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วิธีการย้อมสี eosin-nigrosin แบบขั้นตอนเดียวสำหรับการตรวจประเมินค่าการอยู่รอดของตัวอสุจิได้ถูกพัฒนาขึ้นในปี  1950 เพื่อใช้กับสัตว์เลี้ยงลูกด้วยน้ำนมที่ต่างชนิดกัน   ถึงแม้ว่าโดยปกติแล้วจะมีการนำมาใช้กับตัวอสุจิของมนุษย์ในน้ำอสุจิก็ตาม   แต่การใช้ประโยชน์นี้ยังไม่เคยถูกประเมินและตีพิมพ์เผยแพร่มาก่อน   วิธีการที่ใช้ศึกษาคือ ใช้เทคนิคนี้ประเมินค่าความอยู่รอดของตัวอสุจิในตัวอย่างน้ำอสุจิ จำนวน 1235 ตัวอย่าง ที่มีความเกี่ยวข้องกัน  ซึ่งผลที่ได้จากการศึกษาครั้งนี้ คือ วิธีการย้อมสี eosin-nigrosin แบบขั้นตอนเดียวนี้  ให้ผลลัพธ์ที่สามารถนำเอาไปใช้ประโยชน์ได้เมื่อมีการประเมินร่วมกับข้อมูลการเคลื่อนที่ของตัวอสุจิภายใต้กฏเกณฑ์มาตรฐานของ World Health Organization standard (1992, 1999)   ซึ่งค่าเฉลี่ยของผลรวมของการย้อมติดสี (นั่นคือ คิดรวมตัวที่ตาย)และตัวอสุจิที่เคลื่อนไหวเมื่อใช้กับวิธีการนี้คิดเป็น 91 % (SD+ 10 %)   การกระจายตัวของผลรวมสำหรับเปอร์เซ็นต์การย้อมติดสีและเปอร์เซ็นต์ของตัวอสุจิที่เคลื่อนไหวมีความคล้ายคลึงกัน  โดยเฉพาะถ้าไม่คำนึงถึงตัวอย่างน้ำอสุจิที่มีจำนวนตัวอสุจิที่ตายมากหรือน้อย   โดยสรุปได้ว่าการควบคุมคุณภาพและมาตรฐานของการตรวจวิเคราะห์น้ำอสุจินั้น สามารถอาศัยวิธีการง่ายๆและมีความน่าเชื่อถือเพื่อทำให้เกิดความง่ายต่อการเรียนรู้และง่ายต่อการปฏิบัติอย่างต่อเนื่องในแนวทางที่เหมือนกัน  วิธีการย้อมสี eosin-nigrosin แบบขั้นตอนเดียวนี้ไม่จำเป็นต้องใช้กล้องจุลทรรศน์ที่มีคุณสมบัติพิเศษในการมองที่ระยะแตกต่างกันแต่สามารถใช้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสงสว่างปกติก็สามารถมองเห็นได้   ตั้งแต่วิธีการย้อมสีนี้ประกอบด้วยขั้นตอนที่ไม่มากมายนักและมีข้อกำหนดในการควบคุมคุณภาพและมาตรฐาน  วิธีการนี้จึงควรเป็นวิธีที่แนะนำให้เป็นอีกหนึ่งทางเลือกสำหรับการตรวจวิเคราะห์น้ำอสุจิเมื่อต้องการประเมินความอยู่รอดของตัวอสุจิ
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ลงชื่อ    
(อ.ดร.ศุภชัย   ศุภลักษณ์นารี)
          อาจารย์ที่ปรึกษา
Abstract

BACKGROUND: The one-step eosin-nigrosin staining technique for assessment of sperm vitality was developed in  the 1950s for various mammalian species. Although commonly used on human sperm in semen, a validation for this  use has not previously been published. METHODS: The technique was evaluated on 1235 consecutive semen  samples. RESULTS: The one-step eosin-nigrosin staining technique gave valid results when evaluated with sperm  motility data obtained according to World Health Organization standard (1992, 1999). The mean for the sums of  stained (i.e. supposedly dead) and motile sperm using the one-step eosin-nigrosin technique was 91% (SD 6 10%). The distribution of sums for percentage stained and percentage motile sperm was similar, regardless of whether the samples had many or few dead sperm. CONCLUSIONS: Standardization and quality control of basic semen  analysis demands robust, reliable and simple techniques that are easy to learn, and easy to continue to perform in  the same way. The one-step eosin-nigrosin technique does not need negative phase contrast optics but can be run  with ordinary bright-®eld microscopy. Since it also includes fewer methodological steps to control, it seems  preferable in terms of standardization and quality control management. It should therefore be recommended in the  basic semen analysis when sperm vitality is to be assessed.

Key words: eosin/nigrosin/semen analysis/sperm viability/sperm vitality
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ความสำคัญและที่มา

ในปัจจุบัน   ปัญหาการก่ออาชญากรรมทางเพศนับเป็นปัญหาสำคัญปัญหาหนึ่งที่บั่นทอนความเจริญก้าวหน้า  ความสงบสุขของสังคมและเป็นภัยร้ายแรงที่ทำให้สังคมมีความเสื่อมโทรมลง  เป็นอุปสรรคต่อการพัฒนาประเทศชาติทั้งทางตรงและทางอ้อม    โดยมีแนวโน้มที่จะทวีความรุนแรงและเพิ่มจำนวนมากยิ่งขึ้น   รูปแบบการกระทำความผิดมีความหลากหลาย   มีความซับซ้อนและพัฒนามากขึ้นตามลำดับ  เช่น  การข่มขืน  การชำเรา   การข่มขืนแล้วฆ่า  การรุมโทรม  เป็นต้น 

จากการรายงานของหน่วยอาชญากรรมและยาเสพย์ติด  องค์การสหประชาชาติ  ระบุว่าประเทศไทยติดอยู่ในกลุ่ม 68 ประเทศที่มีสถิติการข่มขืนเพิ่มมากขึ้นจากการสำรวจใน 189 ประเทศทั่วโลก ซึ่งสอดคล้องกับสถิติการกระทำความผิดของสำนักงานตำรวจแห่งชาติ ตั้งแต่เดือน ต.ค. 2548 - ก.ย. 2549 พบคดีที่เกี่ยวกับชีวิต ร่างกาย และเพศ    อาทิ     ทำร้ายร่างกาย   ข่มขืน    ฆ่ากันตาย   สูงถึง 33,669 คดี  และจากข้อมูลสถิติอาชญากรรม   สำนักงานตำรวจแห่งชาติในปี 2551 พบว่า มีการเกิดคดีข่มขืนกระทำชำเรา จำนวนมากถึง 4,644 คดี (www. hilight.kapook.com/view/16093)


เมื่อมีการก่อเหตุอาชญากรรมทางเพศเกิดขึ้น   คนร้ายมักจะทิ้งร่องรอยของการก่อเหตุอาชญากรรมไว้ในที่เกิดเหตุเสมอ    พยานหลักฐานที่พบในที่เกิดเหตุนั้น    มีมากมายหลายรูปแบบ  อาทิเช่น  รอยคราบอสุจิ  ถุงยางอนามัยที่ใช้แล้ว   เส้นขน  เส้นผม  เศษเนื้อเยื่อของคนร้ายบริเวณซอกเล็บของเหยื่อ  คราบเลือด  เป็นต้น   ซึ่งพยานหลักฐานที่มีความสำคัญในการพิสูจน์ว่ามีการร่วมประเวณีหรือมีการกระทำชำเราเกิดขึ้น  นั่นคือ  การตรวจพบน้ำอสุจิในช่องคลอด

น้ำอสุจิ (semen) ที่หลั่งออกมาจากท่อในถุงอัณฑะของอวัยวะเพศชายในแต่ละครั้ง   จะมีปริมาณของน้ำอสุจิ 1- 6 ลบ.ซม. โดยเฉลี่ยจะอยู่ที่  3 ลบ.ซม.  มีลักษณะสีขาวขุ่น  กลิ่นคาว  มีความหนืด  ความเป็นกรด - ด่าง (pH) อยู่ระหว่าง 6.3 – 7  น้ำอสุจิ ประกอบด้วย 2 ส่วนสำคัญ คือ ส่วนที่เป็นเซลล์ ได้แก่ ตัวอสุจิ (spermatozoa) กับส่วนที่เป็นของเหลว (seminal fluid)ซึ่งโดยปกติในน้ำอสุจิ 1 ลบ.ซม.จะมีตัวอสุจิประมาณ 30-150 ล้านตัวต่อลบ.ซม. รูปร่างคล้ายเข็มหมุด  แบ่งออกเป็นส่วนหัวซึ่งเป็นรูปรีแบนกว้างประมาณ 2-3 ไมครอน ยาวประมาณ 3-6 ไมครอน  ส่วนลำตัวยาวประมาณ 5-9 ไมครอน กว้าง 1 ไมครอน เป็นแท่งยาวลงมา และส่วนหางซึ่งเป็นเส้นยาว 40-50  ไมครอน ทำหน้าที่โบกให้ตัวอสุจิเคลื่อนไหวไปได้นาทีละ 3-4 มม. เซลล์เยื่อบุเอปิธิเลียม (epithelial cells) และเม็ดเลือดขาว (leukocytes) 

สำหรับส่วนที่เป็นของเหลว (seminal fluid) นั้นมีสารต่างๆ เป็นส่วนประกอบอยู่ด้วยหลายอย่าง เช่น เอ็นไซม์เอซิดฟอสฟาเทส (acid phosphatase enzyme) สังกะสี (zinc) ฟลาวีน (flavine) กรดซิตริค (citric acid) เออร์โกทามีน (ergotamine) และฟอสฟอริลโคลีน (phosphorylcholine )  ในกระบวนการตรวจพิสูจน์หลักฐานเบื้องต้นในคดีอาชญกรรมทางเพศ  การตรวจพบน้ำอสุจิในช่องคลอด ถือว่ามีความสำคัญในการบ่งชี้ว่ามีการก่อเหตุการกระทำชำเราเกิดขึ้น  ซึ่งการตรวจพิสูจน์น้ำอสุจิสามารถแยกออกเป็น 2 ประเภท คือ การตรวจทางชีวภาพ (biological test) เพื่อตรวจหาตัวอสุจิ เช่น การตรวจหาตัวอสุจิแบบสด (wet smear)หรือการย้อมสีตัวอสุจิ (staining)แล้วดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์ และการตรวจทางเคมี (chemical test) เพื่อตรวจหาสารที่เป็นส่วนประกอบของน้ำอสุจิ เช่น การตรวจหาเอ็นไซม์เอซิดฟอสฟาเทส เป็นต้น

จากการศึกษาพบว่า สำหรับการตรวจทางชีวภาพ (biological test) เพื่อตรวจหาตัวอสุจินั้น เป็นวิธีที่ค่อนข้างนิยมทำกันอย่างมาก   เนื่องจากเมื่อมีการตรวจพบตัวอสุจิทำให้สามารถระบุได้ว่ามีการร่วมประเวณีเกิดขึ้นจริงและในบริเวณส่วนหัวของตัวอสุจิจะมีนิวเคลียสซึ่งบรรจุสารพันธุกรรมอยู่  เมื่อทำการสกัดดีเอ็นเอและนำมาตรวจหารหัสพันธุกรรม ดีเอ็นเอ(DNA fingerprint) ก็จะสามารถระบุได้ว่าตัวอสุจิที่พบนั้นเป็นของผู้ใด  อันก่อให้เกิดผลดีต่อการสืบสวนสอบสวนหาตัวผู้กระทำผิดต่อไป  ในการตรวจหาตัวอสุจิสามารถทำได้โดยการป้ายสิ่งที่สงสัยว่าจะเป็นน้ำอสุจิลงบนแผ่นกระจกสไลด์ หยดน้ำเกลือ (0.9% NSS) ลงไป 1 หยด แล้วส่องตรวจดูด้วยกล้องจุลทรรศน์ หากน้ำอสุจินั้นเพิ่งหลั่งออกมาใหม่ๆ ภายใน 6 ชั่วโมง (โดยเฉลี่ย 3-4 ชั่วโมง) จะสามารถเห็นตัวอสุจิเคลื่อนไหวได้ และอาจเห็นการเคลื่อนไหวได้นานถึง 24 ชั่วโมง ซึ่งอัตราการเคลื่อนไหวของตัวอสุจิก็จะลดลงตามระยะเวลาภายหลังจากที่ออกมาอยู่นอกร่างกาย เรียกการตรวจวิธีนี้ว่า "wet smear" ถ้าระยะเวลานานกว่านั้นจะไม่เห็นตัวอสุจิเคลื่อนไหวและตัวอสุจิอาจไม่ย้อมสีซึ่งก็มีวิธีย้อมสีหลายวิธี เช่น Hematoxilin & Eosin , Christmas  tree staining, Eosin- Nigrosin และ William’s  method เป็นต้น  แต่ที่นิยมใช้ในประเทศไทยจะเป็นการย้อมสีด้วยวิธีฮีมาทอกซิลิน-อีโอซิน (Hematoxilin & Eosin) เพื่อให้มองเห็นตัวอสุจิได้ง่ายขึ้น ซึ่งจะสามารถตรวจพบได้ภายใน 7 วันหลังร่วมประเวณี 
ดังนั้น  การศึกษาวิธีการย้อมสีตัวอสุจิโดยใช้วิธีที่แตกต่างกัน เช่น การเพิ่มหรือลดขั้นตอนการย้อมสี  การเพิ่มหรือลดความเข้มข้นของสีที่ใช้ย้อม  เป็นต้น จักถือเป็นประโยชน์อย่างยิ่งต่อการพัฒนาวิธีการตรวจพิสูจน์หลักฐานในคดีอาชญากรรมทางเพศ    นอกจากนี้ถ้ามีการประเมินความอยู่รอดของตัวอสุจิร่วมด้วยโดยอาศัยหลักเกณฑ์มาตรฐานที่เป็นที่ยอมรับของบุคคลทั่วไป เช่น World  Health Organization standard เป็นต้นนั้น  จักทำให้ผลการทดสอบที่ได้มีความน่าเชื่อถือมากยิ่งขึ้น อันถือเป็นประโยชน์อย่างมากและเพิ่มทางเลือกในการสืบสวนสอบสวนต่องานทางด้านนิติวิทยาศาสตร์ในอนาคตต่อไป
บทนำ

เทคนิควิธีการประเมินที่น่าเชื่อถือ  ง่ายและมีความเป็นไปได้ที่จะทำ  นับเป็นหลักพื้นฐานที่จะนำไปสู่การพัฒนาวิธีการตรวจวิเคราะห์น้ำอสุจิ   การประเมินความสามารถในการอยู่รอดของตัวอสุจิถือเป็นปัจจัยหนึ่งในการตรวจวิเคราะห์น้ำอสุจิและจัดว่า
เป็นลักษณะพิเศษที่สำคัญในตัวอย่างน้ำอสุจิที่มีจำนวนตัวอสุจิที่ไม่เคลื่อนไหวเป็นจำนวนมาก   ซึ่งมีความแตกต่างระหว่างตัวอสุจิที่ตายแล้วและไม่เคลื่อนไหวกับตัวอสุจิที่มีชีวิตและไม่เคลื่อนไหว

หลักการใช้ eosin เป็นตัวย้อมสี  เพื่อเป็นตัวทำเครื่องหมายเซลล์ที่ตายแล้วเนื่องจากจะมีการดูดซึมสีเข้าไปในเซลล์และการใช้สี nigrosin ย้อมพื้นหลัง  เพื่อเพิ่มความแตกต่างระหว่างเซลล์ที่ติดสีจางๆกับพื้นหลังที่สว่าง  ประโยชน์เหล่านี้ถูกใช้อย่างกว้างขวาง (Blom, 1950;Williams and Pollak, 1950; Campbell et al., 1956; Beatty,1957; Eliasson and Treichl, 1971; Dott and Foster, 1972; Dougherty et al., 1975; Eliasson, 1977; Mortimer, 1985;Mortimer et al., 1990; World  Health Organization, 1992;1999)  เทคนิควิธีการย้อมสีแบบขั้นตอนเดียวได้ถูกทำให้ใช้ง่ายขึ้นโดยนำตัวอสุจิมาใส่ลงไปในส่วนผสมของสี eosin และ nigrosin   เทคนิควิธีนี้ได้ถูกนำไปใช้กับตัวอสุจิของหมูป่า   วัวและแกะ (Campbell et al., 1956) กระต่าย (Beatty,1957)  และต่อมาก็ได้มีการนำไปใช้เพื่อประเมินตัวอสุจิของสัตว์ที่เลี้ยงลูกด้วยน้ำนม (Dott and Foster, 1972)  เทคนิคนี้เคยถูกใช้กับตัวอสุจิมนุษย์ที่ถูกล้างซึ่งทำโดย Mortimer (Mortimer et al., 1990) ถึงแม้ว่าจะถูกใช้กับตัวอสุจิมนุษย์(Mortimer, 1985; 1994) แต่ก็ยังไม่เคยถูกประเมินอย่างเป็นทางการเพื่อตีพิมพ์เผยแพร่เกี่ยวกับการใช้วิธีนี้กับน้ำอสุจิปกติ

ตั้งแต่มีเทคนิควิธีการย้อมสีแบบขั้นตอนเดียวเกิดขึ้นก็ได้มีการนำมาใช้ประโยชน์ในการตรวจวิเคราะห์น้ำอสุจิอย่างกว้างขวาง   มีการควบคุมคุณภาพเพื่อให้ได้มาตรฐาน  (Björndahl et al.,2002; Kvist and Björndahl, 2002a,b)   สำหรับการประเมินเทคนิควิธีตรวจหาตัวอสุจิในน้ำอสุจิอย่างต่อเนื่อง
วัสดุและวิธีการทดลอง

การศึกษาครั้งนี้ได้ทำการศึกษาตัวอย่างน้ำอสุจีทที่มีความเกี่ยวเนื่องกัน จำนวน 1235 ตัวอย่างที่ถูกส่งมายังห้องปฏิบัติการคลินิก ( โดยส่วนใหญ่เป็นชายที่แต่งงานแล้วและมาปรึกษาปัญหามีบุตรยากกับทางคลินิก  ซึ่งขั้นตอนแรกได้มีการวินิจฉัยโรคและขั้นตอนที่สองได้มีการรักษาแล้ว  แต่ชายเหล่านี้กล่าวว่ามีความผิดปกติจากการทำงานของลูกอัณฑะ) ตัวอย่างน้ำอสุจิเหล่านี้ได้ถูกเก็บตามเกณฑ์มาตรฐาน; ตัวอย่างถูกเก็บอย่างดีเหมาะสม  นั่นคือ เก็บตัวอย่างโดยวิธีการช่วยตัวเองและมีการตรวจประเมินการเคลื่อนไหวและความอยู่รอดของตัวอสุจิอยู่ในเกณฑ์ที่เหมาะสม (ส่วนตัวอย่างที่มีจำนวนตัวอสุจิน้อยมากรุนแรงจะถูกกันออกไป)
เทคนิคการย้อมสี eosin-nigrosin แบบขั้นตอนเดียว


สารละลายสีย้อมของเทคนิคแบบขั้นตอนเดียวนี้  ประกอบด้วย 0.67% ของ eosin Y และ 10% ของ nigrosin ตามที่บันทึกไว้ของ Mortimer (Mortimer, 1985;1994) แต่ละลายโดยใช้ 0.9% sodium chloride ในน้ำกลั่น  ดังนี้  

นำ 0.67 g ของ eosin Y yellow (CI 45380, VWR No 115935) และ  0.9 g sodium chloride มาละลายในน้ำกลั่น 100 mL โดยใช้ความร้อนอุ่นๆ  จากนั้นเติม 10 g ของ nigrosin (CI 50420, VWR No 115924; VWR™

International) นำสารละลายไปต้มจนเดือดและทิ้งไว้ให้เย็นลงที่อุณหภูมิห้อง (20 ºC) หลังจากนั้นนำไปกรองด้วยกระดาษกรองที่มีคุณภาพ (Munktell, quality 3: 90 g x m-2 retention of coarse and gelatinous precipitates; filtration speed 700 ml x min-1 x 100 cm-2; VWR No 108016-9; VWR™ International) และปิดขวดแก้วให้สนิทและนำไปเก็บในที่มืด  ก่อนใช้งานให้นำสีย้อมมาทิ้งไว้ในอุณหภูมิห้องก่อน


ตัวอย่างน้ำอสุจิถูกนำมาทำให้ละลายที่ 37ºC นาน 30 นาที ก่อนนำมาตรวจวิเคราะห์  จากนั้นนำน้ำอสุจิและสีย้อมในปริมาตรที่ใกล้เคียงกันมาผสมกัน   โดยนำ 1 หยด [50 (l taken with an ordinary water-calibrated Finnpipette (5-50 (l) with yellow plastic tips; Treff, Labora 003-2271] ของน้ำอสุจิที่ละลายแล้ว (ไม่ได้ทำการเจือจาง) มาผสมให้เข้ากันกับ 1 หยด (50 (l)ของสี eosin-nigrosin ใส่ใน ceramic well  ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง(20 ºC)  นาน 30 วินาที  จากนั้นนำ 12 (l ของส่วนผสมดังกล่าวไปหยดบนกระจกสไลด์ที่ติดฉลากแล้วและทำการเสมียร์โดยใช้กระจกปิดสไลด์มาไว้ด้านบนส่วนผสมนั้น  สำหรับตัวอย่างต่อไปก็ทำเช่นเดิม

ทิ้งเสมียร์ให้แห้งและทำการตรวจสอบโดยตรวจดูตัวอสุจิอย่างน้อยสุด 200 ตัว  ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ธรรมดาแบบใช้แสงโดยใช้กำลังขยาย 1000 เท่า   ตัวอสุจิที่เป็นสีขาว (ไม่ติดสี) ถูกประเมินว่าเป็นตัวอสุจิที่ยังมีชีวิตอยู่  ส่วนตัวอสุจิที่ติดสีชมพูหรือแดง  ถูกประเมินว่าเป็นตัวอสุจิที่ตายแล้ว  แต่มีอีกกรณีหนึ่งคือ ตัวอสุจิที่ติดสีชมพูหรือแดงเล็กน้อยบริเวณส่วนคอ (`leaky necks') จะถูกประเมินว่าเป็นตัวอสุจิที่ยังมีชีวิตอยู่  การประเมินความน่าเชื่อถือและการทำซ้ำหลายๆครั้งถือเป็นการควบคุมคุณภาพระหว่างตัวบุคคลซึ่งมีความแปรปรวนได้ < 10% (Mortimer, 1994)


ในการทดลองนำร่อง (n=5) มีการทดลองโดยทำในเวลาตั้งแต่ 30-300 วินาที  ทุกเสมียร์จะไม่ได้ระบุตัวบุคคลหรือเวลาลงไป  แต่ทุกเสมียร์จะมีการ mounted และติดรหัสก่อนการประเมิน
การประเมินการเคลื่อนที่

การเคลื่อนที่ของตัวอสุจิได้ถูกกำหนดไว้  โดยทำการประเมินจำนวนตัวอสุจิอย่างน้อยสุด 400 ตัวในแต่ละตัวอย่างน้ำอสุจิ   ลักษณะของตัวอสุจิจะมีการเคลื่อนที่ 1 ใน 4 ลักษณะ (เคลื่อนที่ไปข้างหน้าเร็ว  เคลื่อนที่ไปข้างหน้าช้า  ไม่เคลื่อนที่ไปข้างหน้าและไม่เคลื่อนที่(ไหว)เลย  ในการประเมินเทคนิคและการควบคุมคุณภาพจะอ้างอิงเกณฑ์ของ World Health Organization (World Health Organization, 1992; 1999) ที่กำหนดไว้  เพื่อใช้ในการเปรียบเทียบของการศึกษานี้ โดยคิดเป็นเปอร์เซ็นต์ของตัวอสุจิที่เคลื่อนที่ (คิดเป็นผลรวมของตัวอสุจิที่มีการเคลื่อนที่ทั้ง 3 ลักษณะ)
การคำนวนและการประเมิน

การประเมินครั้งนี้และก่อนหน้านี้ (Eliasson and Treichl, 1971;Eliasson, 1977) อาศัยพื้นฐานความเข้าใจของตัวแทนประชากรอสุจิที่มีการเคลื่อนที่(i)  มีชีวิตแต่ไม่เคลื่อนที่(ii) และไม่มีชีวิต(ตาย)และไม่เคลื่อนที่(iii) ที่ประกอบอยู่ในจำนวนตัวอสุจิทั้งหมดในน้ำอสุจิตัวอย่าง  จากทฤษฎีที่บ่งชี้ว่า  ผลรวมของเปอร์เซ็นต์ตัวอสุจิที่เคลื่อนที่และย้อมติดสี(ตัวที่ตาย)ในตัวอย่าง <100% จะแสดงถึงตัวอสุจิบางตัวที่ไม่เคลื่อนที่แต่ยังมีชีวิตอยู่ ถ้าการประเมินที่ปราศจากความผิดพลาดเลยนั้น  ผลรวมของเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่และย้อมติดสี(ตัวที่ตาย)จะต้องไม่ >100%  ถ้าผลรวมของตัวอสุจิที่ตายและตัวอสุจิที่ยังเคลื่อนที่ได้  >100% แสดงว่ามีเปอร์เซ็นต์ของตัวอสุจิที่เคลื่อนที่มากเกินกว่าการประเมินหรือมีความผิดพลาดในขั้นตอนการใช้เทคนิคเพื่อการประเมินความอยู่รอดซึ่งทำให้เปอร์เซ็นต์การติดสีตัวอสุจิ(ตัวที่ตาย)นั้นมีค่าสูง
ผลการทดลอง
[image: image1.jpg]Table I. Comparison of four different techniques for vitality assessment with dye exclusion. Techniques
from publications1-4 given in Table, experimental data from the present study (technique 1) and from
Eliasson (Eliasson, 1977) (Techniques 2-4)

Techniques for vitality assessment No. of % motile + % dead (stained) sperm
with eosin exclusion samples

Mean (SD) 95% CI Range
One-step eosin-nigrosin (0.67% 1235 91 (10) 72-110 45-120
eosin + 10% nigrosin 30 s)!
One-step eosin alone 0.5% eosin 20 96 (12) 72-120 76-107
Y, 60-120 s (dark background,
neg. phase contrast)?
Two-step eosin- nigrosin 1% 20 95 (10) 74-116 68-109
eosin Y 15 s, 10% nigrosin <15 s?
Two step eosin-nigrosin 5% eosin 20 109 (10) 87-131 97-117

Y 15 s, 10% nigrosin <15 s*

IPresent study.

?Eliasson and Treiche, 1971.
3Eliasson, 1977.
“Dougherty et al., 1975.





Figure 1. Proportion stained + motile sperm (mean, SD) distributed  into classes according to percentage of stained (dead) sperm. (A) The present study (n = 1235). (B) Graph drawn from data in  Eliasson and Treichl (Eliasson and Treichl, 1971), (n = 724).

ในตารางที่ 1 แสดงถึงผลการทดลองของการศึกษาในครั้งนี้ (เทคนิคที่ 1)  แสดงผลรวมของเปอร์เซ็นต์ตัวอสุจิที่เคลื่อนที่และตัวอสุจิที่ตาย สำหรับตัวอย่างจำนวน 1235 ตัวอย่าง  โดยบอกถึงค่า mean (SD), 95% confidence interval และ ค่าเฉลี่ย (range ) และการเปรียบเทียบข้อมูลจากการประเมินของอีก 3 เทคนิค (เทคนิคที่ 2-4 ใช้ตัวอย่าง 20 ตัวอย่างในแต่ละเทคนิค) (Eliasson, 1977)   ค่า mean ของผลรวมของตัวอสุจิที่ที่ย้อมติดสี (ตัวที่ตาย) และตัวอสุจิที่เคลื่อนที่ของเทคนิคการย้อมสี eosin-nigrosin แบบขั้นตอนเดียวนี้ เป็น 91%(SD+10%)  ในภาพที่ 1A (การศึกษาในครั้งนี้)  แสดงถึงค่าเฉลี่ยผลรวมของเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่และเปอร์เซ็นต์การย้อมติดสีในลักษณะจุดที่ plotted ลงไปในกราฟซึ่งบ่งบอกถึงการย้อมติดสีตัวอสุจิที่เพิ่มมากขึ้น ในส่วนของการกระจายตัวของผลรวมของเปอร์เซ็นต์การย้อมติดสีและเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ก็มีลักษณะใกล้เคียงกัน ถ้าไม่คิดถึงจำนวนตัวอสุจิที่ตายว่ามากหรือน้อย  ในส่วนของภาพที่ 1B เป็นข้อมูลที่ได้มาจากการตีพิมพ์ก่อนหน้านี้โดยนำมาจาก the original evaluation of the eosinalonemethod (Eliasson and Treichl, 1971).


เปอร์เซ็นต์ของตัวอสุจิที่มีชีวิตไม่มีการเปลี่ยนแปลง   เมื่อใช้เวลาในการบ่มในสีย้อม eosin-nigrosin นานขึ้น  (30-300 วินาที) ค่า Mean ของตัวอสุจิที่มีชีวิตเป็น 81,80,81 และ 80 % ที่เวลาการบ่มเป็น 30,60,180และ 300 วินาทีตามลำดับ
การอภิปรายผล

ผลรวมของเปอร์เซ็นต์สำหรับตัวอสุจิที่ตายและตัวอสุจิที่มีชีวิต เป็น 100 %   ตัวอสุจิที่มีชีวิตจะมีทั้งเคลื่อนที่ได้และไม่เคลื่อนที่  ซึ่งผลรวมของเปอร์เซ็นต์ตัวอสุจิที่ตายและตัวอสุจิที่เคลื่อนที่ควรจะต้อง <100%  ดังแสดงในตารางที่ 1  ซึ่งพบว่าค่า Mean ของผลรวมของเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่และการย้อมติดสี(ตัวที่ตาย) เป็น 91% (95% confidence interval: 72-110) กับ 0.67% eosin-nigrosin technique (เทคนิคที่ 1 ในตารางที่ 1) ซึ่งมีความสอดคล้องกับข้อมูลก่อนหน้านี้ (Eliasson,1977)  สำหรับ  0.5%-eosin-alone technique (เทคนิคที่ 2 ตารางที่ 1 มีค่า mean เท่ากับ 96 %(72-120) ;Eliasson and Treichl, 1971] และ two-step 1%-eosin and nigrosin technique (เทคนิคที่ 3 ตารางที่ 1 มีค่า mean เท่ากับ 95% (74-116); ซึ่งเป็นการประยุกต์(Eliasson, 1977) จากต้นแบบ (Dougherty et al., 1975)  ซึ่งในการศึกษานี้พบว่ามีค่า 95% confidence interval  แคบหรือน้อยที่สุด  ในส่วนของ range กว้างมาก (45-120%) ซึ่งสามารถอธิบายได้ว่าบางทีอาจเป็นเพราะขนาดของกลุ่มประชากรที่มีจำนวนมากกว่าเทคนิคอื่น (เทคนิคที่1: n = 1235 เทคนิคที่ 2-4: n = 20)

อย่างไรก็ตาม  ทั้ง 3 เทคนิคนี้ก็มีความแตกต่างจาก  two-step 5% eosin-nigrosin technique (เทคนิคที่ 4 ในตารางที่ 1) เทคนิคนี้แสดงถึงความผิดพลาดของระบบ ( systematic error ) ซึ่งมีผลรวมของตัวอสุจิที่ย้อมติดสีและตัวอสุจิที่เคลื่อนที่ > 100% : ค่าเฉลี่ย 109% (87-131)  สัดส่วนที่เพิ่มขึ้นของตัวอสุจิที่ตายสามารถอธิบายได้ว่า  เป็นผลกระทบของความเข้มข้น 5% eosin (Eliasson, 1977) ส่วนปัจจัยอื่นๆที่ทำให้เปอร์เซ็นต์ของตัวอสุจิที่ตายเพิ่มขึ้น(ผลลวง) อาจมาจากการเก็บสีย้อมที่ไม่ถูกต้องและไม่มีการ mounted เสมียร์ในสภาพแวดล้อมที่มีความชื้น  อีกอย่างคือ การทำเสมียร์และการทำให้แห้งที่ไม่เหมาะสม  ก็มีผลทำให้ตัวอสุจิทั้งหมดตาย  ในสภาพแวดล้อมที่มีความชื้น  จะมีการควบแน่นของไอน้ำและทำให้สีแห้งเมื่อเข้าไปในเซลล์  ในส่วนของเทคนิคการย้อมสี eosin-nigrosin แบบขั้นตอนเดียว  มีการลดขนาดความเข้มข้นของสี eosin และระยะเวลาที่สีสัมผัสกับตัวอสุจิ   เมื่อทำการเปรียบเทียบกับเทคนิคอื่นๆ(ตารางที่ 1) เวลาทั้งหมดที่ใช้ คือ 30 วินาที ในขั้นตอนการผสมและขั้นตอนการบ่มที่อุณหภูมิห้อง  รวมถึงขั้นตอนการทำเสมียร์และทำให้แห้ง   อุณหภูมิของสิ่งแวดล้อม   การผสมและการบ่ม    ปริมาตรที่ใช้ในการเสมียร์และขนาดสไลด์จะต้องมีความคงที่  ทั้งนี้ยังต้องควบคุมความเปลี่ยนแปลงความเข้มข้นของ eosin และเวลาที่ใช้  

นอกจากนี้ข้อมูลจากการศึกษานี้ยังแนะนำการใช้ระยะเวลาที่ต่างกัน  คือ 30-300 วินาทีที่บ่มน้ำอสุจิไว้ใน nigrosin mixture ก่อนที่จะนำไปทำเสมียร์  ซึ่งไม่พบว่ามีผลต่อเปอร์เซ็นต์ของตัวอสุจิที่ตายในน้ำอสุจิของมนุษย์  เมื่อทำการเปรียบเทียบ The one-step eosin-alone technique (Eliasson and Treichl, 1971) กับ the one-step eosin-nigrosin method  พบว่าระบบมีค่าค่อนข้างต่ำสำหรับผลรวมของเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่และการย้อมติดสีของตัวอสุจิในตัวอย่างกับตัวอสุจิที่ตายน้อย (ภาพที่ 1A และ B ) ภายใต้การประเมินสัดส่วนตัวอสุจิที่ย้อมติดสี(ตัวที่ตาย) หรือการประเมินสัดส่วนของตัวอสุจิที่เคลื่อนที่ไม่สามารถสรุปได้  ความแตกต่างของการศึกษานี้คือการใช้เทคนิคที่ต่างกันเพื่อประเมินเปอร์เซ็นต์ตัวอสุจิที่เคลื่อนที่แต่ในทางตรงกันข้าม  ในการศึกษานี้เลือกวิธีที่ได้รับคำแนะนำโดย WHO (World Health Organization, 1992; 1999) เป็นการทำที่อุณหภูมิ 37ºC และมีการควบคุมคุณภาพกับการเปรียบเทียบของการนับซ้ำและการฝึกฝนผู้ทำการทดลอง(Mortimer, 1994)


การประยุกต์วิธีการย้อมแบบขั้นตอนเดียวของการศึกษานี้มีรายละเอียดในส่วนของวัสดุและวิธีการทดลองที่ต่างออกไปจากวิธีดั้งเดิม คือ มีการเปลี่ยนตัวทำละลาย (ใช้น้ำเกลือแทนน้ำประปา)  ปริมาตรที่ระบุเฉพาะตัวและเทคนิคการเสมียร์  ซึ่งการประยุกต์นี้นำมาจากคำแนะนำของ the Nordic Association for Andrology and the Special  Interest Group in Andrology of the European Society of Human Reproduction and Embryology (Kvist and Björndahl,2002a)


โดยสรุปแล้ว การศึกษานี้พบว่าการย้อมสี eosin-nigrosin แบบขั้นตอนเดียว เพื่อประเมินความอยู่รอดของตัวอสุจิโดยประยุกต์มาจากของ Mortimer (Mortimer, 1985; 1994; Mortimer et al.,1990) ผลที่ได้มีเหตุผลที่สามารถนำไปใช้ได้เมื่อมีการประเมินร่วมกับข้อมูลการเคลื่อนที่ของอสุจิตามที่ได้บันทึกในคำแนะนำของ WHO ในทางตรงกันข้ามเมื่อมีการประเมิน The eosin-alone technique  พบว่า The one step eosin nigrosin technique มีความน่าเชื่อถือมากกว่าในการประเมินความอยู่รอดของตัวอสุจิในน้ำอสุจิ  ถ้าไม่มีการคำนึงถึงตัวอสุจิที่ตายว่ามีมากหรือน้อย  การควบคุมคุณภาพและมาตรฐานในการตรวจวิเคราะห์น้ำอสุจิมีความน่าเชื่อถือและง่ายที่ศึกษาเรียนรู้ต่อไป  The one step eosin nigrosin technique สามารถทำการประเมินได้โดยอาศัยกล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสงธรรมดา  ไม่ต้องใช้กล้องจุลทรรศน์แบบพิเศษ  ทั้งนี้ยังประกอบด้วยขั้นตอนที่น้อยกว่า ในการควบคุมคุณภาพและมาตรฐานเมื่อเทียบกับ the two-step eosin-nigrosin technique  ดังนั้นวิธีนี้จึงถูกแนะนำให้เป็นอีกวิธีหนึ่งในการใช้เพื่อประเมินความอยู่รอดของตัวอสุจิในน้ำอสุจิ
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ภาคผนวก
ประเด็นคำถามและคำตอบเพิ่มเติมจากการนำเสนอผลงาน
Q : จงอธิบายคำว่า  95% CI (95% confidence interval)

A : เป็นการคำนวณช่วงเชื่อมั่น (confidence interval)  ปกติ คำนวณที่ 95% confidence interval (CI) โดยความกว้างของช่วงจะบ่งชี้ความเที่ยงของการศึกษา หากการทำศึกษาชนิดหนึ่งหลายๆครั้ง แต่ละครั้งของการศึกษาก็จะได้ช่วงเชื่อมั่นหนึ่งช่วง ช่วงเชื่อมั่นทั้งหมดจะครอบคลุมค่า parameter อย่างน้อย 95% ( 100 ช่วงเชื่อมั่นจะครอบคลุมค่าจริงของประชรอย่างน้อย 95 ช่วงเชื่อมั่น ) แต่ในความเป็นจริงไม่มีการทำการศึกษาซ้ำกันเป็นร้อยครั้ง จึงไม่สามารถยืนยันว่าช่วงเชื่อมั่นในครั้งที่ศึกษานี้จะครอบคลุมค่าจริงของประชากร ดังนั้นจึงอาจแปรผลอย่างง่ายๆ ได้คือ มีความเชื่อมั่น 95% ว่าช่วงเชื่อมั่นในการศึกษานี้จะครอบคลุมค่าจริงของประชากร
-ถ้า 95% CI คร่อม null value ( 1 ในกรณี ratio ) แสดงว่าหากทดสอบสมมติฐานที่ a = 0.05 จะได้ p - value > 0.05
ตัวอย่างการแปรผล 95% confidence interval  : การศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างการสูบบุหรี่กับโรคมะเร็งปอด : ได้ค่า risk ratio = 9 , 95% CI = 5.2, 15.4

· ผู้ที่สูบบุหรี่เสี่ยงต่อการป่วยเป็นโรคมะเร็งปอด 9 เท่าเทียบกับผู้ที่ไม่สูบบุหรี่
· มีความเชื่อมั่นว่าหากทำการศึกษาแบบนี้ซ้ำๆกันร้อยครั้ง จะมี 5 ครั้งที่ช่วงเชื่อมั่นจะไม่ครอบคลุมค่าเสี่ยงจริง โดยช่วงเชื่อมั่นหนึ่งในร้อยครั้งนั้นมีค่าอยู่ระหว่าง 5.2 เท่า ถึง 15.4 เท่า  หรือ แปลอย่างง่ายว่า โอกาสที่ค่าจริงของประชากรจะอยู่ระหว่าง 5.2 เท่า ถึง 15.4 เท่า เป็น 95%

Q : จากการเปรียบเทียบ 95% CI (95% confidence interval) ของเทคนิคที่ 1 (One-step eosin-nigrosin (0.67%eosin + 10% nigrosin 30 s))และเทคนิคที่ 4 (Two step eosin-nigrosin (5% eosinY 15 s, 10% nigrosin <15 s)) เทคนิคใดมีความน่าเชื่อถือมากกว่ากัน
A : เทคนิคที่ 4 เนื่องจากมีช่วงของค่า 95 % CI ที่กว้างมากกว่า  ดังนั้นความน่าเชื่อถือของผลที่ได้จากเทคนิคที่ 4 นั้นมีมากกว่าเทคนิคที่ 1
�





�








