่ีปล่อย

สำรละลำยน�้ำเกลือเข้มข้น 0.9% ที่อุณหภูมิ 32±1.5  

องศำเซลเซียส เพื่อท�ำกำรปรับสภำพดวงตำเป็นเวลำ

ประมำณ 1 ชัว่โมง ซึง่ดวงตำไก่จ�ำนวน 3 ดวงท�ำกำรทดสอบ

ด้วยสำรเคมี 1 ชนิด โดยสำรเคมีที่มีลักษณะกำยภำพที่เป็น

ของแข็งใช้ปริมำณ 0.03 กรัม และสำรเคมีที่เป็นของเหลว

ใช้ปรมิำณ 0.03 มลิลลิติร ท�ำกำรใส่สำรทดสอบบนกระจกตำ

เป็นเวลำ 10 วินำที ล้ำงออกด้วยสำรละลำยน�้ำเกลือเข้มข้น 

0.9% แล้วท�ำกำรตรวจควำมขุ่นของกระจกตำด้วยกล้อง 

slit lamp microscope แล้วน�ำดวงตำไก่มำวัดกำรติดสี 

ทีก่ระจกตำด้วย 2% sodium fluorescein ทีเ่วลำ 30 นำที 

และวัดค่ำควำมหนำของกระจกตำด้วยเครื่องอัลตรำโซนิก

แบบสมัผสั (corneal pachymeter) ซึง่เคร่ืองมอืวดัดงักล่ำว

จะท�ำกำรทดสอบด้วยกำรปรับเทียบค่ำ (calibrate)  

บนแท่งควบคุม (calibration test block) ที่หยด

สำรละลำยน�้ำเกลือเข้มข้น 0.9% ซึ่งเป็นกำรควบคุม

คุณภำพก่อนท�ำกำรทดสอบ แล้วจึงท�ำกำรวัดควำมหนำ

ของกระจกตำที่เวลำ 30, 75, 120, 180 และ 240 นำที

วิธีการวิเคราะห์ข้อมูล 

 ค่ำ Irritation index ของสำรเคมท่ีีได้รบักำรทดสอบ

น�ำมำวิเครำะห์โดยใช้สถิติพรรณนำ และทดสอบสมมติฐำน

ข้อมลู โดยใช้สถิตวิเิครำะห์ควำมแปรปรวนแบบทิศทำงเดยีว 

(One-way ANOVA) และในส่วนของคะแนนพยำธิสภำพ

ของกระจกตำไก่ของสำรเคมีประเภท Category 2A และ

สำรเคมีประเภท Category 2B น�ำมำวิเครำะห์โดยใช้สถิติ

กำรทดสอบควำมแตกต่ำงของสองประชำกรอิสระด้วย 

Mann-Whitney U test โดยก�ำหนดระดับนัยส�ำคัญ 

ทำงสถิติที่ระดับ 0.05

ผลการศึกษา 

 จำกกำรทดสอบสำรเคมี ท่ีจ�ำแนกควำมระดับ 

ควำมรุนแรงตำมระบบ GHS ต่อดวงตำท้ังหมด 26 ชนิด 

โดยใช้เกณฑ์ตำม OECD TG 438 ซึ่งประเมินจำกค่ำเฉล่ีย

กำรบวมของกระจกตำ (corneal swelling) ควำมขุ่น 

ของกระจกตำ (corneal opacity) และกำรติดสีของ

กระจกตำด้วยสีย้อม sodium fluorescein (fluorescein 

retention) แล้วน�ำมำหำค่ำ irritation index พบว่ำ 

สำรเคมีประเภท Category 1 มีค่ำ irritation index  

ตั้งแต่ 128-168 ส่วนสำรเคมีประเภท Category 2A และ

ประเภท Category 2B มีค่ำ irritation index ตั้งแต่  

32-149 และ 18-100 ตำมล�ำดับ (ตำรำงที่ 2)

ตารางที่ 2 แสดงค่ำเกณฑ์กำรประเมินบนกระจกตำไก่และ Irritation index ของสำรเคมีตำม 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 แสดงค่ำเกณฑ์กำรประเมินบนกระจกตำไก่และ Irritation index ของสำรเคมีตำม 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�ำค่ำ irritation index และ corneal opacity 

ท�ำกำรเปรียบเทียบค่ำเฉลี่ย ± ควำมคลำดเคลื่อนมำตรฐำน 

(mean±S.E.) ระหว่ำงสำรเคมีประเภท Category 1  

กับสำรเคมีประเภท Category 2A และ Category 2B  

แล้ว พบว่ำมีควำมแตกต่ำงอย่ำงมีนัยส�ำคัญทำงสถิติ 

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

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

 ในส่วนของกำรประเมินรอยโรคทำงจุลพยำธิวิทยำ

ของกระจกตำตำมพยำธิสภำพของกระจกตำไก่ตำม OECD 

TG 438 โดยรำยละเอียดตำมตำรำงที่ 1 พบว่ำพยำธิสภำพ

ที่เกิดขึ้นบนกระจกตำจำกกำรสัมผัสสำรเคมีประเภท 

Category 2A เมื่อเปรียบเทียบกับสำรเคมีประเภท 

Category 2B พบลักษณะ epithelium necrosis ซึ่งมี

ลักษณะเนื้อตำยของชั้นเยื่อบุของกระจกตำ เม่ือท�ำ 

กำรเปรียบเทียบค่ำของคะแนนพยำธิสภำพกระจกตำไก่

ทำงสถิติแล้ว พบว่ำมีควำมแตกต่ำงกันอย่ำงมีนัยส�ำคัญ 

ทำงสถิติ (p-value = 0.040) ทั้งนี้รอยโรคอื่นๆ ของชั้น 

epithelium ท้ังกำรลอกหลุด (erosion) และช่องว่ำง
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ตารางที่ 4 แสดงคะแนนพยำธิสภำพของกระจกตำไก่ตำม 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 - -

ภำยในเซลล์ (vacuolation) พบว่ำไม่มีควำมแตกต่ำงกัน

อย่ำงมีนัยส�ำคัญ นอกจำกน้ีผลกำรทดสอบไม่พบรอยโรค 

ที่ผิดปกติของไฟเบอร์ในชั้นสโตรมำ (disorder of fibres) 

รวมถึงเนื้อตำยของเยื่อบุช้ันใน (endothelial necrosis) 

(ตำรำงที่ 4)

ตารางที่ 3 แสดงเปรยีบเทยีบค่ำเฉลีย่ของเกณฑ์กำรประเมนิบนกระจกตำไก่และ irritation index ของกลุม่สำรเคมตีำม 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
* มีควำมแตกต่ำงอย่ำงมีนัยส�ำคัญทำงสถิติเมื่อเทียบกับ Category 1 ที่ p<0.05
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ตารางที่ 4 แสดงคะแนนพยำธิสภำพของกระจกตำไก่ตำม 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

 กำรทดสอบ ICE ตำมมำตรฐำน OECD GLP TG 438 

ซึ่งเป็นวิธีกำรทดสอบทำงเลือก เพื่อลดจ�ำนวนกำรใช้ 

สัตว์ทดลองในกำรทดสอบควำมระคำยเคืองต่อดวงตำ  

จัดเป็นลักษณะกำรทดสอบประเภทกำรศึกษำภำยนอก

กำยสัตว์ทดลอง (ex vivo) ซึ่งดวงตำไก่นั้นมีโครงสร้ำง 

ควำมหนำของชั้นต่ำงๆของกระจกตำ รวมถึงองค์ประกอบ

เซลล์กระจกตำที่ใกล้เคียงกับมนุษย์ (Ritchey et al., 

2011) จึงท�ำให ้วิธีกำรทดสอบ ICE สำมำรถน�ำมำ 

ประเมินผลกระทบที่เกิดจำกกำรสัมผัสสำรเคมีที่มีระดับ

ควำมระคำยเคอืงต่ำงๆ ได้ใกล้เคยีงในมนษุย์ เมือ่ท�ำกำรประเมนิ

ควำมระคำยเคืองบนกระจกตำไก่ด้วยค่ำ irritation index 

โดยใช้พื้นฐำนจำกเกณฑ์กำรประเมินกำรเปลี่ยนแปลง 

บนกระจกตำไก่ตำม OECD TG 438 ทั้งค่ำกำรบวม  

ควำมขุน่ และกำรติดสบีนกระจกตำน้ัน จำกกำรศึกษำครัง้นี้

พบว่ำสำรเคมีประเภท Category 1 ได้ค่ำ irritation index 

ที่แตกต่ำงอย่ำงมีนัยส�ำคัญทำงสถิติเมื่อเทียบกับสำรเคมี

ประเภท Category 2A และ Category 2B ซึ่งสอดคล้อง

กับกำรรำยงำนกำรทดสอบสำรเคมีทั้งหมด 26 ชนิดและ

พบว่ำ irritation index ของสำรเคมีประเภท Category 1 

มีค่ำ irritation index ในช่วง 88-125 สำรเคมีประเภท 

Category 2A มีค่ำ irritation index ตั้งแต่ 89-94 และใน

ส่วนของสำรเคมีประเภท Category 2B มีค่ำตั้งแต่ 86-90 

(Koll, et al., 2017) กำรศึกษำครั้งนี้ได้ท�ำกำรศึกษำ 

เพิ่มเติม ทั้งในส่วนของ corneal opacity และกำรบวม

ของกระจกตำ (corneal swelling) เนื่องจำกกระจกตำ

เมื่ อ ได ้ รับผลกระทบจำกกำรสัมผัสสำรเคมีจะเกิด 

กำรเปลี่ยนแปลงในชั้นเยื่อบุของกระจกตำ (corneal 

epithelium) ที่เป็นผนังกั้น (barrier) สิ่งแปลกปลอม 

ชัน้แรกตำมธรรมชำต ิกำรศกึษำครัง้นีพ้บว่ำเมือ่ท�ำกำรวดัค่ำ 

corneal opacity ของสำรเคมปีระเภท Category 1 พบว่ำ 

มีควำมแตกต่ำงอย่ำงมีนัยส�ำคัญทำงสถิติเมื่อเทียบกับ 

สำรเคมีประเภท Category 2A และ Category 2B 

เนือ่งจำกกระจกตำเมือ่สมัผสักบัสำรเคมปีระเภท Category 1 

จะได้รับควำมเสียหำยจำกกำรระคำยเคอืงที่รุนแรงมำกกว่ำ

ในสำรเคมีประเภท Category 2A และ Category 2B  

ซ่ึงเป็นกำรเสียหำยของกระจกตำท่ีสัมผัสสำรเคมีที่ก ่อ

ควำมระคำยเคืองเพียงเล็กน้อย (mild irritant) (Wilson, 

Ahearne & Hopkinson, 2015) ควำมเสียหำยของระดับ

เซลล์จำกกำรสัมผัสสำรเคมีที่ก่อควำมระคำยเคืองรุนแรง

จะพบควำมเสียหำยถึงชั้น stroma และ endothelium 

(Prinsen et al., 2011) รวมถึงผลกระทบจำกกำรสัมผัส

สำรเคมีที่สำมำรถก่อควำมระคำยเคืองที่รุนแรงนั้น ทั้งนี ้

ยังส่งผลให้เกิดกำรเสื่อมสภำพของโปรตีนจึงพบควำมขุ่น

มำกขึ้นที่กระจกตำได้ (Wilson et al., 2015) ค่ำ corneal 

opacity ท่ีสงูข้ึนจำกกำรสมัผสัสำรเคมปีระเภท Category 1 

ท่ีได้รับผลกระทบต่อกระจกตำท่ีรุนแรง จะส่งผลให้ค่ำ 

irritation index สูงขึ้นเช่นกัน ท�ำให้เห็นได้ว่ำค่ำ irritation 

index ซึ่งเป็นเกณฑ์เพิ่มเติมสำมำรถน�ำมำใช้ประโยชน ์

เพือ่ช้ีบ่งระดบัควำมรนุแรงของสำรเคมท่ีีก่อควำมระคำยเคอืง 

ต่อดวงตำได้ ในกำรศึกษำครั้งนี้พบผลกำรประเมินทำง 
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จุลพยำธิวิทยำของกระจกตำไก่ด ้วยกำรเปรียบเทียบ 

จำกกำรสัมผัสสำรเคมีที่ก ่อควำมระคำยเคืองระหว่ำง 

สำรเคมีประเภท Category 2A และ Category 2B  

พบลักษณะ epithelium necrosis ที่มีควำมแตกต่ำง 

ของคะแนนของพยำธิสภำพของกระจกตำไก ่อย ่ำงม ี

นัยส�ำคัญทำงสถิติ  ทั้ งนี้พยำธิสภำพดังกล ่ำวบ ่ง ช้ี ถึง 

กำรบำดเจบ็ของเซลล์ (cell injury) ทีแ่สดงถงึควำมเสยีหำย

ของเซลล์เมมเบรน (cell membrane) (Miller & Zachary, 

2017) ทั้งนี้ยังมีรำยงำนเพิ่มเติมในกรณีเมื่อกระจกตำได้รับ

กำรสัมผัสกับสำรเคมีประเภท Category 2A และ 

Category 2B เซลล์ที่เกิดควำมเสียหำยไม่รุนแรงจะมี 

ควำมสำมำรถในกำรซ่อมแซมตัวเองได้ และแผลที่เกิดขึ้น

บนกระจกตำก็สำมำรถหำยกลับมำเป็นปกติได้ (fully 

reversible) ภำยใน 21 วัน และ 7 วัน ตำมล�ำดับ ในทำง

ตรงกันข้ำมจะพบควำมเสียหำยของกระจกตำที่รุนแรง 

จำกกำรสมัผสัสำรเคมปีระเภท Category 1 และไม่สำมำรถ

หำยกลับมำเป็นปกติ (irreversible) ได้ (Barroso et al., 

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

ของ corneal epithelium ซึ่งเป็นโครงสร้ำงที่ส�ำคัญ 

ใช้ในกำรประเมินผลทำงจุลพยำธิวิทยำที่ใช้ในกำรประเมิน

ควำมเสียหำยของดวงตำ มีประโยชน์ในกำรน�ำผลทำง 

จุลพยำธิวิทยำมำร่วมประเมินในกรณีที่จ�ำแนกประเภท 

สำรเคมีที่ก่อควำมระคำยเคืองที่มีผลก่อควำมระคำยเคือง 

ที่มีควำมก�้ำกึ่งและไม่สำมำรถจ�ำแนกประเภทสำรเคมี 

ได้อย่ำงชัดเจน จำกกำรศึกษำครั้งนี้ได้ศึกษำเกณฑ์ประเมิน

ทำงจุลพยำธิวิทยำ โดยเกณฑ์ดังกล่ำวมีกำรใช้ค่ำคะแนน

ทำงพยำธิวิทยำที่มีลักษณะ semi-quantitative scoring 

ซ่ึงเกณฑ์ดังกล่ำวแสดงผลกระทบของเซลล์จำกกำรสัมผัส

สำรเคมทีีม่คีวำมรนุแรงทีแ่ตกต่ำงกนั ทัง้น้ีในกำรศึกษำครัง้นี้

ยังเป็นกำรรวบรวมข้อมูลของสำรเคมีประเภท 2A และ 

สำรเคมีประเภท 2B ที่ยังมีกำรรำยงำนค่อนข้ำงน้อย หำกมี

กำรพัฒนำเกณฑ์ดังกล ่ำวเพื่อใช ้ในกำรร ่วมประเมิน 

เพ่ือจ�ำแนกระดับควำมปลอดภัยของสำรเคมีนั้น ควรน�ำ

ระบบกำรให้คะแนนดังกล่ำวน�ำมำทวนสอบควำมใช้ได ้

เพื่อท�ำให้เกิดควำมน่ำเชื่อถือของเกณฑ์กำรประเมิน 

ตำมหลักกำรทำงสถิติ (Gibson, Olivier & Meyerholz, 

2013) ท้ังนี้พบกำรรำยงำนกำรใช้เกณฑ์ประเมินทำง 

จุลพยำธิวิทยำของกระจกตำไก่ในกำรทดสอบ ICE ซ่ึงมีผล

ต่อควำมถูกต้อง (accuracy) ควำมไว (sensitivity) และ

ควำมจ�ำเพำะ (specificity) ของกำรทดสอบด้วยวิธี 

ดังกล่ำวมำกข้ึน รวมถึงพบว่ำผลลบลวง (false negative) 

