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บทคัดย่อ การทดสอบความปลอดภยัของผลิตภณัฑ์สุขภาพมแีนวโน้มการใช้วธิทีดสอบทางเลือกใหม่ทีไ่ม่ใช้สัตว์ทดลองเพ่ิมขึน้ 

ซ่ึงการทดสอบการระคายเคืองต่อดวงตาด้วยวิธี Draize rabbit eye test เป็นวิธีหน่ึงที่ใช้เซลล์เพาะเล้ียงหรืออวัยวะที่ได ้

จากโรงงานฆ่าสัตว์มาทดแทนการใช้สัตว์ทดลอง การศกึษาน้ีได้ท�าการทวนสอบวธิกีารทดสอบการก่อการระคายเคืองโดยใช้ดวงตาไก่ 

จากโรงงานฆ่าสัตว์ตาม OECD Test Guideline 438 ผลจากการทดสอบความใช้ได้ของวิธีด้วยสารเคมีที่ทราบประเภท 

การก่อการระคายเคืองต่อดวงตาตาม United Nations Globally Harmonized System of Classification and Labelling  
of Chemicals จ�านวน 24 ชนิด ให้ค่าความจ�าเพาะ ค่าความไว ค่าความถูกต้อง ค่าผลบวกลวง และค่าผลลบลวง เท่ากับ 

ร้อยละ 93, 78, 88, 7 และ 22 ตามล�าดับ การศกึษาน้ีแสดงว่าการทดสอบการก่อการระคายเคืองต่อดวงตาชนิดรุนแรงให้ค่าความใช้ได้ 

ของวธิทีดสอบอยู่ในเกณฑ์ทีย่อมรับได้ และเป็นแนวทางหนึง่ทีส่ามารถน�ามาใช้ทดแทนการใช้กระต่ายเพ่ือทดสอบการระคายเคือง 
ในห้องปฏิบัติการสัตว์ทดลองต่อไป
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บทนำา
การทดสอบการก่อการระคายเคืองต่อดวงตา (Eye irritation or corrosion) เป็นการประเมินความ

ปลอดภัยเบื้องต้นของผลิตภัณฑ์สุขภาพ เครื่องส�าอาง สารเคมีต่างๆ รวมทั้งผลิตภัณฑ์ที่ใช้ในบ้านเรือน โดยทั่วไป 

การทดสอบความระคายเคืองของผลิตภณัฑ์ดังกล่าวใช้สตัว์ทดลองประเภทกระต่ายด้วยวธีิ Draize rabbit eye test (1) 

ซ่ึงเป็นวธีิทีพ่ฒันาขึน้โดย Draize และคณะตัง้แต่ปี พ.ศ. 2487 ซ่ึงท�าให้กระต่ายได้รบัความเจ็บปวด ทรมาน หรอืตาบอดได้ 

ระหว่างการทดลอง การหาวิธีการทดสอบที่ทดแทนการใช้สัตว์ทดลองเป็นการทดสอบที่องค์กรสากลระหว่างประเทศ 
เช่น The European Centre for the Validation of Alternative Methods (ECVAM), The European  
Cosmetic Toiletry and Perfumery Association (COLIPA), The National Toxicology Program’s  
Interagency Coordinating Committee on the Validation of Alternative Methods (ICCVAM) หรือ  
The Organization for Economic Co-operation and Development (OECD) เป็นต้น ได้หาข้อตกลงร่วมกนั (2, 3, 4, 5) 

เพื่อให้เกิดการยอมรับผลการทดสอบด้วยวิธีการทดสอบแบบใหม่ โดยใช้จ�านวนสัตว์ทดลองให้น้อยลง (Reduction) 
ท�าให้สัตว์ทดลองไม่เจ็บปวดทรมาน (Refinement) และไม่ใช้สัตว์ทดลองส�าหรับการทดสอบ (Replacement)  
โดยทีผ่ลการทดสอบคงให้ความน่าเชือ่ถือ แม่นย�า ถูกต้อง และสอดคล้องกับหลกัของการวจิยัและทดสอบสากลในสตัว์
ทดลอง “The three R’s principles” ของ Russell and Burch (1959) (6) ด้วย 

ปัจจุบันข้อตกลงการค้าระหว่างประเทศยอมรับผลิตภัณฑ์ประเภทเครื่องส�าอาง ผลิตภัณฑ์สุขภาพ และ
ผลิตภัณฑ์ที่ใช้ในบ้านเรือนที่ผ่านการทดสอบความปลอดภัยในเบื้องต้นโดยไม่ใช้สัตว์ทดลอง (7, 8) โดยเฉพาะอย่างย่ิง
ประเทศในกลุม่ยุโรปทีต่่อต้านการน�าสตัว์ทดลองมาใช้ทดสอบ (Testing ban) และปฏิเสธการซ้ือขายผลติภณัฑ์ประเภท
เครื่องส�าอางที่อ้างอิงผลการทดสอบในสัตว์ทดลอง (Marking ban) ซึ่งเริ่มด�าเนินมาตรการดังกล่าวในปี พ.ศ. 2552 
จนกระทัง่ในปี พ.ศ. 2556 ไม่ยอมรบัผลิตภัณฑ์ประเภทเครือ่งส�าอางทีผ่่านการทดสอบในสตัว์ทดลอง ยกเว้นการทดสอบ 

