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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

ความสาํคัญและที่มาของปญหาการวจิัย (Background and Rationale) 
ปอดติดเชื้อนิวโมซิสติสจิโรเวคซีเปนสาเหตุของความเจบ็ปวยและการตายที่สาํคัญในผูปวย

เอดส[1,2] ถึงแมวาในยุคปจจุบันซึง่มีการใชยาตานไวรัสหลายขนานที่มปีระสิทธภิาพสูง (Highly 

active retroviral therapy, HAART Era) ทําใหอุบัตกิารณการติดเชื้อนิวโมซิสติสจิโรเวคซีลดลงก็

ตาม แตยังคงเปนปญหาการติดเชื้อที่สําคัญของผูปวยเอดสในประเทศไทย โดยความชุกของปอดติด

เชื้อนิวโมซิสติสจิโรเวคซีในประเทศไทยพบประมาณรอยละ 27-40 

 การวนิิจฉัยปอดติดเชื้อนิวโมซิสติสจิโรเวคซีตองอาศัยอาการทางคลินิก การตรวจรางกาย 

ผลภาพรังสีวทิยาของปอด และผลการตรวจเสมหะหรือน้ําลางปอด ถึงแมวาผูปวยโรคเอดสทีส่งสัย

ปอดติดเชื้อนี้ จะไดรับยารักษาทันททีี่ไดรับการวินจิฉัย โดยไมตองรอผลการตรวจเสมหะหรือน้าํลาง

ปอดก็ตาม แตการตรวจเสมหะหรือ น้ําลางปอด นับวามีความสาํคัญ โดยจะชวยยนืยนัการวนิิจฉัย 

เพื่อชวยตัดสินใจในการรักษาปอดติดเชื้อนิวโมซิสติสจโิรเวคซี ในกรณีที่ผูปวยมกีารตอบสนองตอ

การรักษาชาหรือมีอาการรุนแรง 

 เนื่องจากเชื้อนิวโมซิสติสจิโรเวคซีไมสามารถทาํการเพาะเชื้อได การตรวจเชื้อโดยการยอมสี

ชนิดตางๆ หรืออิมมูโนฟลูโอเรสเซน ตลอดจนการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของเชื้อโดยอาศัยปฏิกริิยา

ลูกโซโพลเีมอรเรสหรือพีซีอาร (polymerase chain reaction, PCR) จากน้ําลางปอด จึงเปนวิธี

มาตรฐาน (gold standard) ในการสงตรวจเชื้อเพื่อวนิิจฉัยปอดติดเชื้อนิวโมซิสติสจิโรเวคซี แตเปน

วิธีการที ่ invasive การตรวจเชื้อจากเสมหะเปนวธิี noninvasive ที่ใชตรวจวนิิจฉัยการติดเชื้อที่

ไดผลดีเชนกัน ความไวของการตรวจเชื้อจากเสมหะ โดยการยอมสี ยิมซา(Giemsa) และ โกโมไรมิ

เทนนามินซิลเวอร (Gomori methenamine silver, GMS) และโทลอิูดินบลูโอ (Toluidine blue O) 

กับอิมมูโนฟลโูอเรสเซน(Immunofluorescent, IFA) และปฏิกิริยาลูกโซ โพลีเมอรเรสหรือพซีีอาร 

(Polymerase chain reaction, PCR) แตกตางกนัตามการศึกษา [3-22] นอกจากน้ีการสงเสมหะ

ตรวจเชื้อหลายๆครั้งอาจเพิม่ความไวในการวินิจฉยัการติดเชื้อนี้ และอาจสามารถทดแทนการตรวจ 

เชื้อจากน้ําลางปอดได 

 ซึ่งกอนหนานีม้ีการศึกษาของ Narasimha PD และคณะ เพียงการศึกษาเดยีว ที่ศึกษา

บทบาทการสงเสมหะยอมสีหลายๆ คร้ัง เพื่อเพิม่ความไวในการวินิจฉัยปอดติดเชื้อ นวิโมซิสติสจิโร

เวคซี โดยการยอมเสมหะดวยโทลูอิดนิบลูโอ 3 คร้ังมีความไวในการวนิิจฉัยรอยละ 70 โดยความไว
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จากการยอมเสมหะครั้งที ่1 รอยละ 21.4 คร้ังที่ 2 รอยละ 47.1 และครั้งที ่3 รอยละ 31.4 [11] แตไม

มีการเปรียบเทียบความไวที่ไดกับการยอมสีจากน้ําลางปอด และยงัไมมีการศึกษาการยอมอิมมูโน

ฟลูโอเรสเซนจากเสมหะหลายๆครั้งเพื่อเพิม่ความไวในการวินิจฉยั  

ดังนัน้วัตถุประสงคของการศึกษานี้จึงเปนการเปรยีบเทียบความไวในการตรวจวินจิฉัยโดย

การยอมสียมิซา โกโมไรมิเทนนามินซิลเวอร โทลูดีนบลูโอ กับอิมมโูนฟลโูอเรสเซน และปฏิกิริยา

ลูกโซโพลเีมอรเรส ตลอดจนทาํการเปรียบเทียบความไวของการยอมแตละชนิด และปฏิกิริยาลกูโซ

โพลีเมอรเรส เปรียบเทียบความไวระหวางการยอมและปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรสจาก เสมหะ 1คร้ัง

กับเสมหะ 3 คร้ัง และน้ําลางปอดกับเสมหะ 3 คร้ัง โดยถาการตรวจเสมหะ 3 คร้ังมีความไวมากกวา

หรือเทากับน้ําลางปอด ก็จะสามารถใชเปนมาตรฐานในการวนิิจฉัยปอดติดเชื้อ นิวโมซิสติสจิโรเวคซี 

ในผูปวยเอดสตอไป  

 
คําถามการวจิัย (Research Question) 

คําถามหลัก (Primary Research Question) 

การสงเสมหะเพื่อตรวจหาเชือ้นิวโมซิสติสจิโรเวคซ ี3 คร้ัง โดยการยอมสียิมซา โกโมไรมิเทน

นามนิซิลเวอร โทลูดนีบลูโอ อิมมูโน ฟลูโอเรสเซน และปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส มคีวามไวมากกวา

หรือเทากับการตรวจ เชื้อจาก น้าํลางปอดหรือไม 

คําถามรอง (Secondary Research Question) 

การสงเสมหะเพื่อตรวจหาเชือ้นิวโมซิสติสจโิรเวคซ ี3 คร้ัง โดยการยอมสียิมซา โกโมไร มิเทน

นามนิซิลเวอร โทลูดนีบลูโอ อิมมูโนฟลโูอเรสเซน และปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส จะสามารถเพิ่ม

ความไวในการวินิจฉัยการตดิเชื้อนิวโมซิสติสจิโรเวคซี มากกวาการสงเสมหะตรวจ 1 คร้ัง ไดหรือไม 

  การยอมสียมิซา โกโมไรมิเทนนามินซิลเวอร โทลูดีนบลูโอ กับ อิมมูโนฟลูโอเรสเซน และ

ปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส มีความไวในการวินิจฉยัการติดเชื้อนวิโมซิสติสจิโรเวคซี แตกตางกนั

หรือไม 

 
วัตถุประสงคของการวิจยั (Objectives) 

1. เพื่อศึกษาความไวของการตรวจเชื้อจากเสมหะและจากน้ําลางปอด โดยการยอมสียิม

ซา โกโมไรมิเทนนามินซิลเวอร โทลูดีนบลูโอ กับ อิมมูโนฟลูโอเรสเซน และปฏิกิริยา

ลูกโซ โพลีเมอรเรส  

2. .เพื่อศึกษาการเพิ่มความไว ในการวนิิจฉัยปอดติดเชื้อนิวโมซิสติสจิโรเวคซี โดยการสง

ตรวจเสมหะ 3 คร้ัง โดยการยอมสียิมซา โกโมไรมิเทนนามินซิลเวอร โทลูดีนบลูโอ กับ 
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อิมมูโน ฟลูโอเรสเซน และปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส เปรียบเทียบกับการสงตรวจ

เสมหะ 1 คร้ัง 

3. เพื่อเปรียบเทยีบความไวการสงตรวจเสมหะ 3 คร้ังกับความไวการตรวจเชื้อจาก น้ําลาง

ปอด 

 
สมมติฐาน (Hypothesis) 
  การสงเสมหะตรวจเชื้อนิวโมซิสติสจิโรเวคซี 3 คร้ัง จะสามารถเพิม่ความไวในการวินิจฉยั

การติดเชื้อนวิโมซิสติสจิโรเวคซี ไดมากกวาหรือเทากับการตรวจหา เชื้อจากน้ําลางปอด  

  
ขอบเขตของการวิจัย 
 การวิจยันีท้ําการศึกษาในผูปวยเอดสทกุรายทีเ่ขารับการรักษาในรพ.จุฬาลงกรณ ที่มีอาการ

ทางคลินิก และภาพรังสีปอดเขาไดกับปอดติดเชื้อนิวโมซิสติสจิโรเวคซี ในชวงเดือนมีนาคม 2549 ถึง

เดือนพฤศจกิายน 2549 
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กรอบความคิดในการวิจยั (Conceptual Framework) 
 

ขอตกลงเบื้องตน (Assumption) 
 การคัดเลือกผูปวยที่วนิิจฉัยวามีอาการปอดติดเชื้อจากเชื้อนิวโมซิสติสจิโรเวคซี อาศยัอาการ

ทางคลินิกและความผิดปกติของภาพรังสปีอดซึ่งมีขอกาํหนดดังนี ้

 1.อาการทางคลินิกทีเ่ขาขายภาวะปอดตดิเชื้อนิวโมซิสติสจิโรเวคซี ตองมีอยางนอย 3 ใน 5 

ขอ ตอไปนี้ 

1.1 ไข 3 วัน ถงึ 3 สัปดาห  

1.2 อาการเหนื่อยที่ดําเนินไปอยางชาๆ  

1.3 ไอ  

1.4 ภาวะออกซิเจนในเลือดต่ํา 

1.5 ตอบสนองตอการรักษาดวัยยารักษา PCP ไดแก trimethoprim-

sulfamethoxazole หรือ clindamycin กบั primaquine  

เทคนิค 

Cytochemical stain 

Giemsa GMS โทลูอิดินบลูโอ 

Immunofluorescent 

PCR 

Specimens collection 

Sputum  

น้ําลางปอด 

 การติดเชื้อ PCP  

ผลบวกในการตรวจ 

Underlying HIV 

ระยะของโรค AIDS 

CD4 level 

PCP prophylaxis 
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2. ภาพรงัสีปอด ของโรคปอดติดเชื้อนิวโมซิสติสจิโรเวคซีอาจมีลักษณะอยางใดอยางหนึ่ง

ดังนี ้

2.1 ปกต ิ

2.2 diffuse infiltration  

2.3 perihilar infiltration  

 
ขอจํากัดของการวิจัย (Limitation) 
 เชื้อนิวโมซิสติสจิโรเวคซีไมสามารถเพาะเชือ้ได จึงตองใชการยอมเช้ือเปนวธิีมาตรฐานใน

การวนิิจฉัย 

 
ผลหรือประโยชนที่คาดวาจะไดรับจากการวิจัย (Expected Benefits and Application) 
 ถาการสงเสมหะตรวจเชื้อนวิโมซิสติสจิโรเวคซี หลายๆครั้งมีความไวในการวินิจฉยัปอด ติด

เชื้อนิวโมซิสติสจิโรเวคซีสูง และเทียบไดกับความไวจากการตรวจน้ําลางปอด จะสามารถหลีกเลี่ยง

การสองกลอง(bronchoscopy) ซึ่งเปนหตัถการที ่ invasive เพื่อใชวนิิจฉัยปอดติดเชื้อ นิวโมซิสติสจิ

โรเวคซีได 

 
อุปสรรคที่อาจเกิดขึ้นระหวางการวิจยัและมาตรการในการแกไข (Obstacles and Strategies 
to Solve The Problems) 

1. ขั้นตอนการเกบ็ตัวอยางสิ่งสงตรวจอาจมกีารปนเปอนหรอืลาชา ซึง่อาจแกไขโดยการ

ทําความเขาใจ และสงตัวอยางไปที่หองปฏิบัติการดวยตนเองของผูวจิัย 

2. การเก็บเสมหะอาจไดปริมาณเสมหะไมมากพอ ซึง่อาจแกไขโดยการเก็บเสมหะตาม

ขั้นตอน (protocol) ที่ตั้งไว 
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บทที่ 2 
 

ความรูพืน้ฐานเกี่ยวกับ เชื้อนิวโมชสิติสจิโรเวคซ ี
 

  เชื้อนิวโมชิสติสจิโรเวคซ ี คนพบครั้งแรกโดย Carlos Chagas [22] ตั้งแตตนศตวรรษที่ 20 

ในป ค.ศ. 1909 จากการศึกษาการติดเชื้อของคนงานทํารางรถไฟในรัฐ Minas Gerais สหพนัธ

สาธารณรัฐบราซิล โดยสังเกตพบ multinuclear cystic bodies ในปอดหน ูguinea pig ที่ไดรับการ

ฉีด(inoculate) เชื้อจากเลือดผูปวยที่ติดเชื้อ Trypanosoma cruzi และยังพบเชื้อนีจ้ากการ autopsy 

ในปอดผูปวยชาวอเมรกิาที่เสียชีวิตจากโรค trypanosomiasis และตั้งชื่อซิสตใหมนี้วา 

Schizotrypanum cruzi และคนพบตอมาโดย Antonio Carinii [23] ใน ค.ศ. 1910 โดยพบซิสต ใน

ปอดหนู (rat) ที่ติดเชื้อ Trypanosoma lewisi แตสงสัยวา ซิสตนี้อาจเปนเชื้ออ่ืน จึงไดสงไปตรวจเพิม

เติมที่ Pasteur institute of Paris หลังจากนัน้ ใน ค.ศ. 1912 Delanoes [24] ไดพบวาเปนเชื้อใหม 

โดยการฉีด(inoculate) ซสิตในหนูที่ไมไดติดเชื้อ และพบวา ซิสตนี้ไมไดเจริญตามวงจรชีวิตของ 

Trypanosome ใหชื่อวาเชื้อใหมนีว้า Pneumocystis carinii โดยจัดเปนกลุม โปรโตซัว (Protozoa) 

(รูปที่1) 

ตอมาในป ค.ศ. 1988 มีการศึกษาหลายการศึกษาเกี่ยวกับคุณสมบัติของเชื้อ และ ได

วิเคราะหพบ ribosomal RNA, mitochondrial genomic gene sequences, amino acid 

sequences และโปรตีนของเชื้อ และพบวามีความเชือ่มโยงของสายใยพนัธุกรรม (phylogenetic 

linkage) กับเชื้อรามากกวาโปรโตซวั ดังนัน้จึงจัดนวิโมชิสติสใหมใหอยูในกลุมราAscomycetous 

fungi แทน [26] 

จากการศึกษาตอมาพบวา เชื้อนิวโมซิสติสมี host specificity กลาวคอืเชื้อที่กอโรคในคนจะ

ไมกอโรคในสัตวอ่ืนๆ จงึตั้งชื่อใหมเปน นวิโมชิสติสจิโรเวคซี (Pneumocystis jirovecii) 

เชื้อนิวโมชิสติสจิโรเวคซ ี ไมสามารถเพาะเชื้อไดนอกปอดของโฮสต (host) มีการใชสารเลี้ยง

เชื้อเปน cell free system media, tissue culture system media และ supplement media ที่เติม 

surfactant, lung homogenates และสารที่มีคุณสมบัติใกลเคียงกับส่ิงแวดลอมในปอด 

(intraalveolar environment) แตไมสามารถเพาะเชื้อสําเร็จ แตเพาะเชื้อไดเฉพาะในสัตวทดลอง

เทานัน้  

เชื้อนิวโมชิสติสจิโรเวคซ ี เปนเชื้อในปอด (alveolar pathogen) ที่ไมลุกลามเขาเซลลของ

โฮสต ทั้งนี้วงจรชีวิตของเชือ้นิวโมชิสติสจโิรเวคซีนัน้ซับซอน พบไดทัง้ซิสต (cyst form) และ โทรโฟ

ซอยต (trophic form, trophozoites) โดยโทรโฟซอยตเปลี่ยนแปลงมาจากซิสตที่โตเต็มวัย (mature 
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cyst) โดยตรง ในแตละซิสตที่โตเต็มวยั จะประกอบดวย 8 intracystic bodies ซึ่งจะเปลี่ยนเปน 8 

โทรโฟซอยต โดยแตละโทรโฟซอยตจะแบงตัวแบบ binary fission โทรโฟซอยต 2 ตัว จะรวมตวักัน

เปน 1 diploid cell และมีการแบงตัวแบบ mitosis และ meiosis ตามลําดับ เพื่อเจริญตอไปเปนซิสต 

(รูปที่2) โดยการติดเชื้อในปอดจะพบโทรโฟซอยตมากกวา ในอัตรา โทรโฟซอยต ตอ ซิสต คือ 9:1  

 

 
 

รูปที่ 1 Chagas evolutive cycle scheme of Trypanosoma ที่เดิมคิดวา Pneumocystis 

carinii อยูใน scheme นี้ cyst และ precyst ของ Pneumocystis carinii อยูในลําดบัที่ 40-46 [25] 

 

ผนังซิสต (cyst wall) ประกอบดวยไคติน (chitin) และ complex polymer เชน กลูแคน

(glucan) ซึ่งเปนสวนสําคัญที่ทาํใหเกิดการอักเสบ (inflammatory response) ในปอดของผูที่ ติด

เชื้อ(infected host) 
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 โทรโฟซอยต จะเกาะติดกับเซลลบุผนังปอด (pneumocyte type 1) และจะกระตุนเชื้อ 

(specific signal pathway ในตัวเชื้อ) ทาํใหเชื้อเพิ่มจํานวนในปอดมากขึ้น โดยการจับกับเซลล เยื่อ

บุผนังปอดนี้ไมทําใหกลไกการปองกนัการติดเชื้อ(barrier function) สูญเสียการทาํงานไป แตทาํให

กลไกการซอมแซมเซลลเยื่อบุผนังปอดลดลง 

 

 
  

 รูปที่ 2 วงจรชีวิตเชื้อนวิโมชสิติสจิโรเวคซี [27] 
 

 การตอบสนองของโฮสตเมือ่มีการติดเชื้อนิวโมชิสติสจิโรเวคซี 

 ปฏิกิริยาการตอบสนองทางภูมิคุมกัน (inflammatory response) เปนกลไกสาํคัญในการ

ควบคุมการตดิเชื้อ แตทําใหมีการอักเสบของปอดเพิ่มมากขึ้น ผูปวยที่มีการติดเชื้อรุนแรง จะพบ การ

อักเสบจากเมด็เลือดขาวชนดินิวโตรฟล (neutrophilic inflammation) ซึ่งเปนผลทําใหเกิด การ

ทําลายเนื้อเยือ่ปอด (diffuse alveolar damage) การแลกเปลี่ยนกาซผิดปกติ และเกิดภาวะหายใจ

ลมเหลว ความรุนแรงของการติดเชื้อ และการตายจากการติดเชื้อ มคีวามสัมพันธกับปฏิกิริยาการ

ตอบสนองทางภูมิคุมกนัมากกวาปริมาณเชื้อที่พบในปอด โดยพบวาปริมาณ interleukin-8 (IL -8) 

และจํานวนเมด็เลือดขาวชนดินิวโตรฟลมคีวามสัมพันธกับความรนุแรงของการติดเชื้อ  

 กลไกการตอบสนองตอเชื้อมทีั้งการตอบสนองทางภูมิคุมกันชนิด innate immunity และ 

adaptive immunity ผูปวยเอดสมีความบกพรองในการตอบสนองทางภูมิคุมกนัทัง้ 2 ชนิด (innate 

และ adaptive immunity) คือมีความบกพรองของ phagocytosis respiratory burst และ ปฏิกิริยา

การกระตุนของเม็ดเลือดขาวชนิดแมคโครฟาจ (macrophage) ทําใหเม็ดเลือดขาวชนิดแมคโครฟาจ
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ไมสามารถเกบ็กินเชื้อนิวโมซิสติสได การสูญเสียการทาํงานของเม็ดเลือดขาวชนิดแมคโครฟาจ ทํา

ใหมีการสะสมของ glycoprotein เชน fibronectin vitronectin ในถุงลมปอด (alveolar space) และ

มีการเปลี่ยนแปลง surfactant เกิดขึ้น 

 

 ระบาดวิทยาของการติดเชื้อนิวโมซิสติสจิโรเวคซ ี

  ในค.ศ. 1980 มีผูปวยเอดส (Acquired immunodeficiency syndrome defined illness) 

ติดเชื้อนิวโมชสิติสจิโรเวคซีถึง 2 ใน 3 มกีารประเมนิวารอยละ 75 ของผูปวยเอดสจะปวยจากภาวะ

ปอดติดเชื้อนิวโมชิสติสจิโรเวคซีในชวงชวีติที่เหลือ โดยมีการติดเชื้อนี ้ 20 ราย ตอ 100 รายในแตละ

รอบป (person year) ของผูปวยเอดสทีม่ี CD4 นอยกวา 200 เซลตอไมโครลิตร แตหลังจากป ค.ศ.

1989 เร่ิมมีการใชยาปองกนัการติดเชื้อนวิโมชิสติสจิโรเวคซี และเริ่มมีการให ยาตานไวรัสเอดสในป 

ค.ศ. 1996 ทาํใหอุบัติการณการติดเชื้อนิวโมชิสติสจิโรเวคซีลดลง ในป ค.ศ. 1992-1995 ลดลงรอย

ละ 3.4 ตอป ปค.ศ.1996-1998 ลดลงรอยละ 21.5 ตอป จากการศึกษา EuroSIDA พบวากอนป 

ค.ศ. 1995 อุบัติการณ PCP 4.9 รายตอ100 รายในแตละรอบป และลดลงเหลือ 0.3 รายตอ 100 

รายในแตละรอบปหลังจากป ค.ศ. 1998 

 ในปจจุบันแมวาอุบัติการณการติดเชื้อนวิโมชิสติสจิโรเวคซีลดลงมากจากอดีต แตโรค ติด

เชื้อดังกลาวจดัเปนการติดเชื้อฉวยโอกาสที่พบไดบอย เนื่องจากยังมีผูปวยสวนหนึง่ที่ไมทราบวา

ตนเองเปนเอดส หรือทราบวาตนเองเปนเอดสแตไมไดติดตามการรักษา 

สําหรับประเทศไทยความชุกของการติดเชือ้นิวโมชิสติสจโิรเวคซีอาจพบไดมากถงึรอยละ 

27-40 

 

 อาการทางคลินิกและการวนิจิฉัย การติดเชื้อ นิวโมซิสติส ในผูปวยเอดส 

การติดเชื้อนวิโมชิสติสจิโรเวคซี ในผูปวยเอดสพบบอยเมื่อ CD4 นอยกวา 200 เซลลตอ

ไมโครลิตร โดยมีอาการไขต่ําๆ เหนื่อย ไอแหง โดยอาการคอยเปนคอยไปอยางชาๆ (subacute 

course) การตรวจรางกายไมมีอาการแสดงทางปอดชดัเจน แตมีภาวะออกซิเจนในเลือดต่ํา ภาพรังสี

ปอดที่พบบอย ไดแก bilateral diffuse symmetrical reticular หรือ granular opacity และมี

ภาพรังสีปอดปกติรอยละ 10 อาจม ี atypical pattern ประมาณรอยละ 10 เชนเดียวกัน ไดแก 

unilateral infiltration, lobar consolidation, miliary infiltration, nodular infiltration หรือ pleural 

effusion ได และอาจพบ cystic change ซึ่งเกิดจากลมคางในถุงลมปอด (checked valve 

mechanism) ซึ่งอาจเกิดลมรั่วจากปอด (pneumothorax) ตามมาภายหลังได[28-35]  
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ตัวอยางภาพรงัสีปอดของผูปวยที่ติดเชื้อนิวโมชิสติสจิโรเวคซี มีดังตอไปนี้[36-40] 

  
รูปที่ 3 ภาพรังสีปอดแสดง Bilateral perihilar pattern (finely reticular , groundglass)  

  

  
  รูปที่ 4 ภาพรังสีปอดแสดง Alveolar pattern 

 

 
 รูปที่ 5 ภาพรงัสี HRCT แสดง Geographic pattern of groundglass attenuation in 

perihilar regions of both lung 
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รูปที่ 6-7 6 (ซาย) ภาพรังสปีอดแสดง Multiple cystic lucency on reticular and groundglass 

background 

 7 (ขวา) ภาพรังสีปอดแสดง Numerous subtle cyst on reticular and groundglass 

background with left pneumothorax 

 

 
รูปที่ 8-9 8 (ซาย) ภาพรังสปีอดแสดง Thin wall cyst at LUL (pneumaticele) 

 9 (ขวา) ภาพรังสี HRCT แสดง Multiple cystic lucency on reticular and groundglass 

background 
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รูปที่ 10-11  10 (ซาย) ภาพรังสีปอดแสดง cavities at LUL 

   11 (ขวา) ภาพรังสHีRCT แสดง cavities at LUL 

 

  อาการ อาการแสดง และภาพรังสีปอด ไมมีความจาํเพาะ ระดับ LDH ในเลือดสูงขึ้นได[41] 

DLCO ลดลงต่ํากวารอยละ 80 ซึ่งการตรวจดงักลาวมีความไวในการวนิิจฉยัสูงมาก แตมี

ความจาํเพาะต่ํา 

Selwyn และคณะ[42] ศึกษาการวินจิฉัยแยกโรดระหวาง ปอดติดเชือ้นิวโมชิสติสจโิรเวคซี 

ปอดติดเชื้อแบคทีเรีย และปอดติดเชื้อวัณโรค พบวา ถาประเมนิจากอาการเหนื่อยเวลาออกแรง 

รวมกับภาพรังสีปอด interstitial pattern มีความไวในการวนิิจฉัยปอดติดเชื้อนิวโมชิสติสจิโรเวคซี 

รอยละ 58 ความจาํเพาะรอยละ 92 odd ratio 16.3 ถาประเมินจากอาการไขภายในเวลา 7 วัน 

รวมกับภาพรังสีปอด lobar consolidation pattern มีความไวในการวินิจฉยัปอดติดเชื้อแบคทีเรีย 

รอยละ 48 ความจําเพาะรอยละ 94 odd ratio 14.6  

ปจจุบัน การวินิจฉยั ตองตรวจเชื้อจากเสมหะหรือน้าํลางปอด โดยการตรวจจาก น้าํลาง

ปอด เปนวิธมีาตรฐาน การตรวจเชื้อจากเสมหะเปนวธิีที่ไดผลดีเชนเดียวกนั และสามารถลดความ

จําเปนของการสองกลองเพือ่วินิจฉยัได 

 

วิธีการตรวจเชือ้นิวโมชิสติสจโิรเวคซี [43,44]  

  การตรวจเชื้อนิวโมชิสติสจิโรเวคซี จากเสมหะโดยการยอมสีมีความไวรอยละ 50-90 [3-6] 

การตรวจเชื้อจาก น้าํลางปอดเพิ่มความไวมากขึ้นเปนรอยละ 90 

  การยอมสียมิซาจะใชตรวจซิสตและโทรโฟซอยตได ใชเวลาในการยอมสีส้ัน ราคาถูก แต

เนื่องจากโทรโฟซอยตมีขนาดเล็ก และมักแยกจากการตดิสีที่พืน้หลงัไดยาก ดงันัน้จึงตองใชเวลาใน
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การตรวจหาทางกลองจุลทรรศนนาน และผูตรวจตองมีความชาํนาญสงู จงึมีโอกาส ตรวจผิดพลาด

สูง (false negative)  

  การยอมสีโกโมไรมิเทนนามนิซิลเวอร นั้นตรวจซิสตไดเทานั้นจงึมีความไวไมมาก ใชเวลาใน

การยอมสีนาน มกัแยกจากการติดสีที่พืน้หลังไดยากเชนเดียวกัน ผูตรวจตองมีความชํานาญ 

  การยอมสีโทลอิูดีนบลูโอ ตรวจซิสตไดเทานัน้ แตยอมไดเร็วกวาการยอมสีโกโมไร มิเทน

นามนิซิลเวอร แตไมสามารถแยกซิสตจากราชนิดอืน่ได 

  การตรวจเชื้อโดยวิธีอิมมโูนฟลูโอเรสเซน มีความไว และความจําเพาะในการวนิิจฉัย 

มากกวาการยอมสี เนื่องจากสามารถตรวจไดทั้งซิสตและโทรโฟซอยต ตรวจพบเชื้อไดงาย ไมถูก

รบกวนโดยการติดสีที่พื้นหลงั สามารถแยกซิสตจากราชนิดอื่นที่มีขนาดและรูปรางเดียวกนัได ไมมี 

cross reactivity กับเชื้อ Candida spp., Cryptococcus neoforman, Toxoplasma gondii, 

Coccidiodes immitis endospore, Blastomyces dermatitidis, เซลลติดเชื้อ Cytomegalovirus 

และ Herpes simplex virus และ normal human lung homogenates 

  สวนปฏิกิริยาลูกโซโพลเีมอรเรส เปนเทคนิคที่ตรวจ DNA ของเชื้อ พฒันามาในชวงเวลา

เดียวกนักับอิมมูโนฟลูโอเรสเซน เปนการตรวจที่มีความไวสูงเชนเดียวกัน  

 

ตารางที ่1 แสดงขอแตกตางของการตรวจแตละวิธีสําหรับการตรวจหาเชื้อนิวโมชิสติสจิโรเวคซ ี

วิธีการตรวจ ยิมซา โกโมไร 

มิเทนนามนิ

ซิลเวอร 

โทลูอิดีน 

บลูโอ 

อิมมูโน 

ฟลูโอเรสเซน  

ปฏิกิริยาลูกโซ

โพลีเมอรเรส 

Stage ของ
เชื้อที่ตรวจได 

ซิสตและ

โทรโฟซอยต 

ซิสต ซิสต ซิสตและ

โทรโฟซอยต 

ซิสตและ

โทรโฟซอยต 

วิธีการยอม งาย ซับซอน งาย ซับซอน ซับซอน 

ระยะเวลาที่
ใชยอม 

25 นาท ี 20 นาท ี 30 นาท ี 45 นาท ี 3 ชั่วโมง 

ระยะเวลาที่
ใช อานผล 

20-30 นาท ี 10 นาท ี 10 นาท ี 5-10 นาท ี 1 นาท ี

ความ
เชี่ยวชาญ 

+ + + - + 

ราคา ถูก ถูก ถูก แพง แพง 
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บทที่ 3 
 

ทบทวนวรรณกรรมการตรวจเชื้อนวิโมชิสติสจิโรเวคซี ในผูปวยเอดส 
 
  การตรวจเชื้อนิวโมชิสติสจิโรเวคซี ในผูปวยเอดส จากสารคัดหลั่งจากระบบทางเดนิหายใจ 

มีความไวในการวินิจฉยั (diagnostic yield) สูงกวาผูปวยภูมิคุมกนับกพรองจากสาเหตุอ่ืน Walzer 

PD และคณะ [45] ศึกษาผูปวยติดเชื้อนวิโมชิสติสจิโรเวคซีที่ไมเปนเอดสแบบยอนหลัง 

(retrospective) ตั้งแต ค.ศ. 1969-1972 จํานวน 194 ราย พบมีความไวในการวนิจิฉยัจากการตรวจ

เสมหะเพียงรอยละ 6 เทานั้น Limper และคณะ [46] พบวาผูปวยเอดสที่ติดเชือ้ มีปริมาณเชื้อ

มากกวาผูปวยติดเชื้อนิวโมชิสติสจิโรเวคซีที่ไมเปนเอดส จึงมีความไวในการตรวจสูงกวา และ 

สามารถตรวจไดจากเสมหะปริมาณนอยกวา  

 ในการศึกษาเริ่มแรก การตรวจเชื้อนวิโมชสิติสจิโรเวคซี ตองตรวจจากเนื้อเยื่อปอด ชึ่งผูปวย

ตองทําการผาตัด open lung biopsy หรือสองกลองเพือ่ทํา transbronchial biopsy (TBB) ชึ่งเปน

วิธกีาร invasive และมีภาวะแทรกซอนสงู ในป ค.ศ.1986 Pitchenick และคณะ[4] ไดศึกษา

เปรียบเทยีบการตรวจเชื้อจากเสมหะ น้ําลางปอด และTBB โดยใชสียอมโกโมไรมิเทนนามนิซิลเวอร 

ในผูปวยเอดสที่สงสยั PCP 43 ราย ตรวจพบเชื้อ 20 ราย โดยพบเชื้อจากเสมหะ 11 ใน 20 ราย (รอย

ละ 55) น้ําลางปอด 11 ใน 14 ราย (รอยละ 79) และ TBB 18 ใน 20 ราย (รอยละ 90) ซึ่งพบวาการ

ตรวจเสมหะและน้ําลางปอดมีความไวในการวนิิจฉัยเชือ้นี้ โดยไมตองทาํหัตถการที่ invasive มาก 

ตอมามีหลายการศกึษาทีย่นืยนัการตรวจเชื้อจากน้ําลางปอด โดยยอมสีดวยวิธตีางๆพบวาไดผลดี 

(ตารางที ่ 2) โดยมีความไวมากกวารอยละ 90 การตรวจเชื้อจากน้าํลางปอดจึงเปนวิธมีาตรฐานใน

การวนิิจฉัย 

 อยางไรก็ตามการตรวจเชื้อจากน้ําลางปอดยังเปนวิธ ีinvasive และเริ่มมีการศึกษาการตรวจ

เชื้อจากเสมหะเพิ่มมากขึน้ Bigby และคณะ พบวาการตรวจเสมหะโดยการยอมสียิมซา มีความไว

รอยละ 56 มี negative predictive value รอยละ 39 ตอมามีการพัฒนาวิธีการตรวจเสมหะมากขึ้น 

โดย Leigh และคณะ ไดพัฒนากระบวนการเก็บเสมหะ โดยใหแปรงเยื่อบุ ในชองปากกอนเก็บ

เสมหะ ยอมเสมหะดวยวธิีโมดิฟายดโกโมไรมิเทนามินซลิเวอร พบวามีความไวรอยละ 94 และมี 

negative predictive value รอยละ 96 จึงเริ่มมกีารใชเสมหะมาตรวจ เชื้อเพิ่มมากขึ้น โดยผล

การศึกษาดังตารางที่ 3  
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ตารางที ่2 การศึกษาโดยการสองกลองเพือ่ตัดเนื้อเยื่อปอด(TBB) Brush BAL( ลางปอด) เพื่อตรวจ

เชื้อนิวโมชิสติสจิโรเวคซ ี

 

 ป ค.ศ. ที่ศกึษา สารคัดหลัง่ ความไว วิธียอม 

 จากระบบ (รอยละ) 

 ทางเดินหายใจ 

Coleman [12] 1983 น้ําลางปอด 

Brush 

Touch 

preparation 

Biopsyเนื้อเยือ่

ปอด 

 55 

 39 

 78 

 79 

ไมไดระบุ 

OgnibeneF.P.[13] 1986 น้ําลางปอด 

Brush 

Touch 

preparation 

 

 89 

 35 

 63 

โกโมไรมิเทนามินซิลเวอร 

หรือ ยิมซา หรือ 

โทลูอิดีนบลูโอ 

Golden J. A. [14] 1986 น้ําลางปอด  97 โกโมไรมิเทนามินซิลเวอร 

Pitchenic AE. [4] 1986 น้ําลางปอด 

Brush 

Biopsyเนื้อเยือ่

ปอด 

 79 

 53 

 90 

โกโมไรมิเทนามินซิลเวอร 

Ambruster C. [19] 1995 น้ําลางปอด 

น้ําลางปอด 

น้ําลางปอด 

 59 

 84 

 65  

 อิมมูโนฟลูโอเรสเซน  

 ยิมซา 

 ปฏิกิริยาลูกโซ 

โพลีเมอรเรส 
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ตารางที่ 3 การศึกษาการตรวจเชื้อ นิวโมชสิติสจิโรเวคซี จากเสมหะ และ น้าํลางปอด 

 ปค.ศ.ที่ศึกษา สารคัดหลั่ง

ทางเดินหายใจ  

วิธียอม  ความไว 

 (รอยละ) 

Parrillo E. [15] 1988 เสมหะ ยิมซา 

อิมมูโนฟลูโอเรสเซน  

โมดิฟายดโทลอิูดีนบลูโอ 

76 

92 

80 

Wolfson S. [16] 1990 เสมหะ 

 

น้ําลางปอด 

ยิมซา 

อิมมูโนฟลูโอเรสเซน 

ยิมซา 

อิมมูโนฟลูโอเรสเซน  

14.8 

25.9 

41 

54.2 

NG.L. [17] 1990 เสมหะ 

 

น้ําลางปอด 

ยิมซา 

อิมมูโนฟลูโอเรสเซน  

ยิมซา 

อิมมูโนฟลูโอเรสเซน  

70 

72 

92 

100 

Kovacks J. [10] 1990 เสมหะ ยิมซา 

อิมมูโนฟลูโอเรสเซน  

โทลูอิดีนบลูโอ 

76 

92 

80 

Cregan P. [8] 1990 เสมหะ 

 

น้ําลางปอด 

ยิมซา 

อิมมูโนฟลูโอเรสเซน 

ยิมซา 

92 

97 

81 

Pinlaor S. [18] 2004 เสมหะ 

 

 

 

น้ําลางปอด 

ยิมซา 

อิมมูโนฟลูโอเรสเซน  

โกโมไรมิเทนามินซิลเวอร 

ปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส 

ยิมซา 

อิมมูโนฟลูโอเรสเซน  

โกโมไรมิเทนามินซิลเวอร 

ปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส 

15 

84 

61 

84 

54 

100 

63 

100 
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  การตรวจเชื้อจากเสมหะจงึเปนวธิี noninvasive ที่ไดผลดี และควรนํามาใชเพื่อหลีกเลี่ยง

การสองกลอง ซึ่งมีภาวะแทรกซอนสูงกวา  

  การวนิิจฉัยปอดติดเชื้อนิวโมชิสติสจิโรเวคซี โดยวธีีปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส เร่ิมทํา การ

ทดลองครั้งแรก ในป ค.ศ. 1990 โดย Wakefield และคณะ ตอมามีการพัฒนาเทคนิคปฏิกิริยาลกูโซ

โพลีเมอรเรสมกีารใชหลายแบบ ทั้ง single round touchdown PCR nested PCR quantitative 

real time PCR โดยมีการใช gene target ที่แตกตางกัน 

  การศึกษาการตรวจเชื้อดวยวิธีปฏิกิริยาลกูโซโพลเีมอรเรส มักใหผลการศึกษาที่แตกตางกนั

[66] เนื่องจากมีความแตกตางของประชากรที่ทาํการศึกษา ระเบียบวธิีรวมทั้งขัน้ตอนการทํา

ปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส และระเบียบวธิีวิจัย ดังนี ้

 1. ความแตกตางของประชากรทีท่ําการศกึษา  

1.1 ผูปวยเอดส ชึง่พบวามีความไวในการวนิจิฉัยสูงกวาผูปวยกลุมอ่ืน 

1.2 การไดรับยาปองกันปอดติดเชื้อนิวโมชิสติสจิโรเวคซ ีมากอนเขารับการศึกษา 

1.3 ผูเปนพาหะของเชื้อนวิโมชสิติส ชึ่งพบในผูปวยภูมิคุมกนับกพรองอื่นๆ ที่ไมเปน

เอดสมากกวาผูปวยเอดส 

1.4 ผูปวยโรคปอด เชน ถงุลมโปงพอง (COPD) มี ผูเปนพาหะของเชื้อนวิโมชิสติส

เพิ่มข้ึน 

  2. ระเบียบวิธรีวมทัง้ขั้นตอนการทําปฏิกริิยาลูกโซโพลีเมอรเรส (PCR method 

performance)  

2.1 ปริมาณดีเอ็นเอ(DNA) ของเชื้อ พบในทางเดินหายใจสวนลางมากกวาสวนบน 

2.2 Primer ที่แตกตางกนั ทําใหมีความจาํเพาะแตกตางกนั 

2.3 วิธีการเตรียมดีเอ็นเอที่แตกตางกนั ทําใหมีความไวแตกตางกนั 

2.4 PCR inhibitor แตกตางกันในแตละส่ิงสงตรวจ 

2.5 PCR target multicopy gene มีความไวสูงกวา single copy gene  

2.6 nested PCR มีความไวสงูกวา single PCR 

 3.ระเบียบวธิีวจิัย 

 การใชวิธมีาตรฐาน( gold standard) ในการวินิจฉยั และใหคําจํากดัความ ปอดติดเชื้อนิว

โมชิสติสจิโรเวคซี ที่แตกตางกัน 
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สําหรับผลการศึกษาความไวและความจาํเพาะของปฏิกริิยาลูกโซโพลีเมอรเรส มีดังนี ้

 

ตารางที่ 4 ประสิทธิภาพของการตรวจเชื้อนิวโมชิสติสดวยวิธีปฏิกิริยาลูกโซโพลเีมอรเรสจากตัวอยาง

น้ําลางปอด 

การศึกษา ปค.ศ. จํานวน

ผูปวย 

เทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ

โพลีเมอรเรส  

ความไว 

(รอยละ) 

ความจาํเพาะ 

(รอยละ)  

Wakefield [47] 

Cartwright [48] 

Moonens [49] 

Leibovitz [50] 

Ribes [51] 

HelwegLasen[52]  

Caliendo [53] 

Sing [54] 

Takahashi [55] 

Lipschik [56] 

Skoet [57] 

Moonens [49] 

Weig [58,59]  

Rabodonirina[60]  

Mathis [61] 

Torres [62]  

Agostoni [63] 

Sing [54]  

Olssan [64]  

 

1991 

1994 

1995 

1995 

1997 

1998 

1998 

2000 

2002 

1992 

1995 

1995 

1996 

1997 

1997 

2000 

2000 

2000 

2001 

51 

154 

43 

200 

129 

61 

112 

259 

81 

113 

117 

18 

46 

127 

312 

47 

146 

257 

32 

Single 

Single 

Single 

Single 

Single 

Single 

Single 

Single 

Single 

Nested 

Nested 

Nested  

Nested 

Nested 

Nested 

Nested 

Nested 

Nested 

Nested 

95 

100 

100 

85.3 

100 

100 

100 

100 

100 

84.2 

85 

100 

100 

100 

97.5 

100 

100 

100 

87.5 

96.8 

99.3 

96.7 

96.8 

79.3 

90.9 

97.9 

96.6 

80.7 

92.6 

100 

83.3 

72.2 

77 

97.8 

86.2 

76 

88.2 

58.3 

 

การศึกษาสวนใหญมีความไวและความจาํเพาะการตรวจปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรสในน้าํลางปอด 

90-100% 
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ตารางที่ 5 ประสิทธิภาพของการตรวจเชื้อนิวโมชิสติสดวยวิธีปฏิกิริยาลูกโซโพลเีมอรเรสจากตัวอยาง

เสมหะ 

การศึกษา ปค.ศ. จํานวน

ผูปวย 

เทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ

โพลีเมอรเรส  

ความไว 

(รอยละ) 

ความจาํเพาะ 

(รอยละ)  

Wakefield [47] 

Cartwright [48] 

Leibovitz [50]  

Chouaid [65]  

Sing [54] 

Lipschik [56]  

Skoet [57] 

Weig [58,59] 

Mathis [61] 

Caleindo [53]  

Sing [54]  

Olsson [64] 

 

1991 

1994 

1995 

1995 

2000 

1992 

1995 

1996 

1997 

1998 

2000 

2001 

37 

207 

84 

49 

94 

71 

33 

162 

403 

120 

159 

57 

Single 

Single 

Single 

Single 

Single 

Nested 

Nested 

Nested 

Nested 

Nested 

Nested 

Nested 

 

90 

100 

75 

100 

100 

100 

69.2 

47.8 

91.7 

95.5 

100 

100 

94.1 

97.6 

92.1 

100 

98.9 

92.6 

95 

91.4 

98.3 

93.9 

94.8 

60 
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บทที่ 4 
 

ความรูพืน้ฐานทาง Phylogenetics และ Molecular typing ของเชื้อนิวโมซิสติสจิโรเวคซี 
 

  เชื้อนิวโมซิสติสจิโรเวคซ ี มีความหลากหลายของลาํดับเบสในยนี (gene)หลายชนิด เชน 

mitochondrial large subunit ribosomal RNA, mitochondrial small subunit ribosomal RNA, 

thymidylate synthase, arom locus, beta tubulin และ dihydropteroate synthase ซึ่งเมื่อทาํการ

วิเคราะหความแตกตางในลาํดับเบสของยนีตางๆ(genetic divergence) ระหวางเชือ้ที่ทาํใหเกิดโรค

ในคนและสัตวพบวา เชื้อนิวโมซิสติส มีการติดเชื้อที่จําเพาะกับโฮสต  

 สําหรับเชื้อนิวโมซิสติสจิโรเวคซีที่กอโรคในคน มีความแตกตางในลําดับเบสของยีนตางๆ ดัง

แสดงในตารางที ่6 [67] 

เชื้อนิวโมซิสติสจิโรเวคซ ีมี nuclear RNA transcripts 3 ชนิด คือ 18S 5.8S และ 26 S 

 
ระหวาง 3 gene มี ITS ( Internal transcribed spacer ) คั่นอยู มีความหลากหลาย ของ ITS 

sequence โดย ITS1 มี 15 genotype ITS2 มี 14 genotype ดังแสดงในตารางที่ 7 

นอกจากนีเ้มื่อพิจารณาลาํดบัเบสของ ITS1 และ ITS2 จะรวมกนั จะพบความหลากหลาย

ในรูปของ combination type มากขึ้น ซึง่รายงานจากทั่วโลก พบวามีถึง 65 genotype และพบ ITS 

sequence type (B2 a1) มากที่สุด genotype ที่แตกตางกนัดังกลาวจึงมีประโยชนในการศึกษาทาง

ระบาดวิทยาของเชื้อได นอกจากนี้ยงัพบวา ความแตกตางของ genotype ดังกลาวมีผลตอความ

รุนแรงของโรคอีกดวย type (B2 a1) มีความสัมพนัธกับการติดเชื้อที่มีอาการรุนแรงนอย type (B1 a3) 

และ (A2 c1) ความสัมพนัธกบัอาการรุนแรงปานกลางถงึมาก  

   การศึกษาในประเทศไทย พบวามี genotype ดังรูปที่12  

 การตรวจ PCR ของเชื้อนิวโมซิสติสจิโรเวคซี มีประโยชนทางคลนิิกหลายอยาง 

 1.เพื่อวินจิฉัยการติดเชื้อนวิโมซิสติสจิโรเวคซี 

 2.เพื่อศึกษาทางระบาดวิทยาซึง่พบวา 

2.1ผูปวยมกีารติดเชื้อไดมากกวา 1 type  

2.2การติดเชื้อเกิดจากทั้ง reactivation และ person to person transmission  

 3.ใชตรวจการดื้อยาของเชื้อได โดยการตรวจ target gene DHPS (dihydropteroate 

synthase gene) โดยการเกิด mutation มีความสมัพนัธกับการเกิดการดื้อยากลุม sulfa (รูปที่13) 
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4.ชวยทํานายการดําเนินโรค (prognosis) โดยผูปวยที่ตดิเชื้อและมี DHPS mutation มี

โอกาสเสยีชีวติมากกวา แตอยางไรก็ตามการศึกษาดังกลาวยงัตองมกีารศึกษามากขึ้น เพื่อสรุปผล

ดังกลาวใหไดอยางชัดเจน (รูปที่14) 

 

 
รูปที่12 แผนภูมิแทงแสดง genotypeของเชื้อนิวโมซิสติสจิโรเวคซ ีในประเทศไทย[68] 

           

 

          
รูปที่ 13 A การผาเหลาในยนี DHPS(dihydropteroate synthase) กับความสัมพนัธของการดื้อยา 

sulfonamide 

B ตําแหนงเบสที่พบการผาเหลาในยนี DHPS (dihydropteroate synthase)  

C ความสมัพนัธของผลการตรวจโดยวิธีปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรสกบัการผาเหลาในยีน 

DHPS 
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ตารางที่6 genetic divergence ของเชื้อนวิโมซิสติสจิโรเวคซี ที่กอโรคในคน  
Gene Size 

(bp) 
Number of  
different 
sequences 
type 

Polymorphic 
nucleotide 
position 

Nucleotide 
substitution 

mitochondrial large subunit ribosomal 

RNA  

356 5 81 

85 

248 

C/T 

T/C/A 

C/T 

mitochondrial small subunit rRNA  300 2 160 

196 

C/A 

T/G 

5S rRNA 120 6 23 

63 

79 

82 

88 

T/G 

A/T 

T/C 

A/G 

T/C 

Arom 237 4 121 

208 

T/C 

A/G/C 

ITS1 

ITS2 

161  

192 

21 

29 

(ตารางที่7)  

ITS1+2combination  65 (ตารางที่7)  

DHPS 834 5 Wild type (รูปที่12) 

Codon 55 

Codon 57 

Codon 60 

 

Cytochrome b 1038 7 279 

362 

369 

516 

1032 

C/T 

C/T 

G/T 

C/T 

T/A 

SSCP 

ITS1 

26S 

Mt26S 

Beta tubulin 

 

204bp  

426bp 

340bp 

309bp 

35 Not applicable Number of patterns 

3 

6 

4 

3 

Tandem repeats in the MSG gene 123bp 5 6 tandem 

10 nucleotide 

repeats 

5 patterns:number 

of repeats from 2-6 
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ตารางที่7 ITS1 และ ITS 2 

 

ITS 1 
ITS1 type 
Consensus 
 
 
Lee 

 
 
 
 
Wakefield 

Nucleotide 
position(bp) 
6 
T 

 
 
12 
T 

 
 
15 
A 

 
 
21 
T 

 
 
23-24 
TT 

 
 
28 
T 

 
 
34 
T 

 
 
42 
T 

 
 
53-54 
AT 

 
 
80-81 
AG 
 

A A1 C T A T - T T T - - 

B A2 C - A T - T T T - - 

C B3 C - A T - T T T - AG 

D  C T A T - T T T - AG 

E B1 T - A T - T T T - AG 

F C T - A T - T T T - AG 

G A4 T - A T - T T T - - 

H  T - A T TT C T T - AG 

I  T - A T - C T T AT AG 

J  T - C T - C T T - AG 

K  T - C T - C T T - AG 

L  T - A T - T C T - AG 

M  T - A T - T T C - AG 

N B2 T - A A - T T T - AG 

O  T T A T - T T T - AG 

 A3 T -  A      - 

 B4 T -  G      AG 

 B5 T -  T      TG 

 B6 T A  T      AG 
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ITS2 
ITS1 type 
Consensus 
 
 
Lee 

 
 
 
 
Wakefield 

Nucleotide 
position(bp) 
52-57 
TAATAA 

 
 
61-65 
AAATA 

 
 
68-74 
AATATTT 

 
 
76 
T 

 
 
122 
C 

 
 
160 
G 

 
 
166-171 
ATATAT 

 
 
173 
G 

 
 
177-183 
CAAATA 

a d1 TAA-- AA-TA AATATTT - -  ATATAT G ----- 

b b1 TAA-- AA-TA AATATTT - -  --ATAT G ----- 

c b2 TAA-- AA-TA AATATTT - C T --ATAT G ----- 

d b2 TAA-- AA-TA AATATTT - C  --ATAT G ----- 

e a1 TAA-- AA-TA AATATTT - -  ---AT G ----- 

f a4 TAA-- AA-TA AATATTT T -  ---AT A ----- 

g a3 TAA-- AA-TA AATAATT - -  ---AT A ----- 

h a4 TAA-- AA-TA AATATTT - -  ---AT A ----- 

i/l c1 ----- AAATA ----- - -  ---AT A ----- 

j  ----- ----- AATAATT - -  --ATAT G ----- 

k  ----- ----- AATAATT - -  ---AT A CAAAATA 

m  TAATAA AA-TA AATAATT - -  ---AT A ----- 

n  TAA-AT AA-TA  - -  ----- A ----- 

 a2 TAA--  AATAATT  -  ---AT G ----- 

 a5 TAA--  AATATAT  -  ---AT G ----- 

 a6 TAG--  AATATTT  -  ---AT A ----- 

 b3 TAA--  AATGTTT  C  --ATAT G ----- 

 c2 ------ AAATA -------  -  ---AT G ----- 

 d2 TAA--  AACATTT  -  ATATAT G ----- 

 e1 TAATAA  AATAATT  -  ---AT A CAAAATA 

 e2 TAA--  AATATTT  -  ---AT A CAAAATA 

 e3 AAATAA  AATAATT  -  ---AT A CAAAATA 

 f TAA--  AATAATT  -  ---AT A --ATA 
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รูปที่14 แสดงความเสีย่งตอการเสียชวีิตในผูปวยเอดสที่ติดเชื้อ PCP เปรียบเทียบระหวาง 

wild type กับ DHPS mutation [67] 
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บทที่ 5 
 

วิธีดําเนินการวิจัย 
 

รูปแบบการวจิัย (Research design) 
           เปนการศึกษาเชงิพรรณนา (Descriptive study) 

 
ระเบียบวธิวีจิัย (Research methodology) 
           ประชากรเปาหมาย (Target population)  

           ผูปวยเอดสทุกรายที่เขารับการรักษาในโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ ที่มีอาการทางคลินิก และ

ภาพรังสีปอดเขาไดกับปอดติดเชื้อนิวโมซสิติสจิโรเวคซี    

 

           ประชากรที่ใชในการศึกษา (Study population) 

           ประชากรเปาหมายทุกคนที่ยนิดีเขารวมโครงการหลังจากไดรับการอธิบายรายละเอยีดของ

โครงการแลว โดยผูปวยทั้งหมดเปนผูปวยที่เขารับการรักษาแบบผูปวยในโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ 

ระหวางเดือนมีนาคม 2549 ถึงเดือนพฤศจิกายน 2549 

 

  เกณฑในการคัดเลือกผูปวยเขาการศึกษา (Inclusion criteria) 

            1.  ผูปวยที่อายุตัง้แต 15 ปข้ึนไปทั้งหญิงและชาย 

   2. .ผูปวยเอดส 

            3.  มอีาการทางคลินิก 3 ใน  5  ขอ และ ภาพรังสีปอดเขาไดกับปอดติดเชื้อนิวโมซิสติส       

จิโรเวคซี  ซึ่งมขีอกําหนดดังนี ้

             3.1อาการทางคลนิิกที่เขาขายภาวะปอดติดเชื้อนิวโมซิสติสจิโรเวคซี       ตองมี

อยางนอย 3ใน5 ขอ ตอไปนี ้

                                    3.1.1   ไข  3  วัน  ถึง 3 สัปดาห   

                                    3.1..2  อาการเหนือ่ยที่ดําเนนิไปอยางชาๆ  

                                    3.1. 3  ไอ     

                                    3.1. 4  ภาวะออกซิเจนในเลือดต่ํา 

                                        3.1.5  ตอบสนองตอการรักษาดัวยยารักษา  PCP  ไดแก  trimethoprim-

sulfamethoxazole   หรือ  clindamycin กับ  primaquine   
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                             3.2 ภาพรังสีปอด ของโรคปอดติดเชื้อนิวโมซิสติสจิโรเวคซีอาจมีลักษณะ     

อยางใดอยางหนึง่ดังนี ้

                             3.2.1  ปกติ 

                             3.2.2  diffuse  infiltration   

                             3.2.3  perihilar  infiltration  

 

    เกณฑในการคัดเลือกผูปวยออกจากการศึกษา (Exclusion criteria) 

   1. ผูปวยที่ไมยินยอมเขาการศึกษาแมไดอธิบายแลว 

   2. ผูปวยที่มโีรคอันเปนขอหามในการกระตุนเสมหะ หรือ สองกลอง 

   3. ผูปวยที่ตรวจพบเชื้ออ่ืนที่เปนสาเหตุของปอดติดเชื้อโดยไมพบเชื้อนิวโมซิสติสจิโรเวคซี    

               4. ผูปวยที่ไมเขาเกณฑการวนิจิฉัยปอดติดเชื้อ นวิโมซิสติสจิโรเวคซี  ตามเกณฑดงักลาว

ขางตน 

 

               การคํานวณขนาดตัวอยาง 

   จากสูตร n = Z2
α P(1-P)/ d2 

                        n     =   จํานวนผูปวยที่เก็บตัวอยางของเสมหะหรอืน้ําลางปอด                                         

            Z α  =  Z 0.1   =   1.64 (two tail) ทีค่วามเชื่อมัน่ 90% 

                        d    =   acceptable error =  15% 

                         P          =            คาความคาดหวงัความไวของการตรวจ ในที่นีเ้ทากับ 70%[11] 

                         n          =   1.642* (0.7)(0.3)/ (0.15)2   =   25    

                เนือ่งจากคาประมาณความชุกของปอดติดเชื้อนิวโมซิสติสจิโรเวคซี ในผูปวยเอดสทีม่ี

ภาพรังสีปอดผิดปกติเทากบั 80%  

                ดังนั้นจะตองใชจาํนวนตวัอยางทั้งหมด 25  x (100/80)    =     32   ราย        

     

   วิธีการศึกษา 

               1.  ซักประวัติ ตรวจรางกาย ตรวจสอบยาที่รับประทานอยู และบันทกึขอมูล 

               2.  ถายภาพรังสปีอด และ เจาะเลือดตรวจหาระดับ  CD4 ในรายที่ไมเคยตรวจมากอน 

               3. ผูปวยที่ศึกษาทุกรายจะไดรับการตรวจเสมหะ 3  คร้ัง  โดยการกระตุนเสมหะ ดวย

เทคนิคของ Zaman [6]   โดยใช 3% saline ปริมาณ 100 มล.  พนดวย ultrasonic  nebulizer   flow  

10  ลิตรตอนาที   เปนเวลา  15-30  นาที  ใหไดเสมหะอยางนอย  2  มล.   เพื่อนําไปยอมยิมซา     
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โกโมไรมิเทนนามินซิลเวอร   โทลูอิดินบลูโอ   อิมมูโนฟลูโอเรสเซน  และปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส 

โดยเสมหะทีย่อมอิมมูโนฟลโูอเรสเซนมีปริมาณอยางนอย 0.5 มล.[69]    

      ผูปวยทีม่ีภาวะหายใจลมเหลว (respiratory  failure)  หรือกําลงัจะเกิดภาวะหายใจ

ลมเหลว (impending respiratory failure)    ซึ่งใสทอชวยหายใจ และเครื่องชวยหายใจ    จะเกบ็

เสมหะโดยพน 3% saline nebulizer ปริมาณ 5 มล.  เปนเวลา  5-10  นาที  ใหไดเสมหะอยางนอย  

2  มล. 

                สําหรับการเก็บส่ิงสงตรวจจากการสองกลอง  (bronchoscopy)   หรือ  bronchoalveolar 

larvage (BAL)   โดยใช 0.9%saline  ปริมาณ  50- 150 มล.  ลางและดูดเสมหะที่ Right  middle  

lobe  bronchus หรือ  Right  lower  lobe  bronchus   เพื่อใหไดน้าํลางปอด 25-30 มล.  และนําสง 

ตรวจเชื้อนิวโมซิสติสจิโรเวคซีดวยการยอมสีวิธีตางๆ  และวิธีปฏิกิริยาลูกโซโพลเีมอรเรสเชนเดียวกับ

เสมหะขางตน    

     4.ใหการรักษาตามอาการ และรักษาการติดเชื้อ นิวโมซิสติสจิโรเวคซี   โดยทนัที   โดยใช

สูตรมาตรฐาน  trimetroprim-sulfamethoxazole  หรือ  clindamycin  รวมกับ primaquine   และ

ประเมินผลที่ 3  สัปดาหหลงัการรักษา 

 
กระบวนการเก็บเสมหะและน้ําลางปอด  

เทคนิคการกระตุนเสมหะ (Sputum induction technique) 

  อุปกรณ    

1. Ultrasonic nebulizer 

2. 3% saline  50-100  มล. 

3. Face mask 

4. กระปุกเก็บเสมหะ 
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Ultrasonic nebulizer 

    
                   รูปที ่15  Ultrasonic nebulizer   

      

               Ultrasonic nebulizer  เปนเครื่องมือที่ใช Piezoelectric crystal  สรางละอองฝอย 

(aerosol)  โดย  crystal  transducer  เปลีย่นสัญญาณกระแสไฟฟา (electrical  signal)  เปนการ

สั่นสะเทือนคลื่นเสียงความถี่สูง (high frequency acoustic vibration)  ทําใหเกิด oscillation wave 

ที ่ sterile buffer  fluid  ในกระบอกใสน้ํา(water  filled  couplant reservoir)   ผานไปสู solution 

chamber  ทําใหเกิดละอองฝอย (aerosol particle)   การใช Ultrasonic nebulizer  จะทําใหเกิด   

mucocilliary  clearance   เพิ่มปริมาณสารน้ําบนผิวเซลลเยื่อบุในหลอดลม   กระตุน cough reflex  

 

 ข้ันตอนการกระตุนเสมหะ  

               1.   อธิบายผูปวยถึงวธิีการกระตุนเสมหะ 

                2.  ใหผูปวยนัง่  

                3.  ใหผูปวยบวนปาก  เพื่อลดการปนเปอนเสมหะ 

                4.   เตรียมเครื่อง nebulizer   ใส 3% saline 50-100 มล. ใน  solution chamber   และ

ใส sterile water ใน water  filled  couplant reservoir   

                5.   ใส mask ใหขนาดเหมาะกบัหนาผูปวย  ตอกับเครื่อง nebulizer 

                6.    เปดเครื่อง nebulizer   จะมี aerosol ออกมา  ใหผูปวยหายใจชาๆ ลึกๆ 

                7.    เคาะปอด  (manual chest percussion)  พรอมกับกระตุนเสมหะดวย  nebulizer 

                8.    สังเกตอาการและภาวะแทรกซอนจากการกระตุนเสมหะ 

                9.    ใชเวลากระตุนเสมหะประมาณ 30 นาที    ใหผูปวยพยายามไอ   เก็บเสมหะในกลอง

ใสเสมหะ และนําสงตรวจทนัท ี
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 กระบวนการเตรียมเสมหะ   

                ใชวิธี cytocentrifuge  โดยใหไดปริมาณเสมหะอยางนอย 2 มล.  ใส mucolytic  

reagent  (0.3% dithiothreitol (DTT))  รวมกับเสมหะในปริมาณเทากนักับปริมาณเสมหะ    และ  

incubate  ที่อุณหภูมิ 37องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาท ี หลังจากนั้นนํามา ผสมใน vortex  mixer    

ปน 1500  รอบตอนาที  เปนเวลา 15 นาที      เท supernatant ทิ้ง ใหเหลือ 1 มล.   นาํสวน pellet  

มาเตรียมสไลด 

  

 
                          รูปที1่6      วิธ ีcytocentrifuge        

 

 การสองกลอง 

 

   
          รูปที่ 17      Bronchoscope  
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  ข้ันตอนการทาํ    

   พนยาชาที่คอ (pharynx)  เพื่อลด Gag reflex  ที่อาจถกูกระตุนจากการสองกลอง    ใส

กลองทางปาก ผานสู vocal cord    พนยาชาบริเวณ vocal cord   ผานกลองเขาสูหลอดลม  ไปที ่

Right  middle  lobe  bronchus หรือ Right  lower  lobe  bronchus   ใช saline  ปริมาณ         

50- 150  มล.   ลางและดูดน้าํลางปอดจาก alveoli    เพื่อใหไดน้ําลางปอด 25-30  มล. 

 

 กระบวนการเตรียมน้ําลางปอด  

                นําน้ําลางปอด  25-30  มล.  ปน 3000 รอบตอนาที  เปนเวลา 15 นาที   เท supernatant 

ทิ้ง ใหเหลือ1 มล.  จะไดน้าํลางปอดมาเตรียมสไลด 

 
กระบวนการยอมสีชนิดตางๆ 

การยอมสียมิซา   [70] 

 

       สารละลาย 

• ใชน้ํายายมิซา  

• Buffer pH 7.2 

• Absolute methanol 

   

                                                                                                     รูปที ่18 การยอมสียิมซา  

วิธีการยอม 

1. smear เสมหะ หรือ  น้ําลางปอดบนสไลด                                                   

2. นํามาตรึงใหคงสภาพดวย   absolute methanol  เปนเวลา 5 นาท ี แลวทิง้ไวใหแหง 

3. เตรียมสียิมซา   ผสมกับ Buffer pH 7.2 ในอัตราสวน1:15  แลวยอม smear เปนเวลา 15 นาที   

4. ลางน้ําออก 1-2 คร้ัง ทิง้ไวใหแหง 

 

ผลการยอม    โทรโฟซอยต (trophic form) ติดสีมวงชัดเจน  สวนผนงัซิสตจะไมติดสี  ขนาด 4-6 

ไมครอน 
 

. 
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   การยอมสีโกโมไรมิเทนนามนิซิลเวอร   [71-74] 

       สารละลาย                                                                            Absolute methanol 

• 5% chromic acid    

• 1% potassium metabisulfate 

• 3% hexamethenamine 

• 5% silver nitrate 

• 0.2% gold chloride 

• 2% sodium thiosulfate 

• 0.02% light green                                 

• DMSO (dimethylsulforide)       รูปที ่19  การยอมโกโมไรมิเทนนามนิซลิเวอร   

 

 วิธีการยอม 

 1. smear เสมหะ หรือ BAL  บนสไลด    

 2. นํามาตรึงใหคงสภาพดวย   absolute methanol  เปนเวลา 5 นาท ี แลวทิ้งไวใหแหง 

 3. แชสไลดใน  5% chromic acid ที่อุณหภูมิ 65 0 c นาน 1 นาที  จุมลางในน้าํกลัน่ 2 คร้ัง 

 4. แชสไลดใน 1% potassium metabisulfate นาน 1 นาท ี จุมลางในน้าํกลัน่ 2 ครั้ง  

 5. แชสไลดใน  MSN-DMSO ที่อุณหภูม ิ95 0 c นาน 2 นาท ี จุมลางในน้าํกลัน่ 2 คร้ัง 

 6. แชสไลดใน  0.2% gold chloride นาน 2 นาท ี จุมลางในน้าํกลัน่ 2 คร้ัง 

 7. แชสไลดใน  2% sodium thiosulfate  นาน 1 นาท ี จุมลางในน้ํากลั่น 2 คร้ัง 

 8. แชสไลดใน  0.02% light green นาน 1 นาท ี จุมลางในน้าํกลัน่ 2 คร้ัง 

 9. แชสไลดใน  95% ethanol 2  คร้ังๆ ละ 1 นาท ี  

10.แชสไลดใน  absolute ethanol 2   คร้ังๆ ละ1 นาท ี  

11.แชสไลดใน  xylene  นาน 1 นาท ี  

12. นาํไป mount ดวย permount 

 

 ผลการยอม    ผนังซิสต และ โทรโฟซอยต (trophic form) ภายในซิสตของเชื้อ จะติดสี

น้ําตาลดาํ มกัพบเชื้ออยูรวมกันเปนกลุมๆ รูปรางกลมหรอืคลายรูปถวย รูปพระจนัทรเสี้ยว หรือพบ

ผนังซิสตเปนลกัษณะพบัเปนรอยคลายเครื่องหมายวงเลบ็ 
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 การยอมสีโทลอิูดินบลูโอ    

       สารละลาย 

• Glacial acetic acid    

• Sulfuric  

• acid, concentrated 

• Toluidine blue O  

• 100% Methy alcohol 

 

 

รูปที่20  การยอมโทลูอิดินบลูโอ          

      เตรียม Sulfation reagent 

1.ใส Glacial acetic acid   45 มล.ใน Coplin Jar   

2. คอยๆ เติม Concentrated sulfuric acid 15 มล. ผสมกับ Glacial acetic acid  เก็บไวในตูเยน็   

สีที่ผสมแลวเกบ็ไวใชได 1 สัปดาห  แตถานํามาใชยอมแลวเก็บไวไดเพยีง 1 วนั 

 

 วิธีการยอม 

1.  smear เสมหะ หรือน้าํลางปอดบนสไลด    ทิ้งไวใหแหง 

2.  จุมสไลดใน sulfation reagent  แชทิ้งไว  10 นาท ี  

3.  ลางในน้าํกลั่น  นาน  5  นาท ี

4.  จุมสไลดในโทลูอิดนิบลโูอ  แชทิ้งไว  3  นาที   

5.  แชสไลดใน  95% ethyl  alcohol  10  วนิาท ี  เพื่อลางสียอม 

6.  แชสไลดใน 100% Methyl  alcohol  นาน 10  วนิาท ี เพื่อdecolorization 

7.  แชสไลดใน xylene  2  คร้ังๆ ละ  10  วินาท ี  

8.  นําไป mount ดวย permount 

 

 ผลการยอม    ซิสตขนาด 5 ไมครอน  ติดสมีวงแดง    ซิสตติดสีสม่ําเสมอ  ขอบชัด   มักพบ

เชื้อ      อยูรวมกันเปนกลุมๆ รูปรางกลมหรือคลายรูปถวย 

 

 

 



 34 

 การยอมอิมมูโนฟลูโอเรสเซน                                                                  

 

      สารละลาย 

• Phosphate  buffer saline  pH 7.4 

• ชุดยอม IFA  Pneumo cel                                      

• Acetone 

 

 

รูปที่ 21  อิมมโูนฟลโูอเรสเซน    

 

ชุดยอม IFA  Pneumo cel  จากบริษทั Cellabs  เปนชุดทดสอบ direct immunofluorescence  โดย

ใช fluorescein labelled mouse monoclonal antibody    ไดรับการทดสอบพบวามีความไวและ

ความจาํเพาะ 100%   ไมมี cross reactivity กับเชื้อ Cryptococcus neoformans,  Candida 

tropicalis,  Saccharomyces cerevesiae,  Aspergillus niger,  Candida krusei และ Candida 

albicans                                  

 

 วิธีการยอม 

1.   ผสม เสมหะ หรือ น้ําลางปอด กับ Phosphate  buffer saline  pH 7.4   

2.   หยอดตัวอยางลงในหลมุสไลด  ประมาณ 10  ไมโครลิตร  ทิ้งไวใหแหงที่อุณหภูมิหอง 

3.   Fixed สไลดดวย acetone  5 นาท ี ทิง้ไวใหแหง 

4.   เติมสารละลาย RP 1 (pneumo cel reagent)  10  ไมโครลิตร  ลงในหลุมตัวอยาง ให

น้ํายาคลุม           ทัว่ตัวอยาง  นาํสไลดไป incubate  ที่อุณหภูมิ  370 c   เปนเวลา  30  

นาท ี ตองไมใหสไลดแหง 

 5.  นาํมาลางดวยสารละลาย Phosphate  buffer saline  pH  7.4   ในภาชนะพรอมเขยา 

1-2 นาท ี

 6.  เติม RMF(mounting fluid) ลงบนหลุม  แลวปด coverslip  พยายามไมใหมฟีองอากาศ  

นําไปดูดวยกลองฟลูโอเรสเซน 

 

  ผลการยอม     เชื้อนวิโมซิสติสจะเรืองแสงสีเขียวออน(apple green fluorescence)   ซิสต 

รูปรางกลม ผนังหนา และพบ pleomorphic trophic form  เปนจุด  โดยมีพืน้สีแดงอมน้ําตาล 
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 การตรวจดวยวิธีปฏิกิริยาลกูโซโพลเีมอรเรส  (เทคนิค PCR) 

 เทคนิค PCR (Polymerase Chain Reaction) เปนเทคนคิใหมทางดานอณูชีววิทยา คิดคน

ข้ึนโดย Kary B. Mullis ในป ค.ศ. 1985    เปนวธิีเพิม่จํานวนของสารพนัธุกรรม DNA สวนที่มี

ความจาํเพาะตอจุลชีพที่ตองการตรวจหา    ทางทฤษฎีจะทําใหสามารถตรวจพบจุลชีพกอโรคใน

ระดับที่ต่ําไดถงึ 1 เซลลในสิง่สงตรวจตางๆ ได   ขั้นตอนของการทาํ PCR เปนการเลยีนแบบการเพิม่

จํานวนของสารพันธกุรรม DNA (DNA replication) ในหลอดทดลองโดยใหเกดิซ้าํกันหลายรอบ  

โดยมีขั้นตอนดังนี้คือ 

1. การใชความรอนระดับ  90-95 ºC เพื่อทาํให  DNA สายคูแยกออกจากกันเปนสายเดี่ยว 

ขั้นตอนนี้เรียกวา denaturation 

2. ตอไปเปนขั้นตอนที่เรียกวา primer annealing ทําไดโดยลดอุณหภูมิลงเหลือประมาณ 

40-60 ºC เพื่อใหสายนิวคลีโอไทดสังเคราะหขนาดยาว 20-30 เบสที่เรียกวา ไพรเมอร 

(primer) ที่มีความจาํเพาะตอเชื้อเขาไปจับคูสมกับ DNA สายเดีย่วตนแบบ (template) 

3. ขั้นตอไปคือ primer extension อาศัยเอ็นไซม Taq  DNA  Polymerase ในการสราง

สาย DNA ตอจากไพรเมอรทางดาน 3’-OH จนไดเปนสาย DNA ขนาดยาวเทาที่

ตองการ  โดยเอ็นไซมจะทํางานไดดีที่สุดทีอุ่ณหภูมิ 72 ºC 

 

 เวลาที่ใชในแตละขั้นตอนจะประมาณ 30 วนิาทีถงึ 2 นาท ี   รวม 3 ขั้นตอนเรียกวาเปน     

1 รอบของ PCR   เมื่อทําซ้าํๆ จํานวนหลายๆ รอบทําใหสามารถเพิ่มจํานวนชิน้สวน DNA ที่จําเพาะ

จากเดิมไดอยาง  exponential    ผลผลิตจะเทากับ 2n (n = จํานวนรอบของ PCR) 

 

 สําหรับ Target gene ที่ใชในการศึกษานีค้ือ  small  subunit ribosomal RNA  ซึ่งคลอบ

คลุมทั้ง  ITS1 และ 2     เมื่อเพิ่มปริมาณ DNA จะไดผลิตผลที่มีความยาว  587 คูเบส 

 

 ลําดับเบสของPrimer มีดังนี ้   

          PJ RNA FO    Forward primer 

    Sequence   CCG  TAG  GTG  AAC  CTG  CGG  A   ลําดับเบสนี้ไดจาก small subunit 

ribosomal RNA ของเชื้อนวิโมซิสติส 

                      PJ RNA RO    Reverse primer 

    Sequence   ATG  CTT  AAG  TTC  AGC  GGG  T      ลําดับเบสนี้ไดจาก small subunit 

ribosomal RNA ของเชื้อนวิโมซิสติส 
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 สําหรับลําดับเบสระหวาง Primer ทั้ง 2 มีดงันี ้

 
AGGTTTCCGT  GGTGAAACCT  GCGGAAGGAT  CATTAATGAA  TTACTGTCAA   
GGTTCATAAC  CTGGATCTTG  ATATTTCATT  TAAATACACG  TGAACATTAA 
TGATTGATTT  TGGCAGGACA  GGTTTCAGTT  TTCAAAGCTG  GAGGCTCGTT 
CTGCCAGAGG  TTTTAATATA  AAAAGCTTTT  TTTGTTCGTC  GGTAGATATA 
AATTTTTAAA  AAACTTTCAA  CAATGGATCT  CTTGGTTCTC  GCGTCGATGA 
AGAACGTGGC  AAAATGCGAT  AAGTAGTGTG  AATTGCAGAA  TTCAGTGAAT 
CATCGAATTT  TTGAACGCAA  ATTTGCGCTC  TCAGTATTCT  GGGGAGCATG 
CCTGTTTGAG  CGTCATTTAA  AAATTTGGAT  CTTTTATTTT  AAAGGGTTCG  
TGTTGGGTAT  GCATTTTTTG  CAAAATGCTG  GTCTGAAATA  GAGTTCGGCT 
TTATCAGTTC  ATGCAGCGTA  GTAGGGTTAA  TTCAATTCGT  TGCTTAAGAA     
ATGATGGGCT  GATTTTTTTC  GTGGATGCTT  TTGCAAGAAA  GCATGAGTTC  
TTTGACCTCA  AATCAGGCAG  GATTACCCGC  TGAACTTAAG  CATATC 

  

 

 วัสดุอุปกรณในการทํา PCR                                                                                                                 

 PCR   primers 

 PCR   reagent 

 Reagent  for  DNA  electrophoresis      

 Thermal  paper    

 Pipette tips  with  filter      10,100,1000  microlitre  

Microtube    

PCR  thermal cycler     
  

 วิธีการทํา  ประกอบดวย  

 1. การเตรียมสิ่งสงตรวจ  

     1.1 ทําการปน (centrifuge) ตัวอยาง   แลวดูดสวนน้าํใส (supernatant) ทิ้ง 

     1.2 เก็บตะกอน 20 μl ผาน QIA DNA minikit   เติมสารละลาย  ATL ปริมาตร 160 μl     

     1.3 เติม  proteinase K  ปริมาตร 20  μl 

     1.4 Incubate ไวขามคนืที่ 56 º C   ใน buffer AL  ปริมาตร 200  μl 

     1.5 Inactivation ดวยความรอนที่ 70 º C นาน 10 นาท ี
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     1.6 เติม ethanol  200  μl  นํามาปนที่ความเรว็  8000  rpm  เปนเวลา  1 นาท ี

     1.7 ดูดสวนน้ําใส(supernatant) ทิ้ง ใส buffer AW 1  500 μl  นํามาปน 8000 rpm 1 

นาท ี

     1.8    ดูดสวนน้ําใส (supernatant) ทิ้ง ใส buffer AW 2    นํามาปน  14000 rpm 3 นาท ี

     1.9    ดูดสวนน้ําใส (supernatant) ทิ้ง  นาํมาปน  14000 rpm 1 นาท ี

     1.10  เติม buffer AE  50 μl  ทิ้งไว 25 º C  5  นาที  นาํมาปน  8000 rpm 1 นาท ี

     1.11  ไดสารตั้งตน(sample) 40  μl 

             2. เตรียม PCR mix ในอัตราสวนดังนี ้  ปริมาตร (μl) ความเขมขนสดุทาย 

         1. 10 x  PCR   buffer                                1.5       

         2. 10 mM dNTP (A,C,G,T )        1.2μl each dNTPs 

         3. primer           

         4. Taq DNA Polymerase                          0.4 unit 

         5. เติมน้ําใหไดปริมาตร          15 

             3. นาํ PCR mix ในขอ 2  เขาสู PCR  thermal  cycler โดยใช 40  cycles  ซึ่งประกอบดวย

ขั้นตอนดังนี ้ Denaturation      94 0 c        30  วินาท ี

  Annealing          60  0 c       30  วินาท ี 

  Extension           72  0 c         1  นาท ี 

  ทําซ้าํ 40  รอบ 

และ Final primer extension         72  0 c          5 นาท ี 

4. นํา PCR product ที่ได มาวิเคราะหโดยวิธ ี electrophoresis บน  2%  agarose gel 

ใน 0.5x Tris –Borate EDTA buffer  เติม ethidium  bromide และอานผลโดยใช  

ultraviolet light   โดยใช marker VI  ของบริษัท Roche 
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                                    รูปที ่22 การตรวจดวยวธิีปฏิกริิยาลูกโซโพลีเมอรเรส     

 
การรวบรวมขอมูล(Data Collection)   

ขอมูลผูปวย       อายุ  เพศ   ระยะเวลาทีท่ราบวามีการตดิเชื้อ HIV    ปจจัยเสี่ยงตอการ   

ติดเชื้อ HIV   ปริมาณ CD4 lymphocyte  ประวัติยาปองกันการติดเชื้อ นวิโมซิสติสจโิรเวคซ ี   

ประวัติการติดเชื้อฉวยโอกาสอื่นๆ    

ขอมูลการเจ็บปวย     อาการและระยะเวลาการเปนไข   ไอ  เหนื่อย  ระดับออกซิเจนในเลือด   

ภาพรังสีปอด   ยารักษาการติดเชื้อนิวโมซสิติสจิโรเวคซี  ที่ไดรับยาปฏชิีวนะ และคอรติโคสเตียรอยด   

และวันที่เร่ิมใหการรักษา  วันที่ไดตรวจเสมหะและ bronchoscopy   (นับจากวนัที่เร่ิมมีอาการและ

วันที่รับไวในโรงพยาบาล)   ผลการตรวจเสมหะและ น้ําลางปอด    ผลขางเคียงจากการกระตุน

เสมหะและสองกลอง 

ขอมูลการรักษา    ผลตอบสนองตอยารักษา ที่ไดรับโดยประเมินผลที ่3  สัปดาหหลงัการ

รักษา   

 

การวิเคราะหขอมูล (Data Analysis) โดยใชคาสถิติ  คือ ความไว (Sensitivity) 

 

ปญหาทางจริยธรรม  (Ethical Consideration)   

1. การไดรับความยินยอมเปนลายลกัษณอักษร (Informed consent)  โดยผูปวยสามารถ

ถอนตัวจากการศึกษาไดถาผูปวยตองการ  โดยไมมเีงื่อนไขใดๆ ตอการรักษาที่พงึม ี
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2.การศึกษานีเ้ปนการศึกษาที่ทาํในผูปวยที่มีความจาํเปนจะตองตรวจเสมหะเพื่อการ

วินิจฉัยและรักษาอยูแลว ซึ่งอาจมีความเสีย่งบางแตคอนขางต่าํ เชนภาวะออกซิเจนในเลือดต่ํา

ชั่วคราว  หลอดลมหดรัดตัว  ไอเปนเลือด  และมีการแนะนําการปฏิบัติตัวและติดตามอาการอยาง

ใกลชิด  และไดรับการรักษาภาวะแทรกซอนทนัท ี

3. สงใหคณะกรรมการจริยธรรมของคณะแพทยศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลยั  เพื่อขอ

ความเห็นชอบกอน 

4.ขอมูลจากการศึกษาจะถูกเก็บเปนความลับของผูปวยแตละคน 
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บทที่ 6 
 

ผลการศึกษา 
 

ผูปวยเอดสทีม่ีอาการทางคลินิก  และภาพรังสีปอดเขาเขาเกณฑการวินิจฉยัปอดติดเชื้อ   

นิวโมซิสติสจิโรเวคซี มทีัง้สิน้ 35 ราย  เปนชาย 16 ราย (รอยละ45.7)  หญงิ 19 ราย (รอยละ54.3)           

อายุ  24-61  ป   ไดรับการวินิจฉยัโรคเอดสคร้ังแรก 18 ราย (รอยละ54.3)   ผูปวยทุกรายไมไดรับยา

ปองกนัการตดิเชื้อนิวโมซิสติสจโิรเวคซีมากอน   ผูปวยมีอาการของปอดติดเชื้อนิวโมซิสติส  จิโรเวคซี  

ดังนี้   ไข  27 ราย (รอยละ 77.1)   เหนื่อย  35 ราย (รอยละ 100) ไอ 35 ราย (รอยละ 100)   มีภาวะ

ออกซิเจนในเลือดต่ํา 33  ราย (รอยละ 94.3)   โดยผูปวยแตละรายมอีาการตั้งแต   3 ขอข้ึนไปตาม

เกณฑขอตกลงการวินิจฉัยปอดติดเชื้อนิวโมซิสติสจิโรเวคซีดังแสดงในรูปที่ 23 ผูปวยทีเ่ร่ิมมีอาการ

ภายในเวลา 14  วนักอนไดรับการวินจิฉัยรอยละ 65.7  และ รอยละ 91.4 เร่ิมมีอาการภายในเวลา 

21 วนักอนไดรับการวินจิฉัย   อาการเริ่มแรกกอนการวนิิจฉัยเร็วที่สุด  2  วนั  ชาที่สุด  30  วนั    

ผูปวยทุกรายมีภาพรังสีปอดแบบ diffuse infiltration   ผูปวยที่ระดบั CD4 lymphocyte  มากกวา 

200 เซลลตอไมโครลิตร มี 2 ราย (CD4 lymphocyte  248 และ 442) ผูปวย รอยละ 85.7  (30 ราย) 

มีการติดเชื้อฉวยโอกาสอื่นมากอน   ประกอบดวยการติดเชื้อไวรัสงูสวัด  7 ราย     เยื่อหุมสมอง

อักเสบจากเชือ้ Cryptococcus  2 ราย  วัณโรค  6  ราย    เชื้อราในปาก  20  ราย Oral hairy 

leucoplakia   8  ราย      มกีารติดเชื้อฉวยโอกาสอืน่(ไมรวม oral candidaisis)  รวมขณะมีปอดติด

เชื้อนิวโมซิสติสจิโรเวคซี  7 ราย   ไดแก วณัโรค  4 ราย   เชื้อไวรัส cytomegalovirus  2 ราย   และ 

disseminated strongyloidiasis รวมกับ gram negative  bacteremia  1 ราย      

ผูปวยทุกรายไดรับการกระตุนเสมหะ 3  คร้ังและสองกลองหลงัเก็บเสมหะครบ     มผูีปวยที่

ไมไดเสมหะเลย  3 ราย (รอยละ8.6) (ตารางที่ 8) ผูปวยทุกรายไมมีภาวะแทรกซอนรนุแรงจากการ

กระตุนเสมหะ    แตเกิดภาวะหายใจลมเหลวจากการสองกลอง  1  ราย  เนื่องจากม ีlaryngospasm 

และ  negative pressure  pulmonary  edema    หลังสองกลองมีออกซิเจนต่าํนานมากกวา   24 

ชั่วโมง  2 ราย  และมีไข  1 ราย 

 ผูปวยทุกรายไดรับการรักษาปอดติดเชื้อ นวิโมซิสติสจิโรเวคซี  ดวยยามาตรฐาน  มผีูปวย ที่

ไดรับยาคอรติโคสเตียรอยด    เนื่องจากมอีอกซิเจนต่าํ   PaO2  < 70  มม.ปรอท  หรือ  D(A-a)O2 > 

30  มม.ปรอท รอยละ94.3   และเสียชวีิต 1 รายจากปอดติดเชื้อนิวโมซิสติสจิโรเวคซี  เนื่องจากเกดิ

ภาวะ adult respiratory distress syndrome (ARDS)    รวมกับภาวะมีลมร่ัวใน    ชองอก

(pneumothorax)  และการเกิดชองรั่วระหวางหลอดลมและเนื้อปอด (bronchopulmonary fistula) 
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1+2+3+4+5
2+3+4+5
1+2+3+5
2+3+4
2+3+5

 
รูปที่ 23   แสดงจํานวนผูปวยในแตละกลุมอาการตามเกณฑขอตกลงการวนิิจฉัยปอดติดเชื้อ      นิว

โมซิสติสจิโรเวคซี 

1=ไข  3  วนั  ถึง 3 สัปดาห ,   2=อาการเหนื่อยที่ดําเนนิไปอยางชาๆ,   3= ไอ,    4= ภาวะออกซเิจน

ในเลือดต่ํา,   5= ตอบสนองตอการรักษาดวัยยารักษา  PCP   

 

ตารางที่ 8  แสดงจํานวนผูปวยและจาํนวนครั้งที่เก็บเสมหะหรือน้าํลางปอดได 

จํานวนเสมหะที่เก็บได 

 

จํานวนผูปวย 

n=35 

รอยละ 

0  คร้ัง 3 8.6 

1  คร้ัง 2 5.7 

2  คร้ัง 2 5.7 

3  คร้ัง 28 80 

จํานวนน้ําลางปอดที่เก็บได 34* 97.1 
*ผูปวย 1 ราย จากทั้งหมด 35 ราย มีภาวะ  laryngospasm และ negative pressure  pulmonary  

edema จึงตองหยุดการเก็บน้ําลางปอด 1 ราย 

6 ราย 

17.1% 

1 ราย 

2.9% 

1 ราย 

2.9% 1 ราย 

2.9% 

26 ราย 

74.5% 
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ผูปวยรอยละ 97  ไดรับการเก็บตัวอยางสงตรวจภายใน 7 วัน หลงัเริ่มใหยารักษา PCP    

โดยมีระยะเวลาสงตรวจโดยเฉลี่ย   ระยะเวลาสงตรวจเร็วที่สุด และชาที่สุด   ดงัตารางที ่9 

 

ตารางที่9    แสดงระยะเวลาที่สงตรวจ specimen (จํานวนวนั) หลังใหยารกัษา PCP 

ระยะเวลาที่สงตรวจ  specimen 

หลังใหยารกัษา  (จํานวนวนั) 

เสมหะ1 เสมหะ2 เสมหะ3 น้ําลางปอด 

Mean  1.2  1.89  2.74  3.51 

Median  1  1  2  3 

Minimum  0  0  0  1 

maximum 15 15 16 16 

 

               ผลการตรวจเสมหะและน้ําลางปอดดวยการยอมสีชนิดตางๆ  อิมมูโนฟลูโอเรสเซน  และ 

ปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส ดังแสดงในตารางที ่10 

 

ตารางที่ 10 แสดงความไวการตรวจเสมหะและน้ําลางปอดดวยการยอมสีชนิดตางๆ  อิมมูโน        

ฟลูโอเรสเซน  และ ปฏิกิริยาลูกโซโพลเีมอรเรส  (n=35) 

                                       Sensitivity  (%)  

  ยิมซา  โกโมไร 

มิเทนนามิน

ซิลเวอร 

โทลูอิดีนบลูโอ 

 

อิมมูโน  

ฟลูโอเรสเซน   

 

ปฏิกิริยา

ลูกโซโพลี

เมอรเรส   

เสมหะ1 22.9     60        51.4     77.1    88.6   

เสมหะ2 20       54 .3    45.7     65.7    77.1   

เสมหะ3 20       54.3     51.4     77.1    88.6   

เสมหะบวก1ใน 3* 40       77.1     62.9     88.6    91.4   

น้ําลางปอด 94.3     97.1     97.1      97.1    97.1   
* เสมหะพบเชือ้ต้ังแต 1 specimen ข้ึนไปในการตรวจแตละวิธ ีถือวาเปนบวก 

 

จากการศึกษาพบวา   การตรวจเสมหะในแตละครั้งดวยปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส  และ    

สียอมเดียวกันมีความไวใกลเคียงกนั  โดยปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรสมีความไวสงูสดุ รอยละ 88.6   
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ยิมซา มีความไวต่ําสุด  รอยละ 22.9     เมื่อตรวจเสมหะ 3 คร้ัง พบวามีความไวเพิม่มากกวา    การ

ตรวจเสมหะครั้งเดียว   โดยปฏิกิริยาลูกโซโพลเีมอรเรสมีความไวเพิ่มข้ึนถงึ รอยละ 91.4              

อิมมูโนฟลูโอเรสเซน  รอยละ 88.6    โกโมไรมิเทนนามนิซิลเวอร  รอยละ 77.1   โทลูอิดีนบลูโอ  รอย

ละ 62.9   สวนยมิซามีความไวต่ําสุด  รอยละ 40    การตรวจน้าํลางปอดมีความไวสงู  และไม

แตกตางกนัในแตละสียอม     อิมมูโนฟลูโอเรสเซนและปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส    เมื่อใช n  เปน

จํานวนเสมหะหรือน้ําลางปอดที่เก็บไดเทานั้น  จะพบวาความไวของการตรวจเสมหะ 3  คร้ัง ดวยโก

โมไรมิเทนนามินซิลเวอร สูงถึง รอยละ  84.3    อิมมโูนฟลโูอเรสเซน รอยละ 96.9   และปฏิกิริยา

ลูกโซโพลเีมอรเรส  รอยละ100   

 

ตารางที่ 11  แสดงความไวการตรวจเสมหะและน้ําลางปอดดวยการยอมสีชนิดตางๆ  อิมมูโน       

ฟลูโอเรสเซน และปฏิกิริยาลูกโซโพลเีมอรเรส เมื่อใช n เปนจํานวนเสมหะหรือน้าํลางปอดทีเ่ก็บได

เทานัน้ 

                Sensitivity(%)  ถา n เปนเสมหะที่เก็บได  n 

Total=35 ยิมซา โกโมไร 

มิเทนนามิน

ซิลเวอร 

โทลูอิดีนบลู

โอ 

 

อิมมูโน    

ฟลูโอเรสเซน   

 

ปฏิกิริยา

ลูกโซโพลี

เมอรเรส   

เสมหะ1 31 25.8    67.7     58     87.1    100   

เสมหะ2 28 25       67.9     57     82.1    96.4   

เสมหะ3 31 22.5    61.3     58     87.1    100   

เสมหะบวก1ใน 3๕ 32 43.8    84.3     68.8   96.9    100   

น้ําลางปอด 34 97       100      100    100     100    
* เสมหะพบเชือ้ต้ังแต 1 specimen ข้ึนไปในการตรวจแตละวิธ ีถือวาเปนบวก 

 

การตรวจเสมหะครั้งที่ 2  เพิม่ความไวจากการตรวจครั้งแรก รอยละ 2.9-11.5   คร้ังที่ 3  

เพิ่มความไวจากการตรวจ 2  คร้ัง  รอยละ 2.9 -8.6  โดยขึ้นกับชนิดสียอม   และการตรวจ            

น้ําลางปอด กจ็ะเพิ่มความไวเมื่อตรวจไมพบเชื้อจากเสมหะดวย   
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ตารางที่ 12  แสดงการเพิ่มความไวการตรวจเสมหะเมื่อเพิ่มจํานวนครัง้การตรวจเสมหะหรือเมื่อ  

สองกลองตรวจน้ําลางปอด (n=35) 

 เสมหะ1  
(%sensitivity) 

 

 

เสมหะ2 
(%sensitivity ที่

เพิ่มขึ้นเมื่อเสมหะ

ครั้งที่ 1 ไมพบเชื้อ) 

เสมหะ3 
(%sensitivity ที่

เพิ่มขึ้นเมื่อเสมหะ

ครั้งที่ 1+2 ไมพบ

เชื้อ) 

น้ําลางปอด 
(%sensitivity ที่

เพิ่มขึ้นเมื่อเสมหะ

ครั้งที่ 1+2+3 ไม

พบเชื้อ) 

ยิมซา 22.9    11.5    5.7     57.1   

โกโมไรมิเทนนามินซิลเวอร 60       11.5     5.7     22.9   

โทลูอิดีนบลูโอ   51.4     5.7       5.7      13      

อิมมูโนฟลูโอเรสเซน 77.1     2.9       8.6      11.5    

ปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส 88.6     0          2.9         8.6    

 

ตารางที่ 13  เปรียบเทียบความไวการตรวจเสมหะ 3 คร้ังในแตละวธิีกบัการตรวจน้าํลางปอด (n=35) 

                 Sensitivity (%)  

เสมหะพบเชื้อ 

1ใน 3 คร้ัง 

น้ําลางปอด 

ยิมซา 40        94.3     

โกโมไรมิเทนนามินซิลเวอร 77.1     97.1     

โทลูอิดีนบลูโอ   62.9     97.1      

อิมมูโนฟลูโอเรสเซน 88.6     97.1      

ปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส 91.4     97.1      

 

การยอมเสมหะหลายวธิีจะเพิ่มความไวมากขึ้น ในการยอมเสมหะครั้งแรก   ถายอม

cytochemical stain  2 วิธ ี  การยอมโกโมไรมิเทนนามนิซิลเวอร  และโทลูอิดีนบลูโอดีที่สุด โดยมี

ความไว รอยละ 74.3   ถาใช 3 วิธ ีมีความไวเพิ่มข้ึนเปน รอยละ 77.1  และถาใช รวมกับอิมมูโน  ฟลู

โอเรสเซนดวยจะมีความไวรอยละ 80    ใชรวมกับปฏิกริิยาลูกโซโพลีเมอรเรส จะมีความไว  รอยละ 

88.6    และถาตรวจเสมหะ 3 คร้ัง มีความไวสูงถงึ รอยละ 91.5    เมื่อใช n เปนจํานวนเสมหะที่เกบ็

ไดเทานัน้  จะมีความไวสงูถงึ รอยละ 100 
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ตารางที่ 14  แสดงการเพิ่มความไวการตรวจเสมหะเมื่อเพิ่มจํานวนครัง้การตรวจเสมหะ  โดยการ

ยอมสี 2-4 วิธี และปฏิกิริยาลูกโซโพลเีมอรเรส  (n=35) 

 Sensitivity (%)   

เสมหะ 1  เสมหะ1+ 2 เสมหะ1+2+3 

Giemsa+GMS+toluidine blue+PCR 88.6 88.6 91.5 

Giemsa+GMS+toluidine blue+IFA 80 85 91.5 

Giemsa+GMS+toluidine blue 77.1 82.9 85.7 

GMS+toluidine blue 74.3 80 82.9 

Giemsa+GMS 68.6 82.9 85.7 

Giemsa+toluidine blue 54.3 65.7 71.4 

เสมหะพบเชื้อในการยอมสีตั้งแต 1 วิธีข้ึนไปในการยอมส2ี-4 วิธีในแตละspecimen ถอืวาเปนบวก 
Giemsa  =   ยิมซา,  GMS  =   โกโมไรมิเทนนามินซิลเวอร,   toluidine blue =   โทลูอิดีนบลูโอ,                      

IFA  =   อิมมูโนฟลูโอเรสเซน,  PCR  =   ปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส 

 

ตารางที่ 15  แสดงการเพิ่มความไวการตรวจเสมหะเมื่อเพิ่มจํานวนครัง้การตรวจเสมหะ                

โดยการยอมสี 2-4 วิธ ีและ ปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส  เมื่อใช n เปนจํานวนเสมหะที่เก็บไดเทานัน้ 

 Sensitivity(%)  n=32 

เสมหะ1  เสมหะ1+2 เสมหะ1+2+3 

Giemsa+GMS+toluidine blue+PCR 96.9 96.9 100 

Giemsa+GMS+toluidine blue+IFA 87.5 93.8 100 

Giemsa+GMS+toluidine blue 84.4 90.6 93.8 

GMS+toluidine blue 81.3 87.5 90.6 

Giemsa+GMS 75 90.6 93.8 

Giemsa+toluidine blue 59.4 71.9 78.1 

เสมหะพบเชื้อในการยอมสีตั้งแต 1 วิธีข้ึนไปในการยอมส2ี-4 วิธีในแตละspecimen ถอืวาเปนบวก 
Giemsa  =  ยิมซา,  GMS  =  โกโมไรมิเทนนามินซิลเวอร,   toluidine blue  =  โทลูอิดีนบลูโอ,     IFA  =   อิมมูโน

ฟลูโอเรสเซน,  PCR  =   ปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส 

 

การตรวจเสมหะครั้งแรกดวยวิธีอิมมูโนฟลูโอเรสเซน รวมกับ cytochemical stain อ่ืนๆ  

เพิ่มความไวจากการยอมอิมมูโนฟลูโอเรสเซนเพียงอยางเดียวเพียงเล็กนอยเทานัน้   สวนการตรวจ
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ดวยปฏิกิริยาลูกโซโพลเีมอรเรส มีความไวสูงมาก รอยละ100  เมื่อใช n เปนจํานวนเสมหะที่เก็บได  

จึงสามารถใชตรวจเพียงวธิีเดียวได โดยไมมีความจาํเปนตองใชรวมกับวิธีอ่ืน  (ตารางที่ 16)   

 

ตารางที่ 16  เปรียบเทียบความไวที่เพิ่มข้ึนจากการยอมดวยอิมมโูนฟลูโอเรสเซน และการตรวจดวย

วิธีปฏิกิริยาลกูโซโพลเีมอรเรส (n=35) 

n=35 เสมหะ1 

PCR 88.6% 

Giemsa+ GMS+ toluidine blue+ IFA+ PCR 88.6% 

Giemsa+ GMS+ toluidine blue+ IFA 80% 

Giemsa+ GMS+ IFA 80% 

Giemsa+ toluidine blue+ IFA 80% 

GMS+ toluidine blue+ IFA 80% 

Giemsa+ IFA 77.1% 

toluidine blue+ IFA 80% 

GMS+ IFA 80% 

IFA 77.1% 

Giemsa  =  ยิมซา,  GMS  =  โกโมไรมิเทนนามินซิลเวอร,   toluidine blue  =  โทลูอิดีนบลูโอ,                              

IFA  =   อิมมูโนฟลูโอเรสเซน,  PCR  =   ปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส 
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บทที่ 7 
 

การอภิปรายผลการศึกษา 
 

 ปอดติดเชื้อนิวโมซิสติสจิโรเวคซี (PCP) เปนการติดเชื้อฉวยโอกาสที่พบไดบอยในผูปวย

เอดส ถึงแมวาผูปวยจะไดรับการรักษาแบบ empirical treatment ก็ตาม แตในผูปวยทีม่ีอาการปอด

ติดเชื้อรุนแรง หรือตอบสนองการรักษาชา หรือเคยไดรับยาปองกันการติดเชื้อ นวิโมซิสติสจิโรเวคซี 

มากอน ควรไดรับการตรวจยืนยนัการติดเชื้อ  

 เนื่องจากเชื้อนิวโมซิสติสจิโรเวคซี ไมสามารถเพาะเชื้อไดในหลอดทดลอง การยอมสี 

cytochemical stain อิมมูโนฟลูโอเรสเซน และตรวจ ปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรสจากเสมหะ หรือ น้ํา

ลางปอด จงึเปนการตรวจทางหองปฎิบัตกิารเพื่อใชในการวนิิจฉัย  

 ผลการตรวจยอมสีจากเสมหะ และน้าํลางปอด มีความไวแตกตางกันในแตละการศึกษา 

โดยขึ้นกับชนดิสีที่ยอมและวิธีการศึกษา ดังไดกลาวไวแลวขางตน การยอมจากน้าํลางปอดมี ความ

ไวมากกวาการยอมจากเสมหะ ในหลายการศึกษาพบวาการยอมเสมหะหลายครั้งเพิ่มความไวใน

การตรวจ เชื้อมากขึ้น โดยเฉพาะในการศึกษาของ Narasimha และคณะ[11] พบวาการตรวจเสมหะ

โดยการยอมสี โทลูอิดนีบลูโอ 3 คร้ังเพิ่มความไวจาก รอยละ 20-40 เปน 70 ซึ่งการศึกษาดงักลาว

ไดผลเชนเดียวกับการศึกษานี้ ซึ่งพบวาการตรวจเสมหะ 3 คร้ัง เพิ่มความไวของการตรวจเชื้อโดยการ

ยอมสียิมชา เพิ่มความไวจาก รอยละ22.9 เปน 40 โกโมไรมิเทนามนิซิลเวอร เพิ่มความไวจาก รอย

ละ 60 เปน 77.1 โทลูอิดนีบลูโอเพิ่มความไวจาก รอยละ 51.4 เปน 62.9 อิมมูโนฟลูโอเรสเซน เพิ่ม

ความไวจาก รอยละ 77.1 เปน 88.6 และปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส เพิ่มความไวจาก รอยละ 88.6 

เปน 91.4 โดยปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส มีความไวสงูถงึ รอยละ 100 เมื่อนับเฉพาะเสมหะที่เกบ็ได 

  การตรวจยอมสีจากเสมหะครั้งที่ 2 และ 3 เพิ่มความไว รอยละ 2.9-11.5 แตกตางกัน ตาม

สียอม ยิมชาและโกโมไรมิเทนามนิซิลเวอรเพิ่มความไวจากการยอมครั้งที่ 2 รอยละ11.5 คร้ังที ่ 3 

รอยละ 5.7 โทลูอิดีนบลูโอเพิ่มความไวจากการยอมครัง้ที่ 2 รอยละ 5.7 คร้ังที่ 3 รอยละ 5.7 อิมมูโน

ฟลูโอเรสเซนเพิ่มความไวจากการยอมครัง้ที่ 2 รอยละ2.9 คร้ังที ่3 รอยละ8.6 สวนปฏิกิริยาลูกโซโพลี

เมอรเรส ไมเพิ่มความไว เนื่องจากความไวรอยละ 100 อยูแลว ความไวของปฏิกิริยาลูกโซโพลเีมอร

เรสที่เพิ่มข้ึนเปนผลจากจํานวนเสมหะที่เก็บไดเพิ่มข้ึนในครั้งที ่2 และ 3 การยอมอิมมูโนฟลูโอเรสเซน 

และปฏิกิริยาลูกโซโพลเีมอรเรส มีความไวมากกวา การยอมดวยวิธีอ่ืนๆ แตตรวจไดในบางแหง

เทานัน้ และมรีาคาแพง  
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 การตรวจเชื้อดวยหลายวิธีรวมกนั เพิ่มความไวไดมากเชนเดียวกัน โดยการยอม โกโมไรมิเท

นามนิซิลเวอร กับ โทลูอิดีนบลูโอมีความไว รอยละ 74.3 โกโมไรมิเทนามนิซิลเวอร, โทลูอิดนี บลูโอ 

กับ ยิมชา มีความไว รอยละ 77.1 ซึ่งใกลเคียงกับการยอมอิมมูโนฟลูโอเรสเซน (รอยละ77.1 ) ซึ่ง

เปนวธิีทีท่ําไดในโรงพยาบาลสวนใหญ และราคาถูกกวา การใช อิมมูโนฟลูโอเรสเซน รวมกับ 

cytochemical stain อ่ืนๆ สามารถเพิ่มความไวได แตไมมาก 

 การยอมเสมหะหลายๆ ครั้งและยอมหลายวธิีมีความไวสูงมาก โดยถายอมเสมหะ 3 คร้ัง 

ดวย 4 วิธ ี มคีวามไวสงูถงึ รอยละ 91.5 สามารถเพิ่มการวนิิจฉัย และลดความจาํเปนในการ สอง

กลองไดมาก 

ซึ่งผลการศึกษานีม้ีความแตกตางจากการศึกษาของ Mishra M. และคณะ[75] ที่พบวา 

 การยอมสีหลายวธิีไมเพิม่ความไวการตรวจเชื้อ โดยทาํการศึกษาผูปวยเอดสที่สงสัยการติดเชื้อ นิว

โมซิสติสจิโรเวคซี ตั้งแตป ค.ศ.1999 ถึง 2005 พบเชื้อ 279 ใน 1101 ของเสมหะที่สงตรวจ ใน 279 

เสมหะนัน้ ยอมโกโมไรมิเทนามินซิลเวอร รอยละ 100 โทลูอิดีนบลูโอ รอยละ 98.2 และ ยิมชา รอย

ละ 91.78  

 อยางไรก็ตาม การตรวจเชือ้จากน้ําลางปอด ยังเปนวิธทีี่มีความไวสงู การยอม 4 วิธีและ

ตรวจปฏิกิริยาลูกโซโพลเีมอรเรส มีความไวใกลเคียงกนัมาก รอยละ 94-97 จึงยังคงเปนวธิีมาตรฐาน

ในการวินิจฉยั แตอาจมีภาวะแทรกซอนรนุแรงจากการสองกลองได จึงควรทําในผูปวยที่ตรวจเสมหะ

ไมพบเชื้อเทานั้น 

ในแงของระยะเวลาการเก็บเสมหะและน้ําลางปอด หลังใหการรักษาอาจจะมีผลตอ การพบ

เชื้อหรือไมนัน้ ยงัไมมีการศึกษาถึงระยะเวลาที่เหมาะสม วาควรทําภายในกี่วนัจึงจะมีผลตอความไว

การตรวจนอยที่สุด ในการศึกษายุคเริ่มแรกของการระบาดเชื้อนวิโมซิสติสจิโรเวคซีในผูปวยเอดส 

พบวาเชื้อจะอยูไดนานในผูปวยเอดสมากกวาผูปวยภูมคิุมกันโรคบกพรองจากเหตุอ่ืน ในชวงกลาง

ทศวรรษ 1980 Wharton และคณะ กับ Delorenzo และคณะ [28] ศึกษา การตอบสนองของการติด

เชื้อนิวโมซิสติสตอการรักษาดวยยา trimethoprim-sulfamethoxazole หรือ pentamidine ติดตาม

ตรวจเชื้อโดยวธิี lung biopsy พบเชื้อนิวโมซิสติสจิโรเวคซี ในสัปดาหที่ 3 หลังเริ่มการรักษา รอยละ 

64 และ 38 ตามลําดับ ตอมา Water J.และคณะ [76] ไดตรวจเสมหะผูปวยเอดสที่ติดเชื้อนวิโมซิ

สติสจิโรเวคซี หลังใหการรักษาดวยยามาตรฐาน 3 สัปดาห 24 ราย ในสัปดาหที่ 2, 3 ,4 และ 6 ดวย

การยอมอิมมูโนฟลูโอเรสเซน ผูปวยสวนใหญยังคงพบเชื้อจากเสมหะระหวางใหการรักษา รอยละ 

88 (21 ใน 24 ราย) ยังคงพบเชื้อจากเสมหะในสัปดาหที่ 2 รอยละ 76 (16 ใน 21 ราย) ยังคงพบเชื้อ

ในสัปดาหที่ 3 โดยผูปวยทุกรายมีอาการและภาพรังสปีอดดีขึ้น มีผูปวย 17 ราย ที่ติดตามถงึ 6 

สัปดาห ในสปัดาหที่ 4 ยังพบเชื้อ รอยละ 29 (5 ใน 17 ราย) และในสัปดาหที่ 6 ยังพบเชื้อ รอยละ 24 
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(4 ใน 17 ราย) จากการศกึษาดงักลาว จึงควรเก็บเสมหะเพื่อสงตรวจภายในสัปดาหแรก การศึกษา

ของเรา ผูปวยสวนใหญไดรับการตรวจภายในสัปดาหแรก มีผูปวย เพียง 1 รายที่ตรวจเสมหะวันที่ 

15 หลังใหการรักษาเนื่องจากผูปวยรับการรักษาที่โรงพยาบาลอืน่มากอน สวนน้ําลางปอด มีผูปวย 2 

รายที่ตรวจเกนิ 7 วัน (9 และ 16 วนั) โดยผูปวยดังกลาวยงัคงตรวจพบเชื้อทั้งจากเสมหะและน้าํลาง

ปอด  

สําหรับวธิีการกระตุนเสมหะเพื่อสงตรวจเชือ้ ยังไมมีการศึกษาวธิีการมาตรฐาน การศึกษานี้

เลือกใช large volume ultrasonic nebulizer เนื่องจากผูปวย PCP สวนใหญไมมีเสมหะ หรือมี

เสมหะปริมาณนอย การกระตุนดวย ultrasonic nebulizer มีประสิทธิภาพการกระตุนเสมหะดีกวา 

jet nebulizer droplet mass เล็กกวา ใชปริมาณสารละลายกระตุนเสมหะไดมากกวาโดยใชเวลาใน

การกระตุนสัน้กวา ทําใหไดปริมาณเสมหะมากพอที่จะสงตรวจ และการศึกษาสวนใหญ กอนหนานี้

ใชวิธีดังกลาว เลือกใช 3% saline (hypertonic saline) ถึงแมวาจะไมมีขอมูลชัดเจนวามี

ประสิทธิภาพการกระตุนเสมหะดีกวา normal saline แตเชื่อวานาจะทาํใหไดปริมาณเสมหะ ตาม

ตองการมากกวา การใช hypertonic saline อาจทาํใหมหีลอดลมหดรัดตัวไดมากกวา normal 

saline แตจากการศึกษาในทีน่ี้ไมพบวามีภาวะดงักลาวเกิดขึ้น 

Leigh และคณะ[77] ศึกษาผลของการกระตุนเสมหะ ตอการลดลงของออกซิเจน และ การ

ทํางานของปอด Force expiratory volume at 1 second (FEV1) โดยใช spirometry ศึกษา

เปรียบเทยีบระหวางคนปกติ 15 ราย ผูปวยเอดสที่ไมมีอาการ 10 ราย และผูปวยเอดสที่เปน PCP 

110 ราย พบวา ผูปวยเอดสที่เปน PCP มีออกซิเจนสูงสุดขณะพนยา ออกซิเจนตลอดระยะเวลา

ระหวางการพนยาต่าํกวา การลดลงของออกซิเจน และFEV1 มากกวา ผูที่ไมไดเปน PCP จาก

การศึกษานี้ พบวาการกระตุนเสมหะผูปวยมีออกซเิจนลดลงระหวางการพนยา โดยเฉพาะเวลาไอ 

แตสามารถแกไขไดโดยการเพิ่มออกซิเจน ไมมีภาวะหายใจลมเหลวเกดิขึ้น จึงเปนวธิีที่ปลอดภัยและ 

ผูปวยสามารถทนได (tolerable) แมมีออกซิเจนต่ําอยูเดมิ 

 เนื่องจาก PCP สามารถเกิด nosocomial transmission ได โดยมีรายงานจากหลาย

การศึกษาถึงการสัมผัสผูปวยที่เปน PCP มากอน และติดเชื้อ PCP ตามมาภายหลงั [78] ดังแสดงใน

ตารางที ่ 17 แตรายงานเหลานี้มีขอจํากัด ยังไมมีการศึกษา genotype ของเชื้อเพื่อยืนยนัวาผูที่ปวย

เปน PCP หลงัจากสัมผัสเชือ้ มีgenotype ของเชื้อแบบเดียวกนั ตอมา Boer และคณะ [79] ศึกษา 

case control analysis โดยตรวจ genotype ของเชื้อนิวโมซิสติสจิโรเวคซี ในผูปวยที่ไดรับการ

เปลี่ยนไตที่เปน PCP 22 ราย พบวา ม ี 1 predominant genotype และทํา transmission map 

พบวาม ี nosocomial transmission แตไมสามารถประเมินไดวา ติดเชื้อมาจากการสัมผัสผูปวยที่
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เปน PCP ที่เปน index case จากบุคลากรที่เปนพาหะของเชื้อนวิโมซิสติส หรือจากสิง่แวดลอมใน

โรงพยาบาล 

 

ตารางที่17 แสดงรายงานการศึกษาถึงการสัมผัสผูปวยที่เปน PCP มากอน และติดเชื้อ PCP ตามมา

ภายหลงั [78] 

ป จํานวนผูปวย Observation period 

(เดือน) 

โรค ประวัติการสัมผัส 

ผูปวยที่เปน PCP 

1965 3 4 1 leukemia 

2 no predisposing 

illness 

Share household 

1969 2  2 Lymphoma Share hospital room 

1970 19 18 Pediatric malignancies In and out patient 

hospital contact 

1975 2 12 Myeloma lymphoma Share household 

1975 11  3 Lymphoma leukemia In and out patient 

hospital contact 

1978 10 10 Pediatric malignancies out patient hospital 

contact 

1990 2 2 Leukemia Share hospital room 

1990 10 4 Renal transplant 

recipients 

Inpatient hospital 

contact 

1991 5 22 Renal transplant 

recipients 

Out patient hospital 

contact with AIDS  

1991 5 3 no predisposing illness In and out patient 

hospital contact 

1994 3 1.5 Pediatric malignancies Share hospital room 

1997 6 1-5 HIV infection Share households 
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  Sergio และคณะ[80] ศึกษาการติดตอของโรค โดยตรวจดวยวธิีปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส 

จาก deep nasal swab และ antibody โดย Index case คือผูปวยเด็กอาย ุ8 เดือน ปวยเปน PCP

และไมไดเปนโรคเอดส ตรวจมารดาผูปวย บุคลากรทางการแพทยที่สัมผัสผูปวย 2 ราย และบุคลากร

ทางการแพทยที่ไมไดสัมผัสผูปวย 30 ราย ตรวจพบเชือ้ในผูที่สัมผัสผูปวยทุกราย และไมพบเชื้อใน

บุคลากรทางการแพทยที่ไมไดสัมผัสผูปวยเลย และผูที่สัมผัสผูปวยทุกรายมี antibody ตอเชื้อ แต

ตรวจติดตามตอไปแลวไมเพิ่มข้ึนรวมทัง้ไมมี serological response และไมปวยเปนโรคดวย 

 ตอมามีรายงานการตรวจพบเชื้อในบุคลากรทางการแพทยที่ไมไดสัมผัสผูปวยดวย โดย

พบวาบุคลากรทางการแพทยที่สัมผัสผูปวยเอดสมีความเสี่ยงตอการเปนพาหะของเชือ้นิวโมชิสติส 

รอยละ 24 มากกวาที่ไมไดสัมผัสผูปวยซึง่พบเพียงรอยละ 11 แตเชื้อที่พบในบุคลากรทางการแพทย

ที่เปนพาหะ มีหลาย genotype และบาง genotype ไมพบในพืน้ทีน่ัน้ จึงอาจมีการ รับเชื้อมาจาก

ส่ิงแวดลอมอ่ืนดวย ถงึแมวาการกระตุนเสมหะ จะมีความเสี่ยงตอ nosocomial transmission ก็ตาม

[81-84] แตผูที่ไดรับเชื้อไมไดปวยเปนโรคดวย จงึไมมีความสาํคัญทางคลินิก  

 ผูปวย PCP มักตดิเชื้อฉวยโอกาสชนิดอืน่รวมไดบอย โดยมีรายงานการพบเชื้อ

Cryptococcus, Cytomegalovirus, Aspergillus, Herpes simplex virus, Candida, 

Mycobacterium avium intracellulare และแบคทีเรียอื่นๆ จากการยอมหรือเพาะเชื้อในเนื้อเยื่อ

ปอดที่สงตรวจในผูปวย PCP [85-87] การพบเชื้อวัณโรครวมดวยมีรายงานจํานวนนอย [88-90] 

ทั้งนี้อาจเปนเพราะการศึกษาสวนใหญทําในประเทศที่มคีวามชกุของวณัโรคต่ํา Dragano และคณะ 

[91] ทําการศึกษาแบบ retrospective ในประเทศแอฟรกิาใต ซึง่มีความชุกของวัณโรค 386 รายตอ

ประชากร 100,000 ราย มผูีปวยเอดสทีพ่บเชื้อวัณโรครวมกับ PCP 39 ราย (รอยละ 9.9 ของผูปวย 

PCPในชวงเวลาทีท่ําการศึกษา) โดยการตรวจเชื้อจากเสมหะดวยวธิอิีมมูโนฟลูโอเรสเซนของเชื้อนิว

โมชิสติส ยอม Acid fast bacilli (AFB) และเพาะเชื้อวัณโรค ผูปวยดังกลาวมีอาการไอ รอยละ 82 

ไอเปนเลือดรอยละ 5 น้ําหนักลดรอยละ 79 เหงื่อออกกลางคนืรอยละ 45 เหนื่อย รอยละ 34 ไข รอย

ละ 32 มีผูปวย 10 รายที่ทราบวาเปนวัณโรคกอนการรักษา ผูปวยเอดส 39 รายนี ้ มีภาพรังสีปอด

ดังนี ้bilateral patchy infiltration 15 ราย reticulonodular infiltration 11 ราย focal consolidation 

9 ราย hilar/paratracheal lymphadenopathy 7 ราย pleural effusion 6 ราย 

necrotizing/cavitation 5 ราย pericardial effusion 2 ราย bronchopulmonary fistula 1 ราย 

 พบเชื้อวัณโรคจากตรวจเสมหะ AFB 20 ราย ตรวจ AFB จากไขกระดูก 1 ราย ตอม

น้ําเหลือง 1 ราย เพาะเชื้อวณัโรคจากเสมหะ 21 ราย จากไขกระดูก 10 ราย น้ําในโพรง เยื่อหุมปอด 

4 ราย จากเลอืด ตอมน้ําเหลือง และ bronchial wash อยางละ 1 ราย  
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Klein และคณะ[92] ศึกษาการติดเชื้อวณัโรครวมในผูปวยที่สงสัยPCP โดยศึกษาผลตรวจ

เสมหะในผูปวยที่สงสัยPCP และไดรับการตรวจอิมมูโนฟลูโอเรสเซนของเชื้อนวิโมชสิติส AFB และ

เพาะเชื้อวัณโรค 373 ราย 519 ตัวอยาง พบเชื้อ PCP 136 ใน 519 ตัวอยาง(รอยละ 26) 

Mycobacterium tuberculosis 10 ตัวอยาง(รอยละ1.9) ในผูปวย 9 ราย ตรวจพบผลบวกจาก AFB 

9 ตัวอยาง(รอยละ1.7) 7 ใน 9 ตัวอยาง(รอยละ78)เพาะเชื้อข้ึนเปน Mycobacterium tuberculosis 

2 ใน 9 ตัวอยาง(รอยละ22)เพาะเชื้อข้ึนเปน Mycobacterium avium complex 66 ตัวอยางเพาะเชื้อ 

Mycobacterium ขึ้นโดยที ่ AFB เปนผลลบ 3 ใน 66 ตัวอยาง(รอยละ4.5) เพาะเชื้อข้ึนเปน 

Mycobacterium tuberculosis และ 63 ตัวอยาง ข้ึนเปน Mycobacterium อ่ืนๆ ผูปวย 6 ใน 9 ราย

ทราบวาเปนวณัโรคมากอน ผูปวย 1 ใน 9 รายไมมีอาการทางคลนิิกทีส่งสัย วัณโรคเลย  

 ในการศึกษาครั้งนี้ พบการติดเชื้อวัณโรครวมดวย 4 ราย ทราบวาเปนวัณโรคมากอน 1 ราย 

โดย 2 ราย ตรวจพบผลบวกจาก AFB และรักษาวัณโรคแลวอาการดีขึ้น 1 ราย ไมพบเชื้อวัณโรค แต

ยังคงมีไข รับประทานอาหารไมได น้ําหนกัลด หลงัรับการรักษา PCP แมวาออกซิเจนจะเพิ่มข้ึนเปน

ปกติแลวก็ตามและอาการดีขึ้นหลงัรับการรักษาวัณโรค แตการศึกษานี้มีขอจํากัด ไมไดสงเพาะเชื้อ

วัณโรคทุกราย ผูปวย 4 รายนี้มีภาพรังสีปอด diffuse reticular infiltration ทุกรายไมมีตอมน้ําเหลอืง

ที่ขั้วปอดโต หรือ น้ําในโพรงเยื่อหุมปอดเลย 

 อยางไรก็ตามเนื่องจากวัณโรคเปน airborne transmission ผูปวย PCP อาจมีการติดเชื้อ

วัณโรครวมดวย การกระตุนเสมหะจงึควรคํานึงถึงการแพรเชื้อวัณโรคสูบุคลากรทางการแพทยและ

ผูปวยอื่นๆ จึงควรทําการกระตุนเสมหะในหองแยกที่ม ีnegative pressure เพื่อลดความเสีย่งนี ้

 สําหรับคาใชจายในการสงตรวจ วธิีการตรวจเสมหะจงึประหยัดกวามาก โดยสามารถเลือก

วิธีการยอมตามศักยภาพของแตละโรงพยาบาลดังรูปที่ 24 
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ผูปวยเอดสที่สงสัย PCP                                            สองกลอง           (1000     บาท) 

 

กระตุนเสมหะ                                                                                     (100      บาท) 

 

เสมหะครั้งที่ 1            Giemsa      GMS     Toluidine blueO     IFA      PCR   (100,100,100,600 ,*  บาท)   

                               

เสมหะครั้งที่ 2            Giemsa      GMS     Toluidine blueO     IFA      PCR   (100,100,100,600 ,*  บาท)   

 

เสมหะครั้งที่ 3             Giemsa      GMS     Toluidine blueO     IFA      PCR   (100,100,100,600 ,*  บาท)   

 

รูปที่24 แสดงราคาการสงตรวจเสมหะ การสองกลอง และการตรวจเชื้อโดยวิธีตางๆ ของโรงพยาบาล

จุฬาลงกรณ * PCR ยังไมเปดบริการ อยูในโครงการวิจยัเทานัน้ 

 

ประสิทธิภาพในการวินิจฉยัและความคุมทนุจากการตรวจเชื้อจากเสมหะขึ้นกับความชุก

ของผูปวย PCP ในประชากรดวย [93,94] ถามีความชุกมาก ประสิทธิภาพในการวินิจฉยัและความ

คุมทุนยิ่งสงู ตัวอยางเชน ทีซ่านฟรานซิสโก ประเทศสหรัฐอเมริกา มคีวามชกุ PCP ในประชากรที่รับ

การตรวจเชื้อจากเสมหะรอยละ 75 ความไวของการตรวจเสมหะรอยละ 92 ลดความจาํเปนในการ

สองกลองไดรอยละ 61 ทีป่ารีส ประเทศฝรั่งเศส มีความชกุPCP ในประชากรทีศ่ึกษารอยละ 30 

ความไวของการตรวจเสมหะ เพียงรอยละ 56 ลดความจําเปนในการ สองกลองไดรอยละ 17 จาก 

Statistic model ความชุก PCP ในประชากรที่รับการตรวจเชื้อจากเสมหะนอยกวารอยละ 48 จะลด

ประสิทธิภาพในการวินิจฉยัและความคุมทนุเปนอยางมาก สําหรับการศึกษาในทีน่ี้ ความชกุของ 

PCP ในผูปวยที่มาโรงพยาบาลจุฬาลงกรณดวยอาการดังกลาวและไดรับการตรวจเชื้อจากเสมหะนี้

สูง จงึมีความคุมคาเปนอยางมาก  

 การศึกษานี้มขีอจํากัด ไมสามารถประเมนิ ความจําเพาะ negative predictive value และ 

positive predictive value ได เนื่องจากผูปวยที่มีอาการสงสัย PCPตามขอตกลงเบื้องตน ตรวจพบ

เชื้อ PCP ทุกราย แตการวจิัยนี้ไดแกไขโดยสง respiratory specimen ของ ผูปวยที่มาตรวจดวยโรค

อ่ืนเปน negative control ซึ่งพบวาไมมีผลบวกลวง 

 การที่ผูปวยทีม่ีอาการสงสัย PCPตามขอตกลงเบื้องตน ตรวจพบเชื้อ PCP ทุกราย อาจเปน

เพราะความชกุของ PCP ในผูปวยที่มาโรงพยาบาลจุฬาลงกรณดวยอาการดังกลาวนี้สงู จงึสามารถ

ใชอาการทางคลินิกในการวนิิจฉัยไดอยางแมนยํา  
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ถึงแมวา PCP สามารถวินิจฉัยโดยใชอาการทางคลินกิ และใหการรักษาแบบ empirical ได

โดยติดตามอาการตอบสนองทางคลนิิกหลังใหการรักษา แตมผูีปวยบางรายดังไดกลาวไวแลว

ขางตน ที่มีความจาํเปนตองไดรับการตรวจยนืยนัการติดเชื้อนี้ ดังนั้นการศึกษานี้จึงใหขอสรุปและ

แนวทางการเลือกใชสิ่งสงตรวจ ตลอดจนวิธกีารตรวจตางๆ ซึง่ไดรับการประเมนิทั้งในเชิงคุณสมบัติ

การตรวจวนิิจฉัยและความคุมคาในเชงิเศรษฐกิจ อันจะเปนแนวทางในการวางมาตรการในการ

วินิจฉยัโรค PCP ตอไปอยางมีประสิทธิภาพ  
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บทที่ 8 
 

สรุปผลการวจิัยและขอเสนอแนะ 
 

การวนิิจฉัย PCP มีขอจํากัด เนื่องจากไมสามารถเพาะเชือ้ได ผูปวย PCP สวนใหญมีเสมหะ

ปริมาณนอย การสองกลองเพื่อตรวจหาเชื้อในน้ําลางปอด (BAL)จึงเปนวิธมีาตรฐาน แตปจจุบัน

พบวาการกระตุนเสมหะเพื่อตรวจหาเชื้อมคีวามไวในการวินิจฉัยมากขึน้ การศึกษานี้ยนืยัน

ความสาํคัญในการตรวจเสมหะเพื่อหาเชือ้ในผูปวย PCP เนื่องจากเปนวธิีการ noninvasive ไมมี

ภาวะแทรกซอนรุนแรง และลดความจาํเปนในการสองกลองได โดยขั้นตอนการวินิจฉยัการตดิเชื้อ

ควรทําตามขั้นตอนตามที่แสดงในรูปที ่24 สําหรับสรุปจากการศึกษานี้มีดังนี ้

1.การตรวจเสมหะดวยวธิี ปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส และ อิมมูโนฟลูโอเรสเซน มีความไว

มากกวา โกโมไรมิเทนามินซลิเวอร โทลูอิดีนบลูโอ และ ยมิชา ตามลําดบั  

2.การตรวจเสมหะ 3 คร้ัง ชวยเพิ่มความไวของการตรวจเชื้อ การยอม ยมิชา เพิ่มความไว

จากรอยละ 22.9 เปน 40 โกโมไรมิเทนามินซิลเวอร เพิ่มความไวจากรอยละ 60 เปน 77.1 โทลอิูดี

นบลูโอเพิ่มความไวจากรอยละ 51.4 เปน 62.9 อิมมูโนฟลโูอเรสเซนเพิม่ความไวจาก รอยละ77.1 

เปน 88.6 ปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส เพิม่ความไวจากรอยละ 88.6 เปน 91.4  

 3.การตรวจเชือ้ดวยหลายวธิีรวมกนัเพิม่ความไวไดมาก โดยการยอมเสมหะครั้งแรก โกโมไร

มิเทนามนิซิลเวอรกับโทลูอิดนีบลูโอมีความไวรอยละ 74.3 โกโมไรมิเทนามนิซิลเวอร , โทลูอิดนีบลโูอ

กับยิมชา มีความไวรอยละ77.1 ซึ่งใกลเคียงกับการยอมอิมมูโนฟลูโอเรสเซน (รอยละ 77.1)  

 4.การตรวจเสมหะดวยวธิี อิมมูโนฟลูโอเรสเซน หรือ ปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส มี ความ

เหมาะสมสาํหรับการตรวจเสมหะในโรงพยาบาลที่มหีองปฏิบัติการทีส่ามารถตรวจได แตใน

โรงพยาบาลทีไ่มมีอุปกรณและน้ํายายอม สามารถตรวจดวยวิธ ีโกโมไรมิเทนามนิซิลเวอร กับ โทลอิูดี

นบลูโอ หรือ โกโมไรมิเทนามินซิลเวอร , โทลูอิดีนบลูโอกับยิมชา รวมกันทดแทนได ถาตรวจไมพบ

เชื้อจากเสมหะครั้งแรก ควรตรวจเสมหะซ้าํอยางนอย 3 คร้ัง 

 5.ผูปวยที่ไมมีเสมหะหรือตรวจไมพบเชื้อจากเสมหะ 3 คร้ัง ใหสองกลองเพื่อตรวจหาเชื้อใน

น้ําลางปอด เนื่องจากการยอมสี cytochemical stain มีราคาถูกกวายอม อิมมโูนฟลูโอเรสเซน และ 

ปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส การตรวจเชื้อจากน้ําลางปอด ไมมีความจําเปนตองตรวจ อิมมโูนฟลูