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1. ทําไมจึงตAองทดสอบความปลอดภัย
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Mindel J., Surv Ophthalmol (2001), 45: 493-515.

A case report: 

In 1933, a 38-year-old Ohio woman went blind

after 3 month of progressive pain. Her eyelashes

and eyebrows are tinted with “Lash Lure”, a

product containing para-phenylenediamine,

which could cause allergic blepharitis, toxic

keratoconjunctivitis and secondary bacterial

keratitis.

Finally, in 1938, The U.S. Congress passed

a new legislation, the Food, Drug and

Cosmetic Act. This legislation require

manufacturers to access product safety

before marketing their products.

The product contained 30

times more amount of that

compound than what was

acceptable and safe for

human skin!
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In 1944, John H. Draize, PhD, the U.S.FDA pharmacologist developed methods for assessing the

ocular and dermal toxicity of drugs, cosmetics and other personal care products using live animals.

Mindel J., Surv Ophthalmol (2001), 45: 493-515.“Draize test”
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2. การทดสอบในสัตว�ทดลอง



การจําแนกฤทธิ์ของสารในการกัดกรDอนและระคายเคืองตDอผิวหนัง

GHS Classification criteria for substances

• Category 1 (skin corrosion) กัดกร4อน
subcategories (1A, 1B and 1C)

• Category 2 (skin irritation) ระคายเคือง

• Category 3 (mild skin irritation) ระคายเคืองเล็กน�อย
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www.dermaamin.com

Corrosion

กัดกรDอน
Irritation

ระคายเคือง

Globally Harmonized System of Classification and Labelling of Chemicals (GHS)

ระบบการจําแนกประเภทและการติดฉลากสารเคมีที่เป[นระบบเดียวกันทัว่โลก

Physical 

And Health 

Hazard 

Pictograms

GHS05: Corrosive



การทดสอบความปลอดภัยของสารเคมี
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The Organization for Economic Co-operation and 

Development (OECD)

The OECD Guidelines are a unique tool for assessing the potential effects of 

chemicals on human health and the environment. 

"Internationally accepted as standard methods for safety testing"



Initial test: use 1 animal, apply 3 patches for 3 min, 1 h and 4 h
• If a corrosive effect is observed after any of the three sequential 

exposures, the test is immediately terminated.
• If not � observe for 14 days 
• Use up to 2 more animals to confirm

OECD TG 404: Acute Dermal Irritation/Corrosion 

• การทดสอบการระคายเคือง / กัดกร0อนผิวหนังแบบเฉียบพลัน
• Originally adopted in 1981, revised in 1992, 2002 and 

2015

การทดสอบความปลอดภัยต�อผิวหนังในสตัว ทดลอง
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0.5 mL (liquid) or 0.5 g (solid or 

paste) (single dose)

Remove 

the patch

4 h

ติดตามอาการจนถึงวันที่ 14

≈ 6 cm2

Apply

ผื่นแดง/พุพอง?
(1, 24, 48 and 72 h)



Grade Erythema formation

0 No erythema

1 Very slight erythema

2 Well defined erythema

3 Moderate to severe erythema

4 Severe erythema

Grading of skin reactions

Grade Oedema formation

0 No oedema

1 Very slight oedema

2 Slight oedema

3 Moderate oedema

4 Severe oedema

Control Retino-A® cream (Marketed TRE cream)

K.A. Shah et al. (2007) International Journal of Pharmaceutics 345 :163–171.

Erythemal lesions

Skin irritation study in New Zealand rabbit
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ผื่นแดง แผลพุพอง



OECD TG 405: Acute Eye Irritation/Corrosion 

• การทดสอบการระคายเคือง / กัดกร0อนดวงตาแบบเฉียบพลัน

• Originally adopted in 1981, revised in 1987, 2002, and 2012

การทดสอบความปลอดภัยต�อดวงตาในสัตว ทดลอง

Grade Ocular

0 – 4 Cornea (กระจกตา)

0 – 2  Iris (มา่นตา)

0 – 3   Conjunctivae (เยื�อตา)

0 – 4 Lids (หนงัตา)

Grading of ocular lesion
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Examine ocular lesion 

after 1, 24, 48, and 72 h

ยาระงับปวด
ยาชา

Apply the test 

compound at 

conjunctiva sac 

(ถุงเยื่อบุตา)



Full-page advertisement in the metropolitan

section of the New York Times, 15 April 1980,

seeking to influence public opinion about the

Draize eye test. A second advertisement

appeared on 7 October 1980.

ป\ญหาทางดAานจริยธรรม

Mindel J., Surv Ophthalmol (2001), 45: 493-515.
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ข!อกําหนดการทดสอบผลิตภัณฑ เครื่องสําอางของสหภาพยุโรป

“3Rs principle” 

• Reduction: ใชNสัตวOทดลองจํานวนนNอยที่สุด
• Refinement: ลดความเจ็บปวดและความทุกขOทรมาน
• Replacement: การทดแทนการใชNสัตวOทดลองดNวยระบบสิ่งไม0มีชีวิต
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EU Cosmetic Products Regulation (EC) No1223/2009

As of 11 July 2013

• Prohibits the testing of finished cosmetic products and cosmetic ingredients on animals

(testing ban)

• Prohibits the marketing in the European Community, of finished cosmetic products and

ingredients included in cosmetic products that were tested on animals (marketing ban)

Exceptions for repeated dose toxicity, reproductive toxicity, and toxicokinetics

ASEAN Cosmetic Directive and Thailand’s status

The need for alternatives to animals used in toxicity testing was recognized by Thailand with the

ASEAN MOU signing in 2015 to adopt the directives for non-animal testing of Cosmetics. The aim

of this MOU signing is to harmonize with international acceptance practices especially the EU.

สถานการณ ในไทย



3. วิธีทางเลือกทดแทนการใชAสัตว�ทดลอง



People are not 70 kg rats

Species difference!



แบบจําลองเนื้อเยื่อสามมิติจากเซลล�มนุษย�
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Airway epithelium

Ocular epithelium

Oral epithelium

Gingival epithelium

Skin epithelium

Vaginal epithelium

Commercialized human 3D tissue models

Intestinal epithelium



แบบจําลองเนื้อเยื่อผวิหนัง 3 มิติ
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Macneil S., Nature, 2007, 445, 874.

Anatomy of the skin

50 µm

ภาพผิวหนังชั้นนอกย�อมด�วย Hematoxylin และ Eosin

Stratum corneum

Stratum granusolum

Stratum basale
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EpiDermTMEpiSkinTM LabCyteTM EPI-MODELSkinEthicTM

ECVAM-validated Reconstructed human Epidermis (RhE)

ECVAM: the European Centre for the Validation of Alternative Methods

ชั้นหนังกําพรAา

ชั้นหนังแทA



การใชA RhE เพื่อทดสอบฤทธิ์ของสาร

Reconstructed human Epidermis (RhE)

• Skin corrosion (OECD TG 431)

• Skin irritation (OECD TG 439)

RhE

Liquid Powder Patch

In vitro assay

Alternative to Acute Dermal Irritation-

Corrosion Test (OECD TG 405) 

Quality control of each batch of RhE

• Viability (% การมชีวีติของเซลล)์
MTT of NC

• Barrier function (ความสามารถ

ในการป้องกนัการซมึผ่านของสาร)
SDS or Triton X 

� IC50 or ET50

• Morphology (โครงสรา้งผวิหนัง)

(TG439)

• Raw materials

• Finished products



การทดสอบฤทธิ์การกัดกรDอนผิวหนงั

1. Application of substances

2. Incubation

3. Tissue viability assay 

(MTT) and measurement

Validated RhE test methods

• EpiSkinTM(SM)

• EpiDermTMSCT (EPI-200)

• SkinEthicTMRHE

• epiCS®

Copyright © 2017 NANOTEC

In vitro skin corrosion test (OECD TG 431) 

ไมDกัดกรDอน

กัดกรDอน

กัดกรDอน

For sub-categorization of corrosive substances

GHS Category 1    : 1A

                 : 1B and 1C

http://www.qacslab.com



In vitro skin irritation test (OECD TG 439) 

การทดสอบฤทธิ์การระคายเคอืงตDอผิวหนัง
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Validated RhE test methods

• EpiSkinTM(SM)

• EpiDermTMSCT (EPI-200)

• SkinEthicTMRHE

• LabCyte EPI-MODEL24 SIT

For sub-categorization of corrosive substances GHS Category 2

1. Application of substances

2. Incubation, 15 - 60 min

3. Tissue viability assay 

(MTT) and measurement

http://www.qacslab.com



Tissue viability Release of IL-1α*

Skin irritation test

NC: non-treated control (PBS)

PC: positive control (5% SDS)

Copyright © 2017 NANOTEC

*Interleukin 1 alpha คอื สารที่หลั่งออกจากเซลล2เมื่อมีการอักเสบ



Anatomy of the eye

Epithelium

(Squamous cells)

Bowmans membrane

Stroma

(Fibroblasts)

Cornea

Reconstructed human Cornea-like Epithelium (RhCE)

• Eye irritation or serious eye damage (OECD TG 492)

แบบจําลองเนื้อเยื่อกระจกตา 3 มิติ (3D ocular model)

Air-liquid interface culture

Medium

Culture insert

Tissue culture well

Alternative to Draize Rabbit Eye Test
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RhCE• EpiOcularTM EIT



Adopted:

28 July 2015

• EpiOcularTM EIT

Ocular exposure = penetration of the chemical through the cornea and production of cell and tissue

damage.

1. Application of substances

2. Incubation

, 30 min

3. Tissue viability assay 

(MTT) and measurement
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การทดสอบฤทธิ์การระคายเคอืงตDอดวงตา

Tissue viability

> 60% = no GHS category

≤ 60% = GHS category 1 or 2 (requires further testing by

other method)
http://www.qacslab.com

• Identifying chemicals not requiring classification

• Labelling for eye irritation or serious eye damage (GHS category 1 or 2)

Reconstructed human Cornea-like Epithelium (RhCE) test (OECD TG 492) 
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4. Researches on Nanosafety
-- Our experiences and best practices --



Nano

Nano-products in Thailand…

Copyright © 2017 NANOTEC

Human health exposure to nanomaterials and nanoproducts



Cosmetics and Personal Care Nanoproducts 

Analysis of silver in nanoproducts:  20 items 

Wasukan et al., (2015) Journal of Nanoparticle Research, 17:425. Copyright © 2017 NANOTEC



Cosmetics and Personal Care Nanoproducts 

Spray 

1

Ag

Spray 

2

จากผลิตภัณฑ�นาโน 20 ตัวอยDาง ตรวจพบอนุภาคระดับนาโนจริงเพียงแคD 2 ผลิตภัณฑ�เทDานั้น

Wet acid digestion

Concentrated acid mixture

High temperature treatment

Dissolution and Filtration

GFAAS detection

� Total Silver concentration

SEM-EDX

Ag

Characterization of silver 

Wasukan et al., (2015) Journal of Nanoparticle Research, 17:425.
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Penetration of silver from nanoproducts

Skin irritation test (OECD TG 439)

Franz diffusion cell

Wasukan et al., (2015) Journal of Nanoparticle Research, 17:425.
Copyright © 2017 NANOTEC

จากผลิตภัณฑ�นาโนที่นํามาทดสอบ ไมDกDอใหAเกิดการระคายเคืองตDอผิวหนัง 



เล0ม 1  แนวทางการระบุขNอกําหนดวัสดุนาโนจากการผลิต
เล0ม 2  แนวทางการวิเคราะหOลักษณะเฉพาะสาํหรับวัสดุนาโนจากการผลิต
เล0ม 3  แนวทางการจัดกระทําและกําจัดวัสดุนาโนอย0างปลอดภัย
เล0ม 4  แนวทางวิเคราะหOลักษณะเฉพาะทางฟYสกิสO – เคมี สําหรับการประเมินพิษวิทยาของวัสดุนาโนจากการผลิต
เล0ม 5 แนวทางการประเมินความเสี่ยงของวัสดุนาโน
เล0ม 6  การวิเคราะหOขนาดอนุภาคดNวยเทคนิคการกระเจิงแสงแบบพลวัต
เล0ม 7  วิธีปฏิบัติเกี่ยวกับสุขภาพและความปลอดภัยสําหรับผูNมีอาชีพที่เกี่ยวขNองกับนาโนเทคโนโลย ี(5 สิงหาคม 2559)

การพัฒนามาตรฐานผลิตภัณฑ�อุตสาหกรรม (มอก.)

มาตรฐานอุตสาหกรรมดAานนาโนเทคโนโลยี NANOTEC รDวมกับ สมอ. ประกาศในราชกิจจานุเบกษาแลAว 7 ฉบับ

www.ratchakitcha.soc.go.th/



5. ศูนย�วิเคราะห�ทดสอบทางนาโนเทคโนโลยีขั้นสูง

National Advanced Nano-characterization Center (NANC)
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สามารถใหNคําปรึกษาช0วยเหลือผูNประกอบการภาคอุตสาหกรรมในขั้นตอนของการวิจัยและพัฒนาในการคัดสรรวัตถุดิบที่เหมาะสม 
เพื่อใหNไดNผลิตภัณฑOที่มีคุณภาพและความปลอดภัย อีกทั้งเปcนขNอมูลสําหรับผูNบริโภคในการเลือกใชNผลิตภัณฑOดังกล0าว นอกจากนี้ยัง
ช0วยผลักดัน สนับสนุนและส0งเสริมการสรNางขีดความสามารถในการแข0งขันของผลิตภัณฑOอุตสาหกรรมนั้นๆ ในระดับนานาชาติ

ศูนย นาโนเทคโนโลยีแห�งชาติ

Copyright © 2017 NANOTEC

ศูนย2วิเคราะห2ทดสอบทางนาโนเทคโนโลยีขั้นสูง (National 
Advanced Nano-characterization Center: NANC) โดย
ศูนย2นาโนเทคโนโลยีแห4งชาติ สวทช. มีความพร�อมในการ
ให�บริการงานวิจัยและทดสอบความปลอดภัยของผลิตภัณฑ2
และสารที่เปKนส4วนประกอบ โดยใช�วิธีที่เปKนมาตรฐานระดับ
นานาชาติ รวมถึงวิธีแนะนําของ Organization for 
Economic Co-operation and Development (OECD) 
มุ4งเน�นการใช�เซลล2และแบบจําลองของผิวหนังมนุษย2ทดแทน
การใช�สัตว2ทดลอง ซึ่งสอดคล�องกับบทบัญญัติเครื่องสําอางแห4ง
อาเซียน (ASEAN Cosmetics Directive) และข�อกําหนด
แนวทางหลักปฏิบัติสากล 

ห�องปฏิบัติการของ NANC ได�รับการรับรองการบรหิารงานคุณภาพตามมาตรฐาน ISO 9001:2015 ดําเนินงานวิจัยและกํากับดูแลโดยทีมวิจัยที่มีประสบการณ2เชี่ยวชาญเฉพาะทาง 



1. การระคายเคืองต4อผิวหนัง: Skin irritation (OECD TG 439) 
2. การระคายเคืองต4อดวงตา: Eye irritation (OECD TG 492)
3. ความไวต4อการกระตุ�นอาการแพ�ทางผิวหนัง: Skin sensitization (h-CLAT)
4. ความเปKนพิษเมื่อถูกกระตุ�นด�วยแสงยูวี: Photo-induced toxicity (OECD TG 432)
5. ฤทธิ์การก4อมะเร็ง: Carcinogenicity (In vitro cell transformation assay)
6. การซึมผ4านผิวหนัง: Skin absorption in vitro (OECD TG 428)
7. การวิเคราะห2การเปลี่ยนแปลงทางโครงสร�างภายในเซลล2ด�วยเทคโนโลยีกล�องจุลทรรศน2

ถ4ายภาพ 3 มิติ (Confocal laser scanning microscope, CLSM)
8. ฤทธิ์ก4อการกลายพันธุ2: Mutagenicity or AMES test (OECD TG 471)
9. ประสิทธิภาพของสารต�านจุลชีพทีใ่ส4ในผลิตภัณฑ2เครื่องสําอาง: Antimicrobial 

effectiveness testing (ISO 11930) 
10. วิธีอื่นๆ ที่ใช�ทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียของสารทีเ่ปKนส4วนประกอบของ

เครื่องสําอางตามวิธีมาตรฐาน
• เชิงคุณภาพ ได�แก4 วิธี CLSI M02-A11 
• เชิงปริมาณ ได�แก4 วิธี CLSI M07-A9 และ วิธี ASTM E2149

บริการวิจัยและทดสอบผลิตภัณฑ�และสารที่เป[นสDวนประกอบ

Copyright © 2017 NANOTEC



Qualitative (เชิงคณุภาพ)

1 Antibacterial activity assessment of 

textile materials : Parallel streak method

AATCC 147

2 Testing for antibacterial activity and 

efficacy on textile products

JIS L 1902

3 Antimicrobial disk susceptibility tests CLSI M02-A11 

Antibacterial tests

Quantitative (เชิงปริมาณ) 

