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Use of Xylene-free method Papanicolaou (Pap) stain. Aims: This study was an evaluation of Xylene-free method 
Papanicolaou stain in the assessment of cervical smears  at Lopburi Cancer Hospital as an alternative method to conventional 
Pap stain : A pilot study. Materials and method : Paired cervical smears were obtained from 259 women. Two sets of cervical 
smears were prepared, which one was stained with conventional Pap stain and another was stained with Xylene-free method.  
The smears were examined for cytomorphological parameters and  evaluated using a modification of parameters given by Gachie.  

Results : The quality of the cytomorphological of cytoplasms (Cell/Cytoplasmic borders and Cytoplamic Staining) and brown artifact 
observation from Xylene-free method are equivalent to conventional Pap stain, but the quality of the cytomorphological of 
nucleus (Nuclear borders and Chromatin staining) from Xylene-free method was lesser than the conventional Pap stain. 
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บทคัดย่อ
	การตรวจวนิจิฉยัทางเซลล์วทิยาด้วยการย้อมสปีาปานโิคเลานัน้ใช้

ไซลนีซึง่เป็นสารเคมอีนัตรายในกระบวนการย้อม โรงพยาบาลมะเรง็ลพบุรี
ต้องการยกเลิกการใช้ไซลีน จึงได้ท�ำการศึกษาการย้อมสีปาปานิโคเลาสูตร 
ที่ไม่ใช ้ไซลีนต่อคุณภาพการติดสีของเซลล์ ที่ป ้ายจากปากมดลูกที่ 
โรงพยาบาลมะเรง็ลพบรุ ีเป็นการศึกษาน�ำร่อง โดยมวีตัถุประสงค์เพือ่ศกึษา
ประเมินสูตรการย้อมสีปาปานิโคเลาที่ไม่ใช้ไซลีน (สูตรไม่มีไซลีน) ต่อ
คุณภาพการติดสีของเซลล์ที่ป้ายจากปากมดลูกที่โรงพยาบาลมะเร็งลพบุรี
เทียบกับการย้อมสีปาปานิโคเลาสูตรที่ใช้อยู่ปัจจุบัน (สูตรมีไซลีน)  ท�ำการ
ทดลองโดยคดัเลอืกตวัอย่างจากผูห้ญงิทัง้หมด 259 ราย เตรยีมสเมยีร์สไลด์
รายละ 2 แผ่น แผ่นแรกย้อมด้วยสีสูตรไม่มีไซลีน แผ่นที่ 2 ย้อมด้วยสูตรมี
ไซลีน วเิคราะห์และให้คะแนนจากการสังเกตคุณภาพการตดิสขีองเซลล์ตาม 
แนวทางการวิจัยของ Gachie ผลการทดลองพบว่าคุณภาพของเซลล์ด้าน 
การติดสีแสดงลักษณะเฉพาะของซัยโตพลาสม และอัตราการเกิด Brown 
artifact จากกระบวนการย้อมสตูรไม่มไีซลนีเทยีบเท่าสตูรมไีซลนี แต่คณุภาพ
การตดิสแีสดงลกัษณะเฉพาะของนวิเคลยีสของเซลล์จากกระบวนการย้อมสี 
สูตรไม่มีไซลีนด้อยกว่าสูตรมีไซลีน 

ค�ำส�ำคญั: การย้อมสแีป๊ปสเมยีร์ การย้อมสปีาปานโิคเลาสตูรไม่มี
ไซลีน เซลล์วิทยานารีเวช 

บทน�ำ
งานพยาธวิทิยากายวภิาค กลุม่งานพยาธวิทิยา โรงพยาบาลมะเรง็

ลพบุรี ให้บริการตรวจเซลล์วิทยาระบบอวัยวะสืบพันธ์สตรีและเซลล์วิทยา
ระบบอื่นๆ โดยสิ่งส่งตรวจทางเซลล์วิทยานั้นจะถูกเตรียมลงบนแผ่นสไลด์