ในเรือ่งความเป็นพษิแบบสะสม (Repeated-dose toxicity) ความเป็นพษิต่อระบบสบืพนัธ์ุ (Reproductive toxicity) 

และเภสัชจลนศาสตร์ด้านพิษวิทยา (Toxicokinetics) ที่ยังจ�าเป็นต้องใช้สัตว์ทดลองอยู ่(9) ผลของมาตรการดังกล่าว
ท�าให้เกิดการผลักดันและสนับสนุนจากหน่วยงานองค์กรสากลระหว่างประเทศดังกล่าว เพื่อวิจัยและพัฒนาหาวิธีการ
ทดสอบแบบทางเลือกใหม่ที่ใช้เซลล์เพาะเลี้ยงที่มาจากเซลล์ร่างกายของมนุษย์ (4) เช่น เซลล์ผิวหนัง EpiDerm™  
ของบริษัท MatTek Corporation (USA) หรือเซลล์ผิวหนัง EpiSkin™ ของบริษัท Episkin (France) เป็นต้น 
ส�าหรบัทดสอบหาความเป็นพษิต่อเซลล์ (Cell cytotoxicity or cell functional assays) หรอืใช้อวยัวะทีไ่ด้จากสตัว์ 
(Organotypic assays) ส�าหรบัทดสอบด้านความปลอดภยั (2) เช่น ใช้ดวงตาววัส�าหรบัวธีิ Bovine Cornea Opacity/ 

Permeability test หรือใช้ไข่ไก่ฟักส�าหรับวิธี Hen's Egg Test on the Chorioallantoic Membrane เป็นต้น
การทดสอบการระคายเคืองต่อดวงตาโดยใช้ดวงตาไก่ที่ได้จากโรงงานฆ่าสัตว์ด้วยวิธี Isolated Chicken  

Eye test (ICE) (10) ถือเป็นการทดสอบความปลอดภัยต่อดวงตาชนิดหนึ่งที่สามารถน�าไปใช้ในการวิจัย ประเมิน หรือ 

จ�าแนกผลิตภัณฑ์ หรือสารเคมีต่างๆ ในระดับของการเกิดการระคายเคืองอย่างรุนแรงได้ (Severe eye irritation/ 

corrosion) ซึ่งเป็นวิธีการทดสอบที่ได้รับการยอมรับจากองค์กรสากล เช่น The U.S. Environmental Protection 
Agency (EPA), The European Union (EU), The European Centre for the Validation of Alternative 
Methods (ECVAM) และ The Japanese Centre for the Validation of Alternative Methods (JaCVAM)  
เป็นต้น โดยใช้ทดแทนการทดสอบทีใ่ช้กระต่ายตามวธีิ Draize rabbit eye test การทดสอบการระคายเคืองต่อดวงตา 

โดยใช้ดวงตาไก่ด้วยวธีิ ICE พฒันามาจากวธีิการทดสอบ Isolated Rabbit Eye (IRE) ของ Burton AMG และคณะ  
ที่ใช้ดวงตากระต่ายท่ีผ่าออกมาศึกษา (11) ต่อมา Prinsen MK และ Koëter HBWM ได้พัฒนาวิธี ICE  
ต่อจากวิธี IRE (12) และมีการใช้แพร่หลายในห้องปฏิบัติการวิจัยและทดสอบอุตสาหกรรมเครื่องส�าอางของประเทศ 

กลุ่มทวีปยุโรป (13, 14)   



การทวนสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบความระคายเคืองชนิดรุนแรงต่อดวงตา มาสเกียรติ  บุญยฤทธิ์ และคณะ

170
วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์

ปีที่ 60 ฉบับที่ 4 ตุลาคม - ธันวาคม 2561

การศึกษานี้ได้ท�าการทวนสอบความใช้ได้ของการทดสอบความระคายเคืองชนิดรุนแรงต่อดวงตาด้วย 

วิธี ICE เพื่อเป็นทางเลือกหนึ่งในการทดแทนการใช้สัตว์ทดลองส�าหรับใช้ในห้องปฏิบัติการ และเพื่อน�าไปประเมิน 

