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ศึกษาเปรียบเทียบการยอม Immunohistochemistry (IHC) ของกลุมงานพยาธิวิทยากายวิภาค
โรงพยาบาลสระบุรี กับการยอมดวยเครื่องยอม Immunohistochemistry อัตโนมัติ

ศิราภรณ เรืองเวช
งานศัลยพยาธิ กลุมงานพยาธิวิทยากายวิภาค โรงพยาบาลสระบุรี จังหวัดสระบุรี
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บทคัดยอ

Immunohistochemistry (IHC) เปนเทคนิคทางหองปฏบิตัิการพยาธิวิทยากายวิภาคในการยอมชิ้นเนื้อดวยวิธีการพิเศษ

โดยการใชปฏิกิริยาระหวางแอนติเจน และแอนติบอดี (Antigen-Antibody reaction)1 เพื่อตรวจหาแอนติเจนบนช้ินเนื้อ และ

ตรวจจับปฏิกิริยาโดยเกิดสัญญาณสีที่สามารถมองเห็นไดภายใตกลองจุลทรรศน2 โดยทั่วไป IHC ใชในการวินิจฉัยโรค การตรวจหา

สัญญาณของโรค ตลอดจนการคาดการณการตอบสนองตอการรักษา1 ซึ่งใชกันอยางแพรหลาย ในหองปฏิบัติการพยาธิวิทยากาย

วภิาคโดยหองปฏบิติัการศัลยพยาธิ กลุมงานพยาธวิทิยากายวภิาคโรงพยาบาลสระบรุี ก็เปนหนวยงานหน่ึงที่นาํวธิีการ IHC เขามาใช

ชวยในการวินิจฉัยผลทางพยาธิวิทยา เนื่องจากเปนปฏิกิริยาที่มีความจําเพาะสูง ชวยใหพยาธิแพทยสามารถจําแนกชนิดของเซลล

ชนิดตางๆ เปนตัวชวยในการวินิจฉัยโรคไดอยางแมนยํามากยิ่งขึ้น ซึ่งในปจจุบันมีเทคนิควิธีการยอมท่ีทันสมัย พัฒนาข้ึนอยาง

แพรหลาย มีเครื่องยอมสีอัตโนมัติเกิดขึ้นมากมายหลายบริษัท ในการนี้ทางผูวิจัยจึงมีความตองการในการเปรียบเทียบวิธีการยอม

เดิมของหองปฏิบัติการพยาธิวิทยากายวิภาค รพ.สระบุรี กับวิธีการยอม กับเครื่องยอมสีอัตโนมัติ จาก บริษัท เพ่ือเปรียบเทียบ

ประสิทธิภาพของการยอม IHC วามีมาตรฐานใกลเคียงเทยีบเทากันหรือไม หรือมีความแตกตางกันอยางไร อยางมีนยัสาํคัญ เพ่ือใช

เปนมาตรฐานคุณภาพในการการปฏิบัติงานวิธีดําเนินการวิจัย การทดลองจะใชวิธีการเปรียบเทียบการยอม IHC ดวย Antibody

ทั้งหมด 30 ตัว และ วิเคราะหขอมูลโดยสถิติ Independent T-Test โดยการทดลองจะแบงเปน 2 กลุม คือ กลุมที่ 1 ยอมอิมมูโน

ฮีสโตเคมีดวยวิธีการ Manual (Protocol A) และกลุมท่ี 2 ยอมอิมมูโนฮีสโตเคมีดวยเครื่องยอมอัตโนมัติ (Protocol B) ในแตละ

กลุมจะใช Antibody ทั้งหมด 30 ชนิด และใช Dilution เดียวกันทั้ง 2 กลุม พิจารณา 3 กลุม คือ Positive control , unknown

และ Negative control ผลการศึกษาพบวา ในกลุม Positive control ทั้ง 2 กลุมไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ

(Sig.<0.170) กลุม Unknown มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (Sig.<0.012) และในกลุม Negative control ไมมีความ

แตกตางกัน ซึ่งสรุปไดวาการยอม IHC ของกลุมงานพยาธิวิทยากายวิภาค รพ.สระบุรี ที่มีประสิทธิภาพและมาตรฐานทัดเทียมกับ

การยอมดวยเคร่ืองยอม IHC อัตโนมัติ ที่ใชกันอยางแพรหลาย ในหนวยงานพยาธิวิทยากายวภิาคของภาครฐั และภาคเอกชน

คําสําคัญ : เครื่องยอม IHCอัตโนมัติ ,อิมมูโนสเตนการยอม IHCดวยมือ
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Comparative study of Immunohistochemistry (IHC) staining of Anatomical

Pathology Saraburi Hospital with staining by automatic machine

Abstract

Immunohistochemistry (IHC) is an anatomical pathology laboratory technique for staining tissue

samples using a special method that utilizes the antigen-antibody reaction 1 to detect antigens on the

tissue and produce a visible color signal under a microscope2. IHC is commonly used in disease

diagnosis, disease sign detection, and treatment response prediction.1 It is widely used in anatomical

pathology laboratories, and the Surgical Pathology Laboratory, Anatomical Pathology Department,

Saraburi Hospital, is one such unit that has adopted the IHC method to aid in pathological diagnosis. Its

high specificity allows pathologists to differentiate between various cell types, contributing to more

accurate disease diagnosis. Currently, many modern staining techniques and automated staining

machines are available from various companies. Therefore, this research aims to compare the

traditional staining method used by the anatomical pathology laboratory at Saraburi Hospital with the

automated staining method to determine the efficiency and significance of IHC staining, and to

establish a quality standard for operational practices. The experiment compared IHC staining with a

total of 30 antibodies and analyzed the data using the Independent T-Test. The experiment was

divided into two groups: Group 1 used manual immunohistochemical staining (Protocol A), and Group 2

used an automated immunohistochemical staining machine (Protocol B). Each group used 30 antibodies

and the same dilution. Three subgroups were considered: positive control, unknown, and negative

control. The results showed no significant difference between the two positive control groups

(Sig.<0.170). The unknown group showed a significant difference (Sig.<0.012), and the negative control

group showed no significant difference. This concludes that the IHC staining method used by the

Anatomical Pathology Department at Saraburi Hospital is efficient and meets the standards of

automated IHC staining widely used in both public and private anatomical pathology departments.
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บทนํา(Introduction)

Immunohistochemistry (IHC) เปนเทคนิคทางหองปฏิบัติการพยาธิวิทยากายวิภาคในการยอมช้ินเน้ือดวยวิธีการ
พิเศษ โดยการใชปฏิกิริยาระหวางแอนติเจน และแอนติบอดี (Antigen-Antibody reaction) เพื่อตรวจหาแอนติเจนบนชิ้นเนื้อ
และตรวจจับปฏิกิริยาโดยเกิดสัญญาณสีที่สามารถมองเห็นไดภายใตกลองจุลทรรศน2 โดยทั่วไป IHC ใชในการวินิจฉัยโรค การ
ตรวจหาสัญญาณของโรค ตลอดจนการคาดการณการตอบสนองตอการรักษา1 ซึ่งใชกันอยางแพรหลาย ในหองปฏิบัติการพยาธิ
วิทยากายวิภาคหองปฏิบัติการศัลยพยาธิ กลุมงานพยาธิวิทยากายวิภาคโรงพยาบาลสระบุรี ก็เปนหนวยงานหนึ่งที่นําวิธีการ IHC
เขามาใชชวยในการวินิจฉัยผลทางพยาธิวิทยา ทั้งในชิ้นเน้ือ และเซลลวิทยา ตั้งแตป พ.ศ. 2545 เนื่องจากเปนปฏิกิริยาที่มี
ความจําเพาะสูง ชวยใหพยาธิแพทยสามารถจําแนกชนิดของเซลลชนดิตางๆ เปนตัวชวยในการวนิจิฉยัโรคไดอยางแมนยํามากยิ่งข้ึน
โดยปจจุบันทางหองปฏิบัติการใช วธิกีารยอมดวยเทคนิค EnVision FLEX System ดวยระบบ Manual

รูปที่ 1 หลกัการ EnVision FLEX System รูปที่ 2 หลกัการของเคร่ืองยอมอัตโนมัติ Bond
Max

วัตถุประสงค(Objective)