แก้วแล้วน�ำมาย้อมสีด้วยกระบวนการย้อมสีปาปานิโคเลา จากนั้นจึงส่งต่อ
ให้นักเซลล์วิทยาอ่านแปลผลต่อไป กระบวนการย้อมสีปาปานิโคเลาจะ
ประกอบไปด้วยข้ันตอนส�ำคัญดังนี้ 1.การรักษาสภาพเซลล์ 2.การย้อมสี 
นิวเคลียส 3.การย้อมสีซัยโตพลาสม 4.การท�ำให้ลักษณะเซลล์โปร่งใส  
หลังจากเสรจ็ส้ินกระบวนการย้อมสี สเมยีร์ทีไ่ด้จะน�ำไปปิดด้วย cover slip 
อย่างถาวรด้วยสาร Mounting media เพื่อป้องกันเซลล์มิให้แห้ง เหี่ยวย่น 
และป้องกันไม่ให้สีจางลง ในข้ันตอนการย้อมสีซัยโตพลาสมนั้นจะใช้
แอลกอฮอล์เป็นตัวท�ำละลาย โดยจะใช้แทรกสลับเพื่อดึงน�้ำออกจากเซลล์ 
รวมทัง้การล้างสส่ีวนเกินออก แต่แอลกอฮอล์จะท�ำปฏกิริยิากบั Mounting 
media ท�ำให้เกดิฝ้ามวับดบงัเซลล์ ดงันัน้ขัน้ตอนสดุท้ายการท�ำให้ลกัษณะ
เซลล์โปร่งใสจงึนบัว่าเป็นข้ันตอนท่ีส�ำคัญอกีข้ันตอนหนึง่ ซึง่โดยทัว่ไปจะใช้
สารเคมไีซลนี (Xylene) มาเป็นตวัเชือ่มระหว่างขัน้ตอนการใช้แอลกอฮอล์ 
และ Mounting media แต่ไซลีนเป็นสารเคมีอันตราย มีพิษต่อร่างกาย 
มีกลิ่นฉุน ท�ำให้เกิดอาการมึนงง อ่อนเพลีย เวียนศีรษะ คลื่นไส้ อาเจียน1 
แม้ว่าทางหน่วยงานจะปฏิบัติงานย้อมสีภายในตู้ดูดควัน แต่ด้วยโครงสร้าง
อาคารห้องปฏิบัติการเป็นจุดอับลม กลิ่นของสารเคมีจึงยังคงส่งผลกระทบ 
ต่อทัง้ผูป้ฏบิตังิานย้อมและเจ้าหน้าทีท่ีป่ฏบิตังิานภายในอาคารบรเิวณใกล้
เคียงห้องปฏิบัติการอยู่เสมอ อีกทั้งการก�ำจัดไซลีนที่ใช้แล้วของห้องปฏิบัติ
การไม่สามารถก�ำจัดด้วยกระบวนการบ�ำบัดน�้ำเสียของโรงพยาบาลมะเร็ง
ลพบุรี เนื่องจากไซลีนที่ทิ้งลงไปในระบบมีความเข้มข้นสูงส่งผลกระทบต่อ 
กระบวนการบ�ำบัดด้วยวิธีการย่อยสลายทางชีวภาพของทางโรงพยาบาล 
เมือ่ส่งต่อให้หน่วยงานภายนอกก�ำจดั ต้นทนุการย้อมสเมยีร์จงึแพงขึน้มาก 
ไม่คุ้มกับการลงทุนและแม้ว่าในปัจจุบันมีการใช้สารทดแทนไซลีนเรียกว่า  
Xylene Substitute ที่หลากหลายเป็นอีกทางเลือกหนึ่ง แต่ก็ยังคงมีราคา
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ค่อนข้างแพง จากงานวิจยัก่อนหน้านีม้กีารศกึษาเพือ่ลดหรอืตดักระบวนการใช้ 
ไซลีนในขั้นตอนการเตรียมชิ้นเนื้อและการย้อมสี Hematoxylin และ 
eosin (H&E)2-5 แต่ยังไม่พบว่ามีงานวิจัยใดที่ไม่ใช้ไซลีนหรือ Xylene 
Substitute ในกระบวนการย้อมแบบปาปานิโคเลาได้ 

ดังนั้นผู้ศึกษาจึงเกิดแนวคิดในการทดลองใช้สีย้อมปาปานิโคเลา 
สตูรไม่ใช้ไซลนีและ Xylene Substitute ข้ึน โดยศกึษาประเมินผลเบือ้งต้น 
สูตรการย้อมสีปาปานิโคเลาสูตรใหม่ที่ไม่ใช้ไซลีน (สูตรไม่มีไซลีน) ต่อ
คุณภาพการติดสีของเซลล์ที่ป้ายจากปากมดลูกท่ีโรงพยาบาลมะเร็งลพบุรี
ศึกษาเทียบกับการย้อมสีปาปานิโคเลาที่หน่วยงานใช้อยู่ในปัจจุบัน (สูตรมี
ไซลีน)  แบ่งการวิเคราะห์ออกเป็น 3 ส่วน ได้แก่ 1.การติดสีแสดงลักษณะ
เฉพาะของซยัโตพลาสม  2.การตดิสแีสดงลกัษณะเฉพาะของนวิเคลียสและ  
3.การเกดิ Pigment สนี�ำ้ตาลเข้มบนเซลล์ (Brown artifact) โดยโรงพยาบาล 
มีจุดมุ่งหมายในการน�ำมาใช้ทดแทนการย้อมสูตรมีไซลีนต่อไปหากผลการ
ประเมนิพบว่าสเมยีร์ทีย้่อมด้วยสตูรไม่มไีซลนีมคีณุภาพดกีว่าหรอืเทยีบเท่า
สูตรมีไซลีน

วัตถุและวิธีการ
	การศึกษานี้เป็นการศึกษาเชิงพรรณนา ณ จุดเวลาใดเวลาหนึ่ง 

แบบตดัขวางใช้แบบแผนการศึกษาแบบเปรยีบเทยีบกบักลุม่ เกณฑ์ คดัเลอืก 
ตัวอย่างการสมัครใจของผู้หญิงที่เข้ามารับการตรวจคัดกรองมะเร็งบริเวณ
ปากมดลกูด้วยวธิ ีLiquid based preparations ทีโ่รงพยาบาลมะเรง็ลพบรีุ 
ในช่วงเดือนสิงหาคม-ตุลาคม พ.ศ.2559 และลงลายมือชื่อในใบยินยอม 
จ�ำนวน 259 รายเครื่องมือที่ใช้ในการศึกษา ได้แก่ ชุดอุปกรณ์การตรวจ  
สไลด์แก้ว  สไลด์ส�ำหรับการตรวจ Liquid based cytology Cover slip  
เครื่องเตรียมสเมียร์สไลด์อัตโนมัติ Mounting Medium (Permount) 
ชุดสีย้อมปาปานิโคเลาสูตรมีไซลีน (ตารางที่ 1) ชุดสีย้อมปาปานิโคเลาสูตร
มีไซลีน (ตารางท่ี 2) แพทย์เก็บตัวอย่างเซลล์บริเวณปากมดลูกโดยใช ้
ชุดอุปกรณ์การตรวจ Liquid based cytology ใส่เซลล์ตัวอย่างที่เก็บมา
ได้ทัง้หมดลงในกระปุกน�ำ้ยาเพือ่รกัษาสภาพเซลล์ กระปุกส่ิงส่งตรวจจะถกู
น�ำมาเข้าเครื่องอัตโนมัติในการเตรียมเซลล์บนสไลด์แก้วโดยเขียนข้อมูล 