มีค่ำลดลงด้วย (Cazelle et al., 2014) กำรศึกษำผลทำง 

จุลพยำธิวิทยำด้วยกำรย้อมสี H&E ซ่ึงเป็นสีย้อมมำตรฐำน

นั้นอำจไม่เพียงพอในกำรแยกแยะส่วนประกอบต่ำงๆ  

ในชั้นเมมเบรน (membrane) จึงมีข้อแนะน�ำในกำรย้อมสี 

Periodic Acid-Schiff (PAS) ซ่ึงเป็นกำรย้อมสพีเิศษเพิม่เตมิ

ท่ีสำมำรถเห็นโครงสร้ำงของช้ันต่ำงๆ ของกระจกตำ ที่มี

องค ์ประกอบของคอลลำเจนท่ีแตกต่ำงกันส ่งผลต ่อ 

กำรติดสีของชั้นต่ำงๆ ของกระจกตำที่ชัดเจนขึ้น ส่งผล

ให้กำรประเมินผลทำงจุลพยำธิวิทยำของกระจกตำนั้น 

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

เหน็ได้ว่ำกำรน�ำเกณฑ์ประเมนิดงักล่ำวมำร่วมประเมนิเพิม่เตมิ 

สำมำรถช่วยในกำรจ�ำแนกประเภทสำรเคมท่ีีก่อควำมรนุแรง

ที่แตกต่ำงกันได้ชัดเจนมำกยิ่งขึ้น

สรุปผล 

 กำรพัฒนำเกณฑ์กำรประเมินระดับควำมปลอดภัย

ของสำรเคมีต่อดวงตำด้วยวิธีทดสอบควำมระคำยเคือง 

ต่อดวงตำด้วยวิธี ICE ของห้องปฏิบัติกำรกลุ่มสัตว์ทดลอง 

ท่ีมีควำมสอดคล้องตำมมำตรฐำน OECD GLP TG 438 

ด้วยกำรเพิ่มเกณฑ์กำรประเมินด้วยค่ำดัชนีควำมระคำย

เคือง และผลทำงจุลพยำธิวิทยำนั้น เพื่อท�ำให้กำรทดสอบ

ด้วยวิธีดังกล่ำวมีควำมใกล้เคียงกับผลกระทบที่เกิดขึ้น 

กับดวงตำมนุษย์เมื่อสัมผัสสำรเคมีมำกยิ่งข้ึน โดยเฉพำะ

อย่ำงยิง่เกณฑ์ประเมนิผลทำงจลุพยำธวิทิยำ ซ่ึงกำรน�ำเกณฑ์

ดังกล่ำวประเมินผลร่วมด้วยนั้น สำมำรถจ�ำแนกประเภท

สำรเคมทีีก่่อให้เกดิควำมระคำยเคอืงได้อย่ำงมปีระสทิธภิำพ 

และยงัใช้เป็นแนวทำงในกำรตรวจประเมนิระดบัควำมปลอดภยั

เบ้ืองต้นในด้ำนกำรระคำยเคืองต่อดวงตำของสำรเคมีได้อีก

ทำงหนึ่ง
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ข้อเสนอแนะ 

 ในกำรศกึษำครัง้นีเ้ปรยีบเทยีบผลทำงจุลพยำธวิทิยำ

ของกระจกตำจำกกำรสมัผสัสำรเคมปีระเภท Category 2A 

และ Category 2B ซึ่งยังมีรำยงำนกำรศึกษำประเด็น 

ดังกล่ำวค่อนข้ำงน้อย หำกมีกำรน�ำเกณฑ์ประเมินดังกล่ำว

ด ้วยระบบกำรให ้คะแนนก�้ ำกึ่ ง เชิ งปริมำณมำใช ้ ใน 

กำรจ�ำแนกระดับควำมปลอดภัยของสำรเคมีนั้น ควรน�ำ

มำทวนสอบควำมใช้ได ้เพื่อท�ำให้เกิดควำมน่ำเชื่อถือ 

ของเกณฑ์กำรประเมินตำมหลักกำรทำงสถิติเพ่ือสำมำรถ

น�ำมำเป็นแนวทำงในกำรใช้ประโยชน์ได้อย่ำงมปีระสิทธภิำพ

มำกยิ่งขึ้น
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