เพื่อศึกษาเปรียบเทียบปฏิกิริยาการติดสี IHC ระหวางวิธีการของหองปฏบิัติการศลัยพยาธิ กลุมงานพยาธิวิทยากาย
วิภาค รพ.สระบุรี กับ เคร่ืองยอม IHC อัตโนมัติจากบริษัท เพ่ือใชเปรียบเทียบมาตรฐานการปฏิบัติงานอยางมีนัยสําคัญ

วิธีการวิจัย (Materials and Methods)
ใช Antibody ในการปฏิบัติงานจริง ทั้งหมด 30 ชนิด ดังนี้ AE1/AE3 , BCL-2 , CD3, CD20, CK7, GATA-3 ,P40,

P63,Vimentin ,CK5/6 , CD4 ,CD30, BCL-6, CD5, CD10, CD23 , CD71 ,CK20, Desmin , Ki-67 , MPO, MUM-1, Napsin

A, P16 , PAX-8,S-100,TTF-1,CD34,CD61 และ Cyclin D1 ดวยวิธี Manual (Protocol A) และ เคร่ืองยอมอัตโนมัติ LEICA

Bond-Max (Protocol B) ซึ่งเปนเครื่องไดรบัการรับรองมาตรฐานสากล โดยใช Dilution เดียวกัน และเปรียบเทียบการติดสี

รูปที่ 3 แสดงการตัดสไลดสําหรับ Ab แตละชนิด โดยจะตัด Ab ละ 2 แผน โดยแผนท่ี 1 นําไปยอมดวยวิธี Manual (Protocol

A) และแผนที่ 2 นําไปยอมดวยเคร่ืองยอมอัตโนมัติ LEICA Bond-Max (Protocol B)

โดยทั่วไปคะแนนจะใหคะแนนตั้งแต 0 ถึง 3 (0 หมายถึงผลลบ; 1+ หมายถึงผลบวกออน; 2+ หมายถึงผลบวกปาน

กลาง; และ 3+ หมายถึงผลบวกมาก) โดยคะแนนที่ใชนํามาจาก Allred Scoring Guideline7 ที่ใชในมะเร็งเตานมเปนหนึ่งใน

ระบบการใหคะแนนแบบรวมที่รูจักกันดีที่สุด4

Positive/Negative

control

unknown

Positive/Negative

control

unknown

Ab

Protocol A
Ab

Protocol B
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การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ (Statistical Analyses)

วิเคราะหขอมูลการศึกษาเชิงวิเคราะห เพื่อประเมินประสิทธิภาพการยอม IHC ดวยวิธี Manual และ เคร่ืองยอม
อัตโนมัติโดยใชสถิติ 6 Independent Samples T-Test โปรแกรมสําเร็จรูป IBM SPSS Statistics เวอรชั่น 29.0.1.0 ในการ
เปรียบเทียบความแตกตางระหวางกลุม โดยกําหนดนัยสําคัญทางสถิติท่ี Sig.<0.05

จริยธรรมการวิจัย (Ethical Considerations)

การวิจัยนี้ผานการรับรองมาตรฐานการปฏิบัติงานจริยธรรมการวิจัยในมนุษย โรงพยาบาลสระบุรี เลขที่
โครงการวิจัย SRBR68-024 ขอมูลจากการวิจัยคร้ังนี้ถือเปนความลับและจะแสดงผลการวิจัยในภาพรวมเพ่ือประโยชนในแงของ
ประสิทธิภาพทางคลินิคของการตรวจวิเคราะหทางหองปฏิบัติการเทาน้ัน

ผลการศึกษา (Results)

การศึกษาจะแบงเปน 2 กลุม คือ กลุมท่ี 1 ยอมอิมมูโนฮีสโตเคมีดวยวิธีการ Manual (Protocol A) และกลุมท่ี 2
ยอมอิมมูโนฮีสโตเคมีดวยเครื่องยอมอัตโนมัติ (Protocol B) ในแตละกลุมจะใช Antibody ทั้งหมด 30 ชนิด และใช Dilution
เดียวกันทั้ง 2 กลุม พิจารณา 3 กลุม คือ Positive control , Unknown และ Negative control ผลการศึกษาพบวา ในกลุม
Positive control ทั้ง 2 กลุมไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (Sig.<0.177) กลุม Unknown มีความแตกตางกันอยางมี
นัยสําคัญ (Sig.<0.012) (ตารางที่ 1) และในกลุม Negative control ไมมีความแตกตางกัน (ตารางที2่)