ที่จ�ำเป็นลงบนสไลด์ก่อนน�ำเข้าเครื่องรายละ 2 แผ่น จากนั้นท�ำการ Fixed 
ลงใน 95% alcohol เป็นเวลาอย่างน้อย 15 นาที ก่อนย้อม สไลด์แผ่นแรก
น�ำไปย้อมสีด้วยกระบวนการย้อมสีสูตรไม่มีไซลีนตามขั้นตอน (ตารางที่ 1)  
สไลด์อีกแผ่นน�ำไปย้อมสีด้วยกระบวนการย้อมสีปาปานิโคเลาสูตรมีไซลีน
ตามขัน้ตอนดัง (ตารางที ่2) สทีีใ่ช้ย้อมเป็นสทีีซ่ือ้ส�ำเรจ็รูปจากบรษิทัเอกชน
แห่งเดียวทั้งสองสูตร จากนั้นผู้ย้อมให้รหัสสไลด์แต่ละแผ่น 	

สเมียร์ที่ผ่านการย้อมจะถูกส่งไปให้พยาธิแพทย์ จ�ำนวน 1 ท่าน 
และนักเซลล์วิทยาอาวุโส จ�ำนวน 2 ท่าน ซึ่งเป็นผู้ที่ปฏิบัติงานภายนอก 
โรงพยาบาลมะเร็งลพบุรี วิเคราะห์และให้คะแนนการตรวจสอบคุณภาพ
และการติดสีของเซลล์ ผู้วิเคราะห์จะไม่ทราบข้อมูลกระบวนการย้อม 
เพ่ือลดอคติระหว่างการรายงานผล ผู้วิเคราะห์ให้คะแนนจากการสังเกต
คุณภาพการติดสีของเซลล์บนสเมยีร์สไลด์ ตามแนวทางการวจิยัของ Gachie6 
โดยพิจารณาจาก

1.	 การติดสีแสดงขอบเขตของเซลล์ (Cell/Cytoplasmic 
borders ) คลุมเครือ=1,ชัดเจน=2  

2.	 การติดสีของซัยโตพลาสม (Cytoplasmic staining) ไม่พึง
พอใจ=1, พึงพอใจ=2 และยอดเยี่ยม=3  

3.	 การติดสีแสดงขอบเขตของนิวเคลียส (Nuclear borders) 
คลุมเครือ=1, ชัดเจน=2  

4.	 การติดสีของโครมาติน (Chromatin staining) พร่ามัว=1, 
ชัดเจน=2  

5.	 สังเกตการเกิด Brown artifact 0%=1, 1-49%=2, 
50-74%=3 และ 75-100%=4 

	หลังจากการรายงานผลและการตรวจสอบคุณภาพเซลล์เสร็จสิ้น 
ผู้ย้อมจะแจ้งรหัสให้ทราบ สเมียร์สไลด์แต่ละคู่จะถูกน�ำมาเปรยีบเทยีบเป็น
รายบคุคลและกระบวนการย้อมเพือ่ประเมนิผลการย้อมของทัง้สองด้วยวิธี
ทางสถิติไคสแคว์ (Chi-Square Test)

ตารางที่ 1 สูตรที่ศึกษา (สูตรไม่มีไซลีน)

ความมุ่งหมาย ขั้นตอนการย้อมสี เวลาที่ใช้

เซลล์จะดูดน�้ำ 1.   Distilled water 10 dips

ย้อมนิวเคลียส 2.  Harris Hematoxylin-R 2 mins

ล้างสีส่วนเกินออกและท�ำให้นิวเคลียสติดสีฟ้า/ม่วง 3.   Distilled water 10 dips

ท�ำให้การติดสี Hematoxylin อ่อนลง 4.   Acid buffer solution 10 dips

ลดภาวะเป็นกรด เตรียมส�ำหรับการย้อมสีซัยโตพลาสม 5.   Dehydrated solution 10 dips

และดึงน�้ำออกจากเซลล์ขั้นแรก 

ย้อมซัยโตพลาสม 6.    Polychrom OEG-R (OG and EA) 2 mins

ล้างสีส่วนเกิน 7.   Dehydrated solution II 10 dips

ท�ำให้แห้งขั้นสุดท้าย 8.   Dehydrated solution III 10 dips

  9.  ใช้ไดร์เป่าลมร้อนให้สไลด์แห้ง แล้วจึง mount
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ตารางที่ 2 สูตรที่ใช้อยู่ปัจจุบัน (สูตรมีไซลีน)

ความมุ่งหมาย ขั้นตอนการย้อมสี เวลาที่ใช้

เซลล์จะดูดน�้ำ 1. Distilled water 10 dips

ย้อมนิวเคลียส 2. Hematoxylin 3 mins

ล้างสีส่วนเกินออก 3. Running water 10 dips

ท�ำให้การติดสี Hematoxylin อ่อนลง 4. 1% acid alcohol 1 dips

ลดภาวะเป็นกรดและท�ำให้ติดสีฟ้า/ม่วง 5. Running water 5 mins

เตรียมส�ำหรับการย้อมสีซัยโตพลาสมและดึงน�้ำออกจากเซลล์ขั้นแรก 6. 95% ethyl alcohol 15 dips