ความปลอดภยัของผลติภณัฑ์สขุภาพทีท่ดสอบในห้องปฏบิตักิารของกลุม่สตัว์ทดลอง สถาบนัวจิยัวทิยาศาสตร์สาธารณสขุ 
กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ 

วัสดุและวิธีการ
สารเคมีสำาหรับการทดสอบ

สารเคมีที่ใช้ในการทดสอบเป็นชนิด AR grade (Analytical Reagent grade) จ�านวนทั้งหมด 24 ชนิด 
และได้รับการจัดประเภท (Category) ตาม United Nations Globally Harmonized System of Classification 
and Labelling of Chemicals (UN GHS) ได้แก่ Acetic acid (Sigma-aldrich), Acetone (Sigma-aldrich), 
1-Butabol (Sigma-aldrich), Chlorhexidine (Sigma-aldrich), Diethanolamin (Sigma-aldrich), 
Ethanol (Sigma-aldrich), Ethyl acetate (Sigma-aldrich), Glycerol (Sigma-aldrich), Imidazole 

(Sigma-aldrich), Methanol (Sigma-aldrich), 1-Propanol (Sigma-aldrich), Sodium oxalate  
(Sigma-aldrich), Silver nitrate (Sigma-aldrich), Trichloroacetic acid (Sigma-aldrich), Triacetin 
(Sigma-aldrich), Toloene (Sigma-aldrich), Benzalkonium chloride (Sigma-aldrich), Dibenzyl- 

L-tartaric acid (Sigma-aldrich), Formic acid (Sigma-aldrich), 2,6-Dichlorobenzoyl chloride (Merck), 
Dimethyl sulfoxide (Calbiochem), Ethyl-2-methylaceto-acetate (Sigma-aldrich), Methyl  
cyclopentane (Sigma-aldrich), n-Hexane (Merck) ส่วนการย้อมสีกระจกตาใช้สาร Sodium fluorescein 
(Sigma-aldrich) 

เคร่ืองมือและอุปกรณ์
กล้องตรวจตาชนิดล�าแสงแคบ (Slit Lamp Microscope L-0187, Inami, Japan) เครื่องวัดความหนา

ของกระจกตาด้วยคลื่นอุลต้าโซนิค (Corneal Pachymeter AccuPach VI, Accutome, USA) เครื่องควบคุม 

การปล่อยสารละลาย (Peristalsis Pump WT600-2J, Baoding Longer Precision Pump, China) เครื่องชั่ง
ความละเอียด 0.1 มิลลิกรัม (Weighing balances AB204-S, Mettler Toledo, USA) อ่างน�้าควบคุมอุณหภูมิ 
(Water bath) และชุดกล่องใส่ดวงตา (Eye holder Chambers) ผลิตและสั่งประกอบภายในประเทศ

การเตรียมสารเคมีสำาหรับทดสอบ
สารเคมีที่ใช้ในการทดสอบที่มีสภาพเป็นของเหลวเตรียมในความเข้มข้นที่ไม่เจือจางเป็นส่วนใหญ่ ยกเว้น 

สารเคมีบางตัวที่ระบุไว้ใน OECD Test Guidelines 438 (10) และในฐานข้อมูลการทดสอบ Interagency Center  
for the Evaluation of Alternative Toxicological Methods (NICEATM) (15) ทีใ่ห้เจอืจางด้วยสารละลายน�า้เกลอื  
(physiological isotonic saline) ก่อนการทดสอบ ส่วนสารเคมทีีเ่ป็นของแขง็ให้ท�าการบดให้ละเอียดก่อนการทดสอบ  

การทดสอบกับสารเคมี
ท�าการทดสอบตาม OECD Test Guideline 438 (10) โดยท�าการเก็บดวงตาที่ติดกับหัวของไก่ที่ได้รับ 

จากโรงงานฆ่าสัตว์ที่มีการฆ่าและน�าส่งห้องปฏิบัติการไม่เกิน 4 ชั่วโมง น�ามาผ่าเก็บดวงตาและใช้ภายใน 2 ชั่วโมง  
ล้างท�าความสะอาดด้วยน�า้เกลอืเข้มข้น 0.9% (0.9% normal saline) แล้วตรวจสอบความสมบรูณ์ภายนอกของดวงตา 
โดยดกูารขุน่ของกระจกตา และการย้อมสทีีก่ระจกตาด้วย 2% (w/v) sodium fluorescein ดวงตาทีผ่่านการตรวจสอบ 

ที่ไม่พบการขุ่นและการติดสีที่กระจกตาที่คะแนนมากกว่า 0.5 (ตามวิธีการอ่านผลในตารางที่ 2 และ 4) ถูกน�าไปยึดไว้
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ที่กล่องควบคุมที่ปล่อยสารละลายน�้าเกลือเข้มข้น 0.9% ที่ควบคุมอุณหภูมิประมาณ 32 ± 1.5 องศาเซลเซียส ในอัตรา 
3-4 หยด/นาท ีท�าการปรบัสภาพดวงตาเป็นเวลา 1 ชัว่โมง แล้วตรวจวดัค่าความขุน่และค่าความหนาของกระจกตาก่อน
การทดสอบกับสารเคมี (ที่เวลา 0 นาที) จากนั้นทดสอบกับสารเคมีโดยใช้ดวงตาจ�านวน 3 ตาต่อการทดสอบแต่ละครั้ง  
(ทดสอบ 3 ครั้งต่อสารเคมีแต่ละชนิด) โดยน�าสารเคมีใส่ลงในบริเวณกระจกตาเป็นเวลา 10 วินาที ซ่ึงสารเคมีที่มี
สภาพเป็นของเหลวใช้ปริมาณ 0.03 มิลลิลิตร ส่วนสารเคมีที่มีสภาพเป็นของแข็งใช้ทดสอบในปริมาณ 0.03 กรัม  
เมือ่ครบ 10 วนิาท ีจงึล้างออกด้วยสารละลายน�า้เกลอืเข้มข้น 0.9% ประมาณ 20 มลิลลิติร แล้วท�าการตรวจวดัค่าความขุน่ 

และค่าความหนาของกระจกตาที่เวลา 30, 75, 120, 180 และ 240 นาที หลังการทดสอบกับสารเคมีแต่ละชนิด โดย 

วดัค่าความหนาของกระจกตาด้วยเครือ่ง Corneal Pachymeter และตรวจความขุน่ของกระจกตาผ่านกล้องจลุทรรศน์
ส�าหรบัตรวจตาชนดิล�าแสงแคบ (Slit-Lamp Microscope) ส่วนการวดัการตดิสทีีก่ระจกตาด้วย 2% (w/v) sodium 
fluorescein ท�าการตรวจผ่านกล้องจุลทรรศน์ส�าหรับตรวจตาชนิดล�าแสงแคบที่เวลา 30 นาทีหลังทดสอบกับสารเคมี 
ในการทดสอบใช้ตัวอย่างควบคุมลบ (negative control) ที่เป็นสารละลายน�้าเกลือเข้มข้น 0.9% เป็นตัวทดสอบ 

การอ่านผลการทดสอบ
ดวงตาทีท่ดสอบกับสารเคมที�าการอ่านผลและประเมนิตามเกณฑ์ของ OECD Test Guideline 438 (10) ดงันี้

การบวมของกระจกตา (corneal swelling)
วัดการบวมของกระจกตาด้วยเครื่อง corneal pachymeter แล้วท�าการค�านวณค่าเปอร์เซ็นต์การบวม 

ของกระจกตา ตามสูตร

(ค่าการบวมของกระจกตาที่เวลาตรวจวัด - ค่าการบวมของกระจกตาที่เวลาเริ่มต้น 0 นาที) x 100
 ค่าการบวมของกระจกตาที่เวลาเริ่มต้น 0 นาที

น�าค่าเปอร์เซ็นต์การบวมของกระจกตาทั้ง 3 ดวงตาที่ได้ ของแต่ละเวลาของสารเคมีที่ทดสอบแต่ละครั้ง 
มาหาค่าเฉลี่ย แล้วให้เกณฑ์การบวมตามตารางที่ 1 (ICE Class for Mean Corneal Swelling) โดยเลือกจาก 

ค่าเฉลี่ยที่สูงสุด (% Mean Corneal Swelling) เป็นเกณฑ์ตัดสิน

ตารางท่ี	1		เกณฑ์การบวมของกระจกตา (ICE classification criteria for corneal swelling) (10)

Mean Corneal Swelling (%) ICE Class 
0 to 5 I 

>5 to 12 II 

>12 to 18 (>75 min after treatment) II 

>12 to 18 (≤75 min after treatment) III 

>18 to 26 III 

>26 to 32 (>75 min after treatment) III 

>26 to 32 (≤75 min after treatment) IV 

>32 IV 
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ความขุ่นของกระจกตา (corneal opacity)
ตรวจวัดระดับความขุ่นของกระจกตาผ่านกล้องจุลทรรศน์ส�าหรับตรวจตาชนิดล�าแสงแคบของแต่ละตา 

ที่ทดสอบโดยให้คะแนนความขุ่นตามตารางที่ 2 (Corneal opacity scores) จากนั้นน�ามาหาค่าเฉลี่ยแต่ละครั้ง 
ของแต่ละเวลาของสารเคมีที่ทดสอบ แล้วให้เกณฑ์ความขุ่นของกระจกตาตามตารางที่ 3 (ICE classification  
criteria for opacity) โดยเลือกจากค่าเฉลี่ยที่สูงสุด (Mean Maximum Opacity Score) เป็นเกณฑ์ตัดสิน 

ตารางท่ี	2  ค่าการให้คะแนนความขุ่นของกระจกตา (Corneal opacity scores) 10

ตารางท่ี	3  เกณฑ์ความขุ่นของกระจกตา (ICE classification criteria for opacity) (10)

Score Observation

0 No opacity 

0.5 Very faint opacity 

1 Scattered or diffuse areas; details of the iris are clearly visible 

2 Easily discernible translucent area; details of the iris are slightly obscured 

3 Severe corneal opacity; no specific details of the iris are visible; size of the pupil 
is barely discernible 

4 Complete corneal opacity; iris invisible 

Mean Maximum Opacity Score* ICE Class

0.0-0.5 I

0.6-1.5 II

1.6-2.5 III

2.6-4.0 IV

* Maximum mean score observed at any time point

การติดสีของกระจกตา (fluorescein retention)
ตรวจวัดการติดสีที่กระจกตาโดยการย้อมด้วย 2% (w/v) sodium fluorescein และดูผ่านกล้องจุลทรรศน์

ส�าหรับตรวจตาชนิดล�าแสงแคบที่เวลา 30 นาทีหลังทดสอบกับสารเคมี โดยให้คะแนนการติดสีตามตารางที่ 4  
(Fluorescein retention scores) จากน้ันน�ามาหาค่าเฉลี่ย แล้วให้เกณฑ์การติดสีของกระจกตาตามตารางที่ 5  
(ICE classification criteria for mean fluorescein retention) 
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เกณฑ์การแปรผลการทดสอบ
 ท�าการประเมนิผลการทดสอบการระคายเคืองตามระบบ UN GHS Classification โดยใช้ผล ICE Class 

ที่ได้จากการอ่านผลรวมทั้ง 3 วิธี (endpoints) และเกณฑ์ตัดสินตาม OECD Test Guideline 438 (10) ดังแสดง 
ในตารางที่ 6 โดยที่ Category 1 บ่งถึงการระคายเคืองต่อดวงตาชนิดรุนแรง ซึ่งประกอบด้วยผลการทดสอบของวิธี 
ที่มี ICE Class ทั้ง 3 เกณฑ์เป็น IV (3 x IV), หรือมี ICE Class ที่เกณฑ์ IV และ III จ�านวน 2 และ 1 ค่า  
ตามล�าดับ (2 x IV, 1 x III), หรือมี ICE Class ที่เกณฑ์ IV และ II จ�านวน 2 และ 1 ค่า ตามล�าดับ (2 x IV, 1 x II),  
หรือมี ICE Class ที่เกณฑ์ IV และ I จ�านวน 2 และ 1 ค่า ตามล�าดับ (2 x IV, 1 x I), หรือมีค่าความขุ่นของกระจกตา
ทีค่ะแนนมากกว่าหรอืเท่ากับ 3 ทีเ่วลา 30 นาท ีจ�านวนอย่างน้อย 2 ตา หรอืมค่ีาความขุ่นของกระจกตาทีค่ะแนนเท่ากบั 4  
ทีเ่วลาใด ๆ  เป็นจ�านวนอย่างน้อย 2 ตา หรอืพบการหลดุลอกของชัน้ epithelium กระจกตา เป็นจ�านวนอย่างน้อย 1 ตา  
ส�าหรับผลการทดสอบที่บ่งชี้ไม่ก่อให้เกิดการระคายเคืองต่อดวงตาจัดอยู่ในประเภท No category ซ่ึงให้ผลทดสอบ 
ICE Class ทั้ง 3 วิธีมีเกณฑ์ที่เท่ากับ I (3 x I) หรือมี ICE Class ที่เกณฑ์ I และ II จ�านวน 2 และ 1 ค่าตามล�าดับ  
(2 x I, 1 x II) หรือมี ICE Class ที่เกณฑ์ II และ I จ�านวน 2 และ 1 ค่าตามล�าดับ (2 x II, 1 x I) ส่วน 

ผลการทดสอบที่ไม่เข้าเกณฑ์ใดๆ จัดอยู่ในเกณฑ์ No prediction can be made ซึ่งอาจเป็นสารเคมีที่อยู่ในประเภท 
Category 2 ที่ให้ผลทดสอบ ICE Class ทั้ง 3 วิธีนอกเหนือไปจากค่าที่ก�าหนดในตารางที่ 6

 

ตารางท่ี	4  เกณฑ์การให้คะแนนการตดิสขีองกระจกตาด้วย sodium fluorescein (10) (Fluorescein retention scores)

ตารางท่ี	5 เกณฑ์การประเมนิการตดิสขีองกระจกตาด้วย sodium fluorescein  (10) (ICE classification criteria  
 for mean fluorescein retention)

Score Observation

0 No fluorescein retention 

0.5 Very minor single cell staining 

1 Single cell staining scattered throughout the treated area of the cornea 

2 Focal or confluent dense single cell staining 

3 Confluent large areas of the cornea retaining fluorescein 

Mean Fluorescein Retention Score at 30 minutes 
post-treatment*

ICE Class

0.0-0.5 I

0.6-1.5 II

1.6-2.5 III

2.6-3.0 IV

* คะแนนตามเกณฑ์ที่ได้จากตารางที่ 4
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ตารางท่ี	6 เกณฑ์ตัดสินการระคายเคืองต่อดวงตาตามระบบ  UN GHS Classification (10)

UN	GHS	Classification	 Combinations	of	the	3	Endpoints	
No Category 3 x I 

2 x I, 1 x II
2 x II, 1 x I

No prediction can be made Other combinations 

Category 1 3 x IV 
2 x IV, 1 x III 
2 x IV, 1 x II* 
2 x IV, 1 x I* 
Corneal opacity ≥ 3 at 30 min 
(in at least 2 eyes) 
Corneal opacity = 4 at any time point 
(in at least 2 eyes) 
Severe loosening of the epithelium 
(in at least 1 eye) 

การคำานวณผลความใช้ได้ของวิธี	
ผลที่ได้จากการทดสอบกับสารเคมีรวม 24 ชนิด ท�าการทดสอบซ�้ากัน 3 ครั้ง แล้วน�าผลที่ได้ตามเกณฑ ์

ในตารางที่ 6 มาค�านวณค่าความใช้ได้ (16) ของวิธีทดสอบความระคายเคืองต่อดวงตาชนิดรุนแรงตามตารางที่ 7 

* Combinations less likely to occur

ตารางท่ี	7		การค�านวณหาความไวและความจ�าเพาะของการทวนสอบวิธี ICE

ประเภทสารเคมี
ตามวิธี	ICE

ประเภทสารเคมีตาม	UN	GHS

Category 1 NC, Category 2
Category 1 True positive (a) False positive (b)

NC, NP False negative (c) True negative (d)

NC = No Category, NP = No prediction can be made

ค่าความจ�าเพาะ (specificity)  = [d/(d+b)]x100
ค่าความไว (sensitivity)  =  [a/(a+c)]x100
ค่าความถูกต้องเท่ากับ (accuracy) =  [(a+d)/(a+b+c+d)]x100
ผลบวกลวง (false positive rate)  = [b/(b+d)] x 100
ผลลบลวง (false negative rate)  =  [c/(a+c)] x 100
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ผล
การทดสอบกับสารเคมีตามที่ระบุไว้ใน OECD Test Guidelines 438 และสารเคมีอ่ืนๆ ที่ระบุในฐาน 

ข้อมูลการทดสอบ The National Toxicology Program (NTP) Interagency Center for the Evaluation of 
Alternative Toxicological Methods (NICEATM) ที่จ�าแนกชนิดตามระบบ UN GHS ทั้งหมดจ�านวน 24 ชนิด  
โดยท�าการทดสอบกับสารเคมแีต่ละชนดิ 3 ครัง้ ครัง้ละ 3 ซ�า้ ได้ผลการทดสอบการระคายเคืองต่อดวงตาของสารเคมชีนดิ 

ต่าง ๆ แต่ละครั้งการทดสอบตามตารางที่ 8 ซึ่งพบว่า สารเคมีที่มีคุณสมบัติเป็น UN GHS Category 1 ที่ได้ทดสอบ 

จ�านวนรวม 27 ครั้ง มีผลการทดสอบด้วยวิธี ICE ที่ตรงกับคุณสมบัติของสารจ�านวน 21 ครั้ง ส่วนการทดสอบด้วย 

สารเคมีที่มีคุณสมบัติเป็น UN GHS Category 2 และ No Category จ�านวนรวม 45 ครั้ง ได้ผลการทดสอบ 

ด้วยวิธี ICE ที่ตรงกับคุณสมบัติของสารจ�านวน 42 ครั้ง 
เมื่อน�าผลของการทดสอบที่ได้มาค�านวณผลความใช้ได้ของวิธีทดสอบต่อการเกิดความระคายเคืองตา 

ในระดับที่รุนแรง ได้ค่าความจ�าเพาะ (specificity) เท่ากับ 93% ค่าความไว (sensitivity) เท่ากับ 78% ค่าความ 

ถูกต้องเท่ากับ (accuracy) เท่ากับ 88% ค่าผลบวกลวง (false positive rate) เท่ากับ 7% และค่าผลลบลวง  
(false negative rate) เท่ากับ 22% ส่วนผลการทดสอบดวงตากับตัวอย่างควบคุมลบที่เป็นสารละลายน�้าเกลือเข้มข้น  
0.9% ให้ผลการทดสอบตรงกับเกณฑ์ที่ไม่ก่อให้เกิดการระคายเคือง หรือ UN GHS No Category ตลอดการทดสอบ 
(ไม่ได้แสดงผล)

ตารางท่ี	8 ผลการทดสอบการระคายเคืองต่อดวงตาตามวิธี OECD Test Guideline 438 *

สารเคมี ลักษณะทาง
กายภาพ ผลการทดสอบของห้องปฏิบัติการ

คร้ังท่ี	1 คร้ังท่ี	2 คร้ังท่ี	3
10% Acetic acid ของเหลว Category 1 NP** Category 1

(Category 1)

1-Butanol ของเหลว NP NP Category 1

(Category 1)  

2,6-Dichlorobenzoyl chloride ของเหลว Category 1 Category 1 NP

(Category 2A)  

70% Ethanol ของเหลว No Category No Category NP

(Category 2A)

Acetone ของเหลว NP No Category No Category

(Category 2A)  

5% Benzalkonium chloride ของเหลว Category 1 Category 1 Category 1

(Category 1)
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ตารางท่ี	8	 ผลการทดสอบการระคายเคืองต่อดวงตาตามวธีิ OECD Test Guideline 438 * (ต่อ)

สารเคมี ลักษณะทาง
กายภาพ ผลการทดสอบของห้องปฏิบัติการ

คร้ังท่ี	1 คร้ังท่ี	2 คร้ังท่ี	3
Chlorhexidine ของแข็ง Category 1 Category 1 Category 1

(Category 1)

Dibenzyl-L-tartaric acid ของแข็ง Category 1 Category 1 NP**

(Category 1)

Diethanolamine ของเหลว NP NP NP

(Category 2A)

Dimethyl sulfoxide ของเหลว NP No Category No Category

(No Category)

Ethyl acetate ของเหลว NP NP NP

(Category 2A)

Ethyl-2-methylaceto-acetate ของเหลว NP NP No Category

(Category 2B)

Formic acid ของเหลว Category 1 Category 1 Category 1

(Category 1)

Glycerol ของเหลว No Category NP** NP

(No Category)

Imidazole ของแข็ง Category 1 NP Category 1

(Category 1)  

Methanol ของเหลว NP NP NP

(Category 2A)

Methyl cyclopentane ของเหลว No Category No Category No Category

(No Category)

n-Hexane ของเหลว No Category No Category No Category

(No Category)
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ตารางท่ี	8		ผลการทดสอบการระคายเคืองต่อดวงตาตามวิธี OECD Test Guideline 438 * (ต่อ)

สารเคมี ลักษณะทาง
กายภาพ ผลการทดสอบของห้องปฏิบัติการ

คร้ังท่ี	1 คร้ังท่ี	2 คร้ังท่ี	3
1-Propanol ของเหลว Category 1 Category 1 NP**
  (Category 1)  

3% Silver nitrate ของเหลว NP NP NP
(Category 2B)
Sodium oxalate ของแข็ง No Category Category 1 NP
(Category 2B)
Toluene ของเหลว NP NP NP
(Category 2B)
Triacetin ของเหลว No Category No Category No Category
(No Category)
30% Trichloroacetic acid ของเหลว Category 1 Category 1 Category 1
(Category 1)

* ผลรวม Endpoints ของการตรวจสอบการขุ่น การบวมและการติดสีของกระจกในการทดสอบกับสารเคมีที่ทราบ 

 ประเภท UN GHS
** NP = No prediction can be made

วิจารณ์
การทดสอบการก่อระคายเคืองต่อดวงตาในระดบัทีร่นุแรงด้วยวธีิ ICE ตาม OECD Test Guideline 438 (10) 

ด้วยสารเคมีทั้งหมดรวม 24 ชนิดนั้น ได้ค่าความจ�าเพาะ ความไวและความถูกต้อง เป็นไปในทางเดียวกันกับรายงาน
ของ Balls M และคณะ (17) ที่ได้ค่าความจ�าเพาะ ความไวและความถูกต้องมีค่าเท่ากับ 81%, 50% และ 69%  
ตามล�าดับ และรายงานของ Prinsen MK และคณะ (18) ที่ได้ค่าความจ�าเพาะ ความไวและความถูกต้องมีค่าเท่ากับ  
100%, 50% และ 97% ตามล�าดับ รวมทั้งใกล้เคียงกับที่ระบุใน OECD Test Guideline 438 (10, 19) แสดงว่าวิธี ICE  
ที่ได้ทวนสอบในห้องปฏิบัติการกลุ่มสัตว์ทดลอง สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์สาธารณสุข สามารถใช้ทดแทนการทดสอบ
ด้วยกระต่ายได้ 

สารเคมีที่ใช้ทดสอบในการศึกษานี้ครอบคลุมตามรายละเอียดใน OECD Test Guideline 438 (10)  

และได้เลือกสารเคมีทดสอบเพิ่มเติมตามที่มีข้อมูลจ�าแนกการก่อระคายเคืองตาม UN GHS (15) อีกทั้งการทดสอบกับ
ตัวอย่างควบคุมลบให้ผลเป็นไปตามข้อก�าหนด OECD Test Guideline 438 (10) ตลอดการทดสอบ อย่างไรก็ตาม
พบว่าอัตราผลบวกลวงและผลลบลวงที่ได้จากการศึกษานี้ค่อนข้างต่างจากผลการศึกษาของ Balls M และคณะ (17)  

ซ่ึงอาจเนือ่งมาจากความแตกต่างของชนดิและจ�านวนของสารเคมทีีน่�ามาทดสอบ อีกทัง้ OECD Test Guideline 438 (10) 

ได้ระบุว่าการทดสอบการระคายเคืองต่อดวงตาในระดับที่รุนแรงด้วยวิธีนี้จะให้ความใช้ได้ของวิธีทดสอบที่มีค่า 
ผลลบลวงทีส่งูในสารทีม่สีภาพเป็นของแขง็และสารลดแรงตงึผิว (surfactants) ให้ค่าผลบวกลวงทีส่งูกับสารเคมทีีเ่ป็น
ประเภทแอลกอฮอล์ จึงควรตรวจด้านพยาธิวิทยา (Histopathology decision criteria) ของเนื้อเยื่อกระจกตาชั้น 
Epithelium ในระดับของการถูกท�าลายเพิ่มเติม เพื่อแยกประเภทของการระคายเคืองชนิด UN GHS Category 1  
ได้อย่างชัดเจนขึ้นกับสารเคมีทดสอบที่เป็นสารซักฟอก (detergents) และสารลดแรงตึงผิวที่มีค่า pH อยู่ระหว่าง  
2 ถึง 11.5 (10, 20, 21) 
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สรุป
ผลจากการทดสอบเพือ่ทวนสอบความใช้ได้ของวิธี ICE ตาม OECD Test Guideline 438 ได้ค่าความจ�าเพาะ  

ความไว และความถูกต้อง เท่ากับ 93%, 78% และ 88% ตามล�าดับ ซ่ึงค่าดังกล่าวอยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับได้วิธีนี ้
จงึสามารถน�าไปใช้ศึกษาวจิยัหรอืทดสอบความระคายเคืองต่อดวงตาในระดบัรนุแรง (severe eye irritation/corrosion) 
ของสารเคมีหรือผลิตภัณฑ์สุขภาพประเภทเคร่ืองส�าอางและผลิตภัณฑ์ที่ใช้ในบ้านเรือน ทดแทนการใช้สัตว์ทดลอง  
และเป็นการเตรยีมความพร้อมของห้องปฏบิตักิารกลุม่สตัว์ทดลอง สถาบนัวจิยัวทิยาศาสตร์สาธารณสุข ส�าหรบันโยบาย
การยกเลิกการทดสอบการระคายเคืองต่อดวงตาในสัตว์ทดลองเชิงรุกที่อาจจะประกาศใช้ภายในประเทศต่อไป

กิตติกรรมประกาศ
ขอขอบพระคุณ สพ.ญ.เรวดี บุตราภรณ์ ท่ีได้ริเริ่มสนับสนุนการวิจัยและทดสอบโดยทางเลือกใหม ่

ทีท่ดแทนการใช้สตัว์ทดลองของกลุม่สตัว์ทดลอง สถาบนัวจิยัวทิยาศาสตร์สาธารณสขุ และขอขอบคุณศูนย์ความเป็นเลศิ 

ด้านชีววิทยาศาสตร์ (TCELS, องค์การมหาชน) ที่ได้ให้การสนับสนุนงบประมาณในการจัดซ้ือเครื่องมือส�าหรับ 

การทดสอบ
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Abstract Alternative studies, using non-animal methods, for safety tests on healthcare products are  
increasing. Draize rabbit eye test is one of the methods that can be replaced by cell-based assays or  
organotypic assays. This study was to conduct and to verify Isolated Chicken Eye test (ICE) according 
to OECD Test Guideline 438. A total of 24 chemicals with classification as categorized by United Nations  
Globally Harmonized System of Classification and Labelling of Chemicals were used in the study. Our  
results demonstrated that specificity, sensitivity, accuracy, false positive rate and false negative rate were  
at percentages of 93, 78, 88, 7 and 22, respectively. Our data indicated that the method verified is acceptable 

to be used to replace the rabbit tests for identifying chemicals inducing serious eye damage in our  
animal laboratory. 