ตารางที1่ การศึกษาเปรียบเทียบการยอม IHC ดวย Protocol A (Manual) และ Protocol B (เครื่องยอมอัตโนมัต)ิ (N=30)

การทดสอบ Protocol A

Mean (SD)

Protocol B

Mean (SD)

T-test p-value

Positive control 2.50 (0.86) 2.83 (1.02) 1.368 0.170

Unknown 2.17 (1.18) 2.97 (1.22) 2.588 0.012

ตารางที2่ การศึกษาเปรียบเทียบ Negative Control ระหวาง Protocol A(Manual) และ Protocol B (เครื่องยอมอัตโนมัต)ิ

การทดสอบ Protocol A Protocol B

Negative control **

**โดยดูจากเซลลชนิดเดียวกันที่ไมมีการติดสี

ไมติดสี ไมติดสี

อภิปรายผล (Discussion)

จากการศึกษาเปรียบเทียบการยอม IHC ทั้ง 2 วิธีการนั้น คือ Protocol A เปนการยอมดวยวิธีการของกลุมงาน
พยาธิวิทยากายวภิาคใชงานอยูปจจุบันโดยการยอมดวยมือ สวน Protocol B เปนการยอมดวยเครื่องยอม IHC อัตโนมัติ จากการ
เปรียบเทียบการติดสีของท้ัง 2 วิธีการ และเทียบกันในกลุม Control และ กลุม Unknown นั้น พบวา ในกลุมของ Control นั้น
เนื่องจากการเลือกใช Control จะมีมาตรฐานความจําเพาะในการติดสีของ Antibody แตละชนิด ตามเอกสารรายละเอียดขอมูล
จําเพาะของ Antibody แตละชนิดอยางชัดเจนอยูแลว9 การยอมทั้ง 2 วิธี ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคญั (Sig.<0.177) ซึ่ง
อาจอธิบายไดวา การยอม IHC ดวยการยอมดวยวธิกีารของกลุมงานพยาธิวิทยากายวิภาค รพ.สระบุรีนั้น มีประสิทธิภาพการยอมที่
เทียบเทากับการยอมดวยเครื่องยอมอัตโนมัติ สามารถใชในการรายงานผลการกวินิจฉัยไดอยางถูกตอง แมนยํา มีมาตรฐาน

สาํหรับกลุมของ Unknown นั้น พบวา มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (Sig.<0.012) ระหวางการยอม ดวย
Protocol A และ Protocol B เนื่องจากการเลือก Unknown เขามาใชในงานวิจัยนั้น โดยหลักเกณฑการคัดเลือกนั้น จะคัดเลือก
Block ชิ้นเนื้อที่เคยมีการยอม IHC ดวย Antibody ตามชนิดท่ีเลือกไว และใหผลเปน Positive แตจากการวจิัยพบวามีการ
คัดเลือก Block ชิ้นเนื้อที่ไมตรงตามเกณฑอาจทําใหขอมูลการแปลผลเกิดความคลาดเคลื่อนได สําหรับในกลุมของ Negative
control ไมมีความแตกตางกัน ระหวาง Protocol A และ Protocol B
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จากการศึกษาพบวาการติดสีในกลุมของ Protocol B นั้นจะมีการติดสีที่เขมมากกวา Protocal A อยางเห็นไดชัด
(รูปที4่) ซึ่งจะพบวา การยอม IHC ดวยเครื่องอัตโนมัตินั้นสามารถเพ่ิม Dilution ของ Antibody ไดมากขึ้นกวาที่ใชงานอยูจริงใน
ปจจุบัน ทําใหชวยลดปริมาณของ Antibody ที่ใชใหนอยลง ทําใหตนทุนคาใชจายในการยอม IHC ลดลงดวย

รูปที่ 4 ตัวอยางการเปรียบเทียบการยอม IHC ของ CK7 dilution 1:1,000 ใน positive control (1) ยอมดวย Protocol A (2)
ยอมดวย Protocol B และ (3) (4) CD5 dilution 1:100 ยอมดวย Protocol A และ Protocol B ตามลําดับ