7. 95% ethyl alcohol 10 dips

8. 95% ethyl alcohol 10 dips

9. 95% ethyl alcohol 10 dips

สีย้อมซัยโตพลาสมครั้งที่ 1 (first counter stain) 10. OG-6 2 mins

ล้างสีส่วนเกิน เตรียมส�ำหรับการย้อมสีซัยโตพลาสม ครั้งที่ 2 11. 95% ethyl alcohol 15 dips

12. 95% ethyl alcohol 10 dips

13. 95% ethyl alcohol 10 dips

สีย้อมซัยโตพลาสมครั้งที่ 2 (second counter stain) 14. E.A.-50 3 mins

ล้างสีส่วนเกิน 15. 95% ethyl alcohol 15 dips

16. 95% ethyl alcohol 10 dips

  17. 95% ethyl alcohol 10 dips

ดงึน�ำ้ออกจากเซลล์ขัน้สดุท้ายและเตรียมส�ำหรบั Clearing solution 18. Absolute alcohol 10 dips

19. Absolute alcohol 10 dips

20. Absolute alcohol 10 dips

Clearing solution 21. Xylene 10 dips

22. Xylene 10 dips

23. Xylene 10 dips

  24. แช่ใน Xylene จนพร้อมที่จะ mount

ผล
	การศึกษานี้ใช้ตัวอย่างจ�ำนวนทั้งสิ้น 259 ราย เตรียมสเมียร์ราย

ละ 2 แผ่น ท�ำการวิเคราะห์ข้อมูลโดยประเมินผลการติดสีของทั้งสองสูตร
ด้วยวิธีทางสถิติไคสแคว์ ได้ผลการศึกษาดังนี้ 

	การศึกษาความสอดคล้องของการติดสีแสดงขอบเขตของเซลล์ 
ผู้วิเคราะห์คนที่ 1 และ 2 พบว่าการย้อมทั้ง 2 สูตรไม่มีความแตกต่างกัน 
อย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติที่ระดับ 0.05  ผู้วิเคราะห์คนที่ 3 พบว่ามีความ
แตกต่างกันอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติที่ระดับ 0.05 โดยสูตรไม่มีไซลีน 
การติดสแีสดงขอบเขตของเซลล์ชดัเจนดีทกุแผ่น (ร้อยละ100) สตูรมีไซลีน 
การตดิสแีสดงขอบเขตของเซลล์ชดัเจนด ี254 แผ่น (ร้อยละ 98.1) ไม่ชดัเจน 
5 แผ่น (ร้อยละ1.9) (ตารางที่ 3)

	ผลของการติดสีของซยัโตพลาสม จากการย้อมทัง้ 2 สูตร ผูว้เิคราะห์ 
คนที ่1 และ 3  พบว่าไม่มคีวามแตกต่างกนัอย่างมนียัส�ำคญัทางสถติทิีร่ะดบั 
0.05  ส�ำหรับผู้วิเคราะห์คนที่ 2 พบว่ามีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส�ำคัญ 
ทางสถิติที่ระดับ 0.05 โดยสูตรไม่มีไซลีนความพึงพอใจ ต่อการติดส ี
ของซัยโตพลาสม 250 แผ่น (ร้อยละ96.5) ดีเยี่ยม 9 แผ่น (ร้อยละ 3.5) 
ส�ำหรับสูตรมีไซลีนไม่พึงพอใจ การติดสีของซัยโตพลาสม 4 แผ่น (ร้อยละ  
1.5) มีความพึงพอใจการติดสีของซัยโตพลาสม 228 แผ่น (ร้อยละ 88.0) 
ดีเยี่ยม 27 แผ่น (ร้อยละ 10.4) (ตารางที่ 3)
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ตารางที่ 3 ผลการวิเคราะห์การติดสีของซัยโตพลาสม

Parameter
Conventional Pap stain Xylene-free method

P-Value
n % n %

1. Cell / Cytoplasmic borders
Screener 1 
  - Indistinct 11 4.2 5 1.9 2 (2.322), P=0.13
  - Distinct 248 95.8 254 98.1
Screener 2        
  - Indistinct 7 2.7 3 1.2 2 (1.631), P=0.20
  - Distinct 252 97.3 256 98.8
Screener 3        
  - Indistinct 5 1.9 0 - 2 (5.049), P=0.03
  - Distinct 254 98.1 259 100.0
2. Cytoplasmic staning
Screener 1 
  - Unsatisfactory 11 4.2 3 1.2 2 (5.144), P=0.08
  - Satisfactory 245 94.6 251 96.9
  - Excellent 3 1.2 5 1.9
Screener 2        
  - Unsatisfactory 4 1.5 0 - 2 (14.013), P<0.01
  - Satisfactory 228 88.0 250 96.5
  - Excellent 27 10.4 9 3.5
Screener 3        
  - Unsatisfactory 2 0.8 0 - 2 (2.961), P=0.23
  - Satisfactory 11 4.2 7 2.7
  - Excellent 246 95.0 252 97.3

	
ผลของการติดสีแสดงขอบเขตของนิวเคลียส ผู้วิเคราะห์คนที่ 1 พบว่า การย้อมทั้ง 2 สูตรไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติที่ระดับ 