1 Antibacterial finishes on textile materials : Assessment of AATCC 100

2 Testing for antibacterial activity and efficacy on textile products JIS L 1902

3 Antibacterial products – Test for antibacterial activity and efficacy JIS Z 2801

4 Standard test method for determining the antimicrobial activity of 

immobilized antimicrobial agents under dynamic contact 

conditions

ASTM E 2149-01

5 Determination of minimal inhibitory concentrations of aerobic 

bacteria

CLSI M07-A9 

6 Measurement of antibacterial activity on plastics and other non-

porous surfaces (Accredited by ISO/IEC 17025:2005) 

ISO 22196

บริการวิเคราะห�ทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย
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การใหAบริการวิจัย/วิเคราะห�ทดสอบ

การทดสอบ
• Release and sustainability (ASTM F619-03)
• Skin irritation (OECD TG439)
• Phototoxicity (OECD 432)
• Antibacterial tests 
(ISO 22196, JIS Z 2801, AATCC 100, JIS L 1902, etc.)

Copyright © 2017 NANOTEC



บริการดAานงานวิจัยและพัฒนา
ติดตDอที่: คุณพรเพ็ญ โอภาสกิจไพศาล  โทร. 02-117-6621

บริการวิเคราะห�ทดสอบ
ติดตDอที่: คุณลดาวัลย� รุDงรัศมีเจริญ โทร. 02-117-6567

Copyright © 2017 NANOTEC





In vitro assays

เปcนระบบจําลองที่จําเพาะเจาะจงสําหรับเปeาหมายที่จะศึกษา และทํานายผลในแบบที่อาจเกิดขึ้นใน in vivo 

The assay consists of:

• A specific test system 
เช4น เนื้อเยื่อเปvาหมายที่ต�องการศึกษา

• Prescribed exposure conditions 
ได�แก4 ปริมาณ และระยะเวลา

• Select endpoint(s) /measures of 
the action 

• A prediction model that relates 

the endpoint value(s) to the in 

vivo action(s) of interest
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Transmission 
Electron Microscope

Equipment for “Nano” characterization

Nanosizer
Atomic Force Microscope Inductive Couple Plasma 

Spectroscopy

Scanning Electron Microscope

Confocal Laser Scanning 
Microscope (STED technology)
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QX200™ Droplet Digital PCR

FACS AriaII  Flow cytometry

Nanodrop

Imager System

Multimode microplate reader

FV10i  Real-time monitoring system

Equipment for biological analysis
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แนวทางการทดสอบผลิตภัณฑ�เครื่องสําอางที่มีวัสดุนาโน

Cosmetic ingredients:

Physicochemical characterization 

(considering “nano” aspect)

• Chemical identity  

• Chemical composition

• Purity, impurities 

• Size

• Morphology

• Surface characteristics

• Solubility

• Surface area

• Catalytic activity 

etc.

Nanomaterial means an insoluble or biopersistent and intentionally 

manufactured material with one or more external dimensions, or an 

internal structure, on the scale from 1 to 100 nm

[Regulation (EC) No 1223/2009]

Guidance on the Safety Assessment of Nanomaterials in Cosmetics (2012)

Main toxicological endpoints:

• Percutaneous absorption

• Toxicokinetics

• Acute toxicity

• Irritation and corrosiveness

• Skin sensitization

• Mutagenicity/ genotoxicity

• Repeated dose toxicity

• Carcinogenicity

• Reproductive toxicity

• Photo-induced toxicity

• Human data

etc.
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Method International
Guideline

In vitro skin corrosion: Transcutaneous electrical resistance test method
OECD TG 430 
(2015)

In vitro skin corrosion: Reconstructed human epidermis (RhE) test method
OECD TG 431 
(2015)

In vitro skin Irritation: Reconstructed  human epidermis test method
OECD TG 439 
(2015)

In vitro membrane barrier test method for skin corrosion
OECD TG 435 
(2015)

In vitro 3T3 NRU phototoxicity test
OECD TG 432 
(2004)

In chemico skin sensitization: Direct peptide reactivity assay (DPRA)
OECD TG 442C 
(2015)

In vitro skin sensitization: ARE-Nrf-2 luciferase test method
OECD TG 442D 
(2015)

In vitro mammalian cell micronucleus test
OECD TG 487 

(2014)

In vitro mammalian cell gene mutation test using the thymidine kinase gene
OECD TG 490 
(2015)

Short time exposure in vitro test method for identifying 

i) Chemicals including serious eye damage and
ii) Chemicals not requiring classification for eye irritation or serious eye damage

OECD TG 492
(2015)

Alternative methods:
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