ตารางที3่ เปรียบเทียบราคาตนทุนการยอม IHC ระหวาง Protocol A และ Protocol B

ขั้นตอนการปฏิบัติงาน รายการอุปกรณ/
สารแคมี

Protocol A
(Manual)

Protocol B
(Auto IHC)

1.ตัด Section ลงบน Slide Superfrost
Slide

11.8 11.8

2. Dewax Solution Xylene,95% alc 0

3. Antigen Retrieval Technique ดวย microwave TE buffer 0.33

4. Block Endogenous Peroxidase : ดวย 3% H2 O2 3% H2 O2 1.44

5. Encircle tissue slide Pap pen 5

6. Primary Antibody incubated ตามชนิดของ Ab

7. Peroxidase labeled polymer Detection
System

200 280
8. Substrate-Chromogen Detection system

9. Counter stain, Dehydration, Clearing and Mounting Xylene,95% alc 0

10.Wash buffer PBS buffer 1.66

ราคาโดยประมาณ (บาท/สไลด) 220.23 291.8

1 2

3 4
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สําหรับตนทุนการปฏิบัติงานน้ัน จากตารางท่ี3 ตนทุนรวมของสไลด IHC ดวยวิธีการยอมดวยมือ ของกลุมงาน

พยาธิวิทยากายวิภาค รพ.สระบุรี(Protocol A) ในปจจุบันโดยคํานวณจากราคาสินคา สารเคมี ในปจจุบัน ตอหนึ่งแผนนั้นเปน

ผลรวมของตนทุนตางๆ ในกระบวนการหลัก โดยราคาจะอยูที่ประมาณ 220 บาท/แผน เน่ืองจากราคาสินคามีแนวโนมที่สูงขึ้นจาก

การผกผันของสกุลเงินหลังจากการระบาดของ Covid-19 ที่ผานมา โดยราคาหลักอยูท่ี สารเคมีในชุด Detection system ซึ่ง

ปจจุบันใช EnVision FLEX System สวนการยอมดวยเคร่ืองอัตโนมัตน้ัิน แตละบรษิัทจะคิดราคาตนทุนการยอมตอหนึ่งแผนสไลด

อยูท่ี ประมาณ 200-300 บาทตามปริมาณของสไลด สวนราคา 280 ที่นํามาใชนั้น เปนราคาตัวอยางท่ีใชในหนวยงานท่ีมีปริมาณ

การยอมเทียบเทากลุมงานพยาธิวิทยากายวิภาค รพ.สระบุรี (5,000 แผน/ป) ซึ่งรวมกับราคาสไลดแลวจะอยูที่ประมาณ 292 บาท

โดยจะมีสวนตางของราคาอยูที่ 72 บาท/แผน ซึ่งสูงกวาประมาณ 32.5% ของตนทุนในปจจุบัน แตในมุมมองเชิงคุณภาพ การยอม

ดวยเครื่องอัตโนมัติมีความแมนยาํและสม่ําเสมอสงู (Reproducibility) สามารถควบคมุปรมิาณนํ้ายา, เวลา, อุณหภูมิ ไดแมนยาํ ทาํ

ใหผลลัพธคงที่ทกุครั้ง สามารถยอมไดหลายสไลดพรอมกัน เหมาะกบัหองปฏบิตัิการที่มีงานเยอะ ประหยดัเวลาและแรงงาน ลดการ

ทํางานซ้ําซาก ทําใหเจาหนาที่ไปทํางานวิเคราะหอื่นไดอยางมีประสิทธิภาพ ลดขอผิดพลาด ลดการปนเปอนหรือการใสสารเคมี

ผดิพลาดจากคนได

สรุปผล (Conclusion)

สําหรับการยอม IHC ดวยวิธีการของกลุมงานพยาธิวิทยากายวิภาค รพ.สระบุรี ท่ีมีประสิทธิภาพและมาตรฐาน
ทัดเทียมกับการยอมดวยเคร่ืองยอม IHC อัตโนมัติ ที่ใชกันอยางแพรหลาย ในหนวยงานพยาธิวิทยากายวิภาคของภาครัฐ และ
ภาคเอกชน เนื่องจากมี ความยดืหยุนสูง สามารถปรับเปลี่ยนขั้นตอนไดงาย ตนทุนเริ่มตนตํ่า ไมตองลงทุนซื้อเครื่อง เหมาะกับงาน
IHC ที่มสีไลดจํานวนไมมาก แตก็มีขอจํากัดเรื่องความแปรปรวนของผล ข้ึนอยูกับผูยอมแตละคน ทําใหผลไมสม่ําเสมอเทาเครื่อง ใช
เวลานานและบุคลากรมาก ตองทําทีละขั้นตอน โอกาสเกิดขอผิดพลาดสูง การตกหลน, การใสสารผิด, การปนเปอน

แตการยอม IHC ยังเปนเคร่ืองมือท่ีขาดไมไดสําหรับการตรวจสอบความถูกตองในการคนพบไบโอมารกเกอร ซึ่งจะ
นําไปสูการแพทยเฉพาะบุคคลในปจจุบันนี้5 ในแงมุมทางการเงินของการเลือกใชเครื่องยอม IHC แบบอัตโนมัติ แทนวิธีการแบบ
ดั้งเดิมนั้นเก่ียวของกับปจจัยหลายประการที่ตองพิจารณาในการตัดสินใจ และสะทอนใหเห็นถึงทั้งขอดีและขอเสียในแงของความ
คุมคาและประสิทธิภาพ มีหลายปจจัยที่ตองคํานึงถึงเม่ือตัดสินใจเลือกระหวางเครื่องยอม IHC แบบอัตโนมัติและวิธีการแบบด้ังเดิม
ในแงของตนทุน การลงทุนในอุปกรณอัตโนมัติอาจดูเหมือนมีราคาแพงในตอนแรก แตในระยะยาวแลวจะคุมคากวาดวยการ
ประหยัดคาใชจายดานแรงงานและเพ่ิมผลผลิต ยิ่งไปกวาน้ัน การเลือกใชระบบอัตโนมัติยังชวยลดการสิ้นเปลืองไดดวยการควบคุม
ปริมาณสารเคมีอยางแมนยําเมื่อเทียบกับวธิีการแบบดั้งเดิมซึ่งอาจสงผลใหเกิดความไมสม่ําเสมอและการใชสารเคมีอยางสิ้นเปลือง8

ในทางกลับกัน วิธีการยอมสีดวยมือยังคงมีความยืดหยุนมากกวา ชวยใหสามารถปรับปฏิกิริยาแอนติเจน-แอนติบอดีจําเพาะให
เหมาะสมที่สุด และทําใหไดผลลัพธท่ีดีกวา โดยท้ังสองวิธีมีขอดีและขอเสีย แตหลักการและขั้นตอนพื้นฐานยังคงเหมือนเดิม3

การตัดสินใจเก่ียวกับการนําเคร่ืองยอมภูมิคุมกันอัตโนมัติมาใช ควรพิจารณาจากประสิทธิภาพของเครื่อง ระยะเวลา
ในการยอมแตละรอบ ตนทุนของเครื่อง คาบรกิารและคาเสื่อมราคาประจําป คุณภาพของสไลดที่ยอมดวยวิธี IHC เปนตน
นอกจากนี้ การตัดสินใจนี้อาจขึ้นอยูกับความตองการของแตหนวยงานดวย11 การศึกษาในปัจจุบนั และการวจิยัก่อนหนา้นีÊจาํนวน

มาก แสดงใหเ้ห็นวา่ระบบอตัโนมติัสามารถขจดัขอ้จาํกดัทีÉมีอยูข่องกระบวนการทีÉดาํเนินการดว้ยตนเองไดอ้ยา่งสมบูรณ์หรือ

บางส่วน ทาํใหเ้กิดการปรับปรุงและโอกาสพฒันาทีÉมากขึÊนดว้ย12 ซึ่งถาสามารถหาตนทุนราคาที่เหมาะสมได เคร่ืองยอม IHC

อัตโนมัติ ก็เปนทางเลอืกหนึ่งทีก่ลุมงานพยาธิวิทยากายวภิาค โรงพยาบาลสระบุรี จะนําเขามาใชเพื่อเพ่ิมประสิทธิภาพการวนิิจฉัย
ทางพยาธิวิทยากายวิภาคใหมีประสิทธิภาพมากยิ่งข้ึนในอนาคตอันใกลน้ี
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