0.05 ผูว้เิคราะห์คนที ่2 พบว่ามคีวามแตกต่างกนัอย่างมนียัส�ำคญัทางสถติทิีร่ะดบั 0.05 ดงันี ้สตูรไม่มไีซลนีให้การตดิสแีสดงขอบเขตของนวิเคลียสชดัเจน
ดี 191 แผ่น (ร้อยละ 73.7) ไม่ชัดเจน 68 แผ่น (ร้อยละ 26.3) สูตรมีไซลีนการติดสีแสดงขอบเขตของนิวเคลียสชัดเจนดี 239 แผ่น (ร้อยละ 92.3) 
ไม่ชัดเจน 20 แผ่น (ร้อยละ 7.7) และผู้วิเคราะห์คนที่ 3 พบว่า มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติที่ระดับ 0.05 ดังนี้ สูตรไม่มีไซลีนให้การติดสี
แสดงขอบเขตของนิวเคลียสชัดเจนดีทุกแผ่น (ร้อยละ 100) สูตรมีไซลีนการติดสีแสดงขอบเขตของนิวเคลียสชัดเจนดี 253 แผ่น (ร้อยละ 97.7) ไม่ชัดเจน 
5 แผ่น (ร้อยละ 1.9)  (ตารางที่ 4)

	การติดสีของโครมาติน ผู้วิเคราะห์คนที่ 3 พบว่า การย้อมทั้ง 2 สูตรไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติที่ระดับ 0.05  ผู้วิเคราะห์ 
คนที่ 1 และ 2 พบว่ามีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติที่ระดับ 0.05 ดังนี้ ผู้วิเคราะห์คนที่ 1 ให้สูตรไม่มีไซลีนการติดสีของโครมาติน ชัดเจนดี 
160 แผ่น (ร้อยละ 61.8) พร่ามัว 99 แผ่น (ร้อยละ 38.2) สูตรมีไซลีนการติดสีแสดงขอบเขตของนิวเคลียสชัดเจนดี 219 แผ่น (ร้อยละ 84.6) พร่ามัว 
40 แผ่น (ร้อยละ 15.4) ผู้วิเคราะห์คนที่ 2 ให้สูตรไม่มีไซลีนการติดสีของโครมาติน ชัดเจนดี 64 แผ่น (ร้อยละ 24.7) พร่ามัว 195 แผ่น (ร้อยละ 75.3) 
สูตรมีไซลีนการติดสีแสดงขอบเขตของนิวเคลียสชัดเจนดี 227 แผ่น (ร้อยละ 87.6) พร่ามัว 32 แผ่น (ร้อยละ 12.4) (ตารางที่ 4)

ตารางที่ 4 ผลการวิเคราะห์การติดสีของนิวเคลียส

Parameter
Conventional Pap stain Xylene-free method

P-Value
n % n %

1. Nuclear borders        
Screener 1 
  - Indistinct 17 6.6 9 3.5 2 ( 2.592), P=0.11
  - Distinct 242 93.4 250 96.5
Screener 2        
  - Indistinct 20 7.7 68 26.3 2 ( 31.540), P<0.01
  - Distinct 239 92.3 191 73.7
Screener 3        
  - Indistinct 5 1.9 0 - 2 ( 5.049), P=0.03
  - Distinct 253 97.7 259 100.0
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Parameter
Conventional Pap stain Xylene-free method

P-Value
n % n %

2. Chromatin staining        
Screener 1        
  - Hazy 40 15.4 99 38.2 2 (34.228),P<0.01
  - Distinct 219 84.6 160 61.8
Screener 2        
  - Hazy 32 12.4 195 75.3 2 (208.346),P<0.01
  - Distinct 227 87.6 64 24.7
Screener 3        
  - Hazy 73 28.2 88 34.0  2 (2.028), P=0.15
  - Distinct 186 71.8 171 66.0

	ผลของการพบ Brown artifact จากการย้อมทั้ง 2 สูตร ผู้วิเคราะห์คนที่ 2 และ 3 พบว่า ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติที่ระดับ 
0.05   ส�ำหรับผู้วิเคราะห์คนที่ 1 ผลของการพบ Brown artifact ในการย้อมทั้ง 2 สูตรมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติที่ระดับ 0.05 โดย
สูตรไม่มีไซลีนไม่พบ Brown artifact 181 แผ่น (ร้อยละ 69.9) พบอยู่ระหว่าง ร้อยละ 1 - 49 ของเซลล์ทั้งหมดบนสไลด์ 78 แผ่น (ร้อยละ 30.1) สูตรมี
ไซลีนไม่พบ Brown artifact 141 แผ่น (ร้อยละ 54) พบอยู่ระหว่าง ร้อยละ 1 - 49 ของเซลล์ทั้งหมดบนสไลด์ 118 แผ่น (ร้อยละ 45.6) (ตารางที่ 5)

ตารางที่ 5 ผลการวิเคราะห์การพบ Brown artifact

Parameter
Conventional Pap stain Xylene-free method

P-Value
n % n %

Brown artifact (Cornflaking)        
Screener 1        
  - Absent 0% 141 54.0 181 69.9 2 (13.132), P<0.01
  - Present 1%-49% 118 45.6 78 30.1
  - Present 50%-75% 0 - 0 -
  - Present 76%-100% 0 - 0 -
Screener 2        
  - Absent 0% 252 97.3 257 99.2 2 (2.827), P=0.09
  - Present 1%-49% 7 2.7 2 0.8
  - Present 50%-75% 0 - 0 -
  - Present 76%-100% 0 - 0 -
Screener 3        
  - Absent 0% 254 98.1 257 99.2 2 (1.303), P=0.25
  - Present 1%-49% 5 1.9 2 0.8
  - Present 50%-75% 0 - 0 -
  - Present 76%-100% 0 - 0 -

วิจารณ์
	จากการประเมินสูตรการย้อมสีปาปานิโคเลาที่ไม่ใช้ไซลีนต่อคุณภาพการติดสีของเซลล์ที่ป้ายจากปากมดลูกที่โรงพยาบาลมะเร็งลพบุรี ได้แบ่ง

การวิเคราะห์ออกเป็น 3 ส่วน ได้แก่ 1.การติดสีแสดงลักษณะเฉพาะของซัยโตพลาสม 2.การติดสีแสดงลักษณะเฉพาะของนิวเคลียส และ 3.การเกิด 
Pigment สีน�้ำตาลเข้มบนเซลล์หรือ Brown artifact 

จากการศึกษาการติดสีแสดงลักษณะเฉพาะของซัยโตพลาสม (รูปที่ 1) พบว่าการติดสีแสดงขอบเขตของเซลล์และการติดสีของซัยโตพลาสมของ
สเมยีร์สไลด์จากกระบวนการย้อมทัง้ 2 สตูรไม่แตกต่างกันอย่างมนียัส�ำคญัทางสถติทิีร่ะดับ 0.05 และ 1 ใน 3 ของผูว้เิคราะห์มคีวามเหน็ว่าการตดิสแีสดง
ลักษณะเฉพาะของซัยโตพลาสมจากกระบวนการย้อมสีสูตรไม่มีไซลีนดีกว่าสูตรมีไซลีน 

รูปที่ 1 การติดสีซัยโตพลาสมที่ดีที่ผู้วิเคราะห์เห็นตรงกัน (A), เห็นไม่ตรงกัน (B)  และการติดสีซัยโตพลาสมที่ดีที่ไม่ดีที่ผู้วิเคราะห์เห็นตรงกัน (C), เห็นไม่ตรงกัน (D)

A B C D

ตารางที่ 4 ผลการวิเคราะห์การติดสีของนิวเคลียส (ต่อ)
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การศึกษาการติดสีแสดงลักษณะเฉพาะของนิวเคลียส (รูปที่ 2) 
แบ่งออกเป็นการติดสแีสดงขอบเขตของนวิเคลยีสและการตดิสขีองโครมาตนิ 
ผลการสงัเกตการตดิสแีสดงขอบเขตของนวิเคลยีสจากผูว้เิคราะห์ทัง้ 3 ท่าน
มีความแตกต่างกันดังนี้ ผู้วิเคราะห์คนที่ 1 พบว่า การติดสีแสดงขอบเขต
ของนวิเคลยีสจากการย้อมทัง้สองสตูรไม่มคีวามแตกต่างกนัอย่างมนียัส�ำคัญ
ทางสถติทิีร่ะดบั 0.05 ผูวิ้เคราะห์คนที ่2 พบว่า การตดิสแีสดงขอบเขตของ
นิวเคลียสที่ใช ้สูตรมีไซลีนชัดเจนกว่าการย้อมโดยใช้สูตรไม่มีไซลีน 
ผู้วิเคราะห์คนที่ 3 พบว่าการติดสีแสดงขอบเขตของนิวเคลียสที่ใช้สูตรไม่มี
ไซลีนชัดเจนกว่าสูตรมีไซลีน ส�ำหรับผลของการติดสีโครมาติน ผู้วิเคราะห์ 
คนที่ 1 และ 2 พบว่าการติดสีโครมาตินสูตรมีไซลีนชัดเจนกว่าสูตรไม่ม ี
ไซลีน ในขณะที่ผู้วิเคราะห์คนที่ 3 พบว่าไม่แตกต่างกัน ทั้งนี้อาจเกิดจาก 
ในขั้นตอนการท�ำให้ลักษณะเซลล์โปร่งใสของสูตรไม่มีไซลีนใช้ลมร้อน 
ในการช่วยไล่น�้ำหรือแอลกอฮอล์ออกจากเซลล์ก่อนใช้ Mounting media 

(ตารางที่ 1) ระยะเวลาที่ใช้ไม่ได้ก�ำหนดไว้ เพียงแต่ให้ผู้ปฏิบัติงานมองดู
ด้วยตาเปล่าว่าเซลล์แห้งจึงค่อยใช้ Mounting media ดังนั้นจึงอาจเป็นไป
ได้ว่าระยะเวลาในการใช้ลมร้อนช่วยไล่น�ำ้หรอืแอลกอฮอล์ออกจากเซลล์ใน
งานวิจัยนี้ยังไม่เพียงพอในการดึงน�้ำหรือแอลกอฮอล์ออกจากนิวเคลียสท่ี
อยูใ่นซยัโตพลาสม ท�ำให้การตดิสโีครมาตนิพร่ามวัได้ สอดคล้องกบั ภทัรติา1  
พบว่าการดูดน�้ำออกเป็นส่ิงที่ส�ำคัญ เพราะน�้ำที่ติดไซลีนอยู่จะท�ำให้เกิด
ลกัษณะเป็นฝ้ามวั สอดคล้องกับ Bales7 พบว่าน�ำ้ท่ีผสมอยูใ่นไซลนีจะท�ำให้
สารละลายมลีกัษณะขุน่คล้ายมนี�ำ้นมจางๆ และอาจท�ำให้เกดิลกัษณะหยด 
น�้ำบน สเมียร์สไลด์ ดังนั้นก่อนการใช้ไซลีนในการย้อมสีปาปานิโคเลาสูตร
มีไซลีนจึงต้องใช้ Absolute alcohol ในการช่วยดึงน�้ำออกจากเซลล์ก่อน
ใช้ไซลีน ตามขั้นตอนที่ 21-24 (ตารางที่ 2)

รูปที่ 2 การติดสีนิวเคลียสที่ดีที่ผู้วิเคราะห์เห็นตรงกัน (A), เห็นไม่ตรงกัน (B)  และการติดสีนิวเคลียสที่ดีที่ไม่ดีที่ผู้วิเคราะห์เห็นตรงกัน (C), เห็นไม่ตรงกัน (D)

A B C D

กระบวนการย้อมสีปาปานิโคเลาสูตรมีไซลีนจ�ำเป็นต้องใช้ไซลีน 
ที่มีคุณสมบัติในการท�ำละลาย Mounting media สามารถดึงน�้ำหรือ
แอลกอฮอล์ออกจากเซลล์ เพื่อเชื่อมต่อระหว่างขั้นตอนการใช้ Absolute 
alcohol และ Mounting media เนื่องจากสารทั้งสองชนิดนี้ไม่สามารถ
เข้ากันได้ท�ำให้เกิดเป็นฝ้ามัวบนสเมียร์ด้วยเช่นกัน ไซลีนเป็นสารเคมีที่ใส
ไม่มีสีและมีดัชนีการหักเหของแสงใกล้เคียงกับแผ่นสไลด์ เนื้อเยื่อและ 
Mounting media สามารถใช้สารเคมีที่มีคุณสมบัติคล้ายกันเช่นโทลูอีน 
ทดแทนไซลนีได้ ขัน้ตอนการMounting ใช้ Mounting media เตมิเตม็ช่องว่าง 
ระหว่างเซลล์และยึดระหว่างสไลด์กับ Cover slip อย่างถาวร  Mounting 
media ทีด่คีวรมดีชันกีารหกัเหของแสงใกล้กบัตวัอย่างสิง่ส่งตรวจและแผ่น
สไลด์จึงท�ำให้เป็นภาพที่โปร่งใสและในกรณีท่ีไซลีนระเหยไปจากผิวเซลล์
ก่อนใส่ Mounting media จะท�ำให้เกิด pigment สีน�้ำตาลเข้ม (Brown 
artifact) เกดิขึน้บนเซลล์ในสเมียร์ จึงควรป้องกนัโดยการรบีใส่ mounting 
media แล้วปิดสไลด์โดยเร็ว1 ส�ำหรับสูตรไม่มีไซลีนนั้นใช้ไดร์เป่าผมให้ลม
ร้อนช่วยไล่น�ำ้หรอืแอลกอฮอล์ออกจากเซลล์ก่อนใส่ Mounting media จงึ
สันนิษฐานว่าอาจเกิด Brown artifact ได้ จากการศึกษากลับพบว่า 
ผูว้เิคราะห์ 2 ใน 3 ท่าน มคีวามเหน็ว่าการย้อมทัง้สองวิธไีม่มคีวามแตกต่างกนั 
อย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติที่ระดับ 0.05 โดยผู้วิเคราะห์อีก 1 ท่าน มีความ
เหน็ว่าแตกต่างโดยการย้อมสตูรมไีซลนีเกดิ Brown artifact ในสเมยีร์สไลด์ 
มากกว่าสตูรมไีซลนี (รปูที ่3) นัน่แสดงว่าสตูรไม่มไีซลนีไม่ส่งผลต่อการเกิด 
Brown artifact สอดคล้องกบั Gill8 พบว่าบางครัง้มกีารเข้าใจผดิในขัน้ตอน
การท�ำให้ลักษณะเซลล์โปร่งใส โดยธรรมชาติของเซลล์มีความโปร่งใสและ
ตดิสเีพียงเลก็น้อยเท่านัน้ไม่ต้องการการท�ำให้ลกัษณะเซลล์โปร่งใส ยกเว้น
พ้ืนทีว่่างระหว่างหรอืรอบๆ เซลล์ทีท่�ำให้เกดิการหกัเหของแสงขึน้ ซึง่เซลล์
ที่แห้งจะมีการเลี้ยวเบนของแสงท�ำให้ไม่เกิดความโปร่งใส Brown artifact  
หากเกดิขึน้ในรายทีม่เีซลล์ทีผ่ดิปกตจิะบดบงัเซลล์รบกวนการตรวจวนิจิฉยัได้ 
จะพบได้บ่อยบนเซลล์ชนิด Superficial squamous cells ที่ซ้อนทับกัน
หนาๆ  โดยวิธีการเตรียมสไลด์แบบ Conventional Pap smear ส�ำหรับ 
วธิกีารเตรยีมสไลด์แบบ Liquid-based preparations เกดิ Brown artifact 
ขึ้นได้บ้างเหมือนกันแต่น้อยกว่าวิธีการเตรียมสไลด์แบบ Conventional 
Pap smear 

รูปที่ 3 การเกิด Brown artifact ที่ผู้วิเคราะห์ท่านหนึ่งเห็นแต่กรรมการอีก 2 ท่าน
ไม่ระบุ A (10X), B (20X)  

	
	การประเมนิผลการวนิจิฉยัทางเซลล์วทิยาได้ถกูต้องนัน้ต้องอาศัย

ทัง้การตรงึเซลล์และการย้อมสีทีดี่ ซ่ึงการย้อมสีทีดี่นัน้จะต้องท�ำให้มองเห็น
นิวเคลียสที่ติดสีน�้ำเงิน/ม่วง มีขอบเขตชัดเจนไม่กลืนไปกับซัยโตพลาสม 
สีไม่ซีดจาง ซัยโตพลาสมควรจะต้องติดสีที่แสดงความแตกต่างของเซลล์
ต้ังแต่การติดสีส้มในเซลล์ที่มีเคราตินสูง ติดสีส้ม/ชมพูในเซลล์แก่ หรือติด 
สเีขยีว/ฟ้าในเซลล์ intermediate และเซลล์ parabasal เป็นต้น พืน้ผวิของ 
สเมยีร์สไลด์ต้องไม่ติดสียกเว้นการติดสีสารคัดหล่ัง จากปากมดลกู การย้อม 
ที่ไม่ดีนั้นจะท�ำให้ไม่สามารถบ่งบอกระดับความรุนแรงเซลล์ที่มีนิวเคลียส 
ผดิปกตหิรอือาจท�ำให้พลาดเซลล์ทีผ่ดิปกตนิัน้ไปเกดิเป็น False negative ได้ 9

จากผลการติดสีแสดงลักษณะเฉพาะของนิวเคลียส พบว่ามีเพียงการติดสี 
ของโครมาตินเท่านั้นที่ผู้วิเคราะห์ 2 ใน 3 ท่านเห็นว่าสูตรมีไซลีนดีกว่า 
แต่ในขณะที่การติดสีแสดงขอบเขตของนิวเคลียส 2 ใน 3 ท่านเห็นว่าสูตร
ที่ไม่มีไซลีนดีกว่าและเทียบเท่าสูตรมีไซลีน (ตารางที่ 4) การติดสีของเซลล์
โดยการย้อมด้วยสูตรไม่มีไซลีนยงัคงเหน็ความผิดปกติของเยือ่หุม้นวิเคลยีส  
ขนาด รปูร่างและอตัราส่วนของนวิเคลยีสต่อซยัโตพลาสมได้ชดัเจนเพียงพอ 
ต่อการอ่านแปลผลทางเซลล์วทิยาในเบือ้งต้น ทางหน่วยงานจึงมคีวามเหน็ว่า 
สูตรที่ไม่มีไซลีนนั้นสามารถน�ำมาใช้ทดแทนสูตรที่มีไซลีนได้ โดยอาจเพ่ิม
ระยะเวลาในขัน้ตอนการเป่าลมร้อนให้มากขึน้ก่อนการ Mounting อาจจะ
ช่วยให้มองเห็นการติดสีของโครมาตินดีข้ึนเทียบเท่าสูตรมีไซลีนก็เป็นได้ 
จึงต้องมีการศึกษาต่อไป

A B
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	กระบวนการย้อมสปีาปานโิคเลาสตูรไม่มไีซลนีใช้เวลาในการย้อม
น้อยกว่าสูตรมีไซลีน โดยลดขั้นตอนการย้อมลงจาก 24 ขั้นตอนเหลือเพียง 
8 ข้ันตอน (ตารางที่ 1) การใช้ไดร์เป่าผมในการให้ลมร้อนก่อนขั้นตอน 
Mounting ได้ออกแบบกล่องพลาสตกิแข็งเพือ่วางสไลด์และวางไดร์เป่าผม
โดยเฉพาะ เจาะรดู้านบนและด้านข้างให้ลมระบายได้ ผูป้ฏบิตังิานจงึไม่ต้อง
ถือไดร์เป่าผมเอง ลดความยุ่งยากลงไปได้ 

สรุป
	คณุภาพของเซลล์ด้านการตดิสแีสดงลกัษณะเฉพาะของซยัโตพลาสม 

และอตัราการเกิด Brown artifact จากสตูรไม่มไีซลนีเทยีบเท่าสตูรมไีซลีน 
แต่การติดสีแสดงลักษณะเฉพาะของนิวเคลียสคุณภาพของเซลล์จากสูตร
ไม่มีไซลีนด้อยกว่าสูตรมีไซลีน ข้อเสนอแนะสูตรไม่มีไซลีนในขั้นตอนการ
เป่าลมร้อนสไลด์แห้ง หากเพิ่มระยะเวลาในการเป่าลมร้อนให้มากขึ้นก่อน 
Mounting อาจท�ำให้คุณภาพของเซลล์ด้านการติดสีแสดงลักษณะเฉพาะ 
ของนิวเคลียสดีขึ้นเทียบเท่าสูตรมีไซลีนจึงควรพัฒนาต่อไป การย้อม 
สปีาปานโิคเลาสตูรไม่มไีซลนีเป็นอีกทางเลอืกหนึง่ในการย้อมสสีเมยีร์สไลด์
ในการตรวจคดักรองมะเรง็ปากมดลกูส�ำหรบัห้องปฏบิตักิารทีไ่ม่ต้องการใช้ 

ไซลนี อย่างไรกดี็ ยงัต้องมกีารศึกษาข้อดข้ีอเสียในด้านอืน่ๆ ซึง่อาจมคีวามส�ำคญั 
มากกว่า เช่น ค่าใช้จ่าย การก�ำจดัของเสยี การพสูิจน์ผลต่อส่ิงแวดล้อมท่ีดขีึน้ 
ความพึงพอใจและการสอดรับกับแนวทางปฏิบัติของผู้ปฏิบัติงาน เป็นต้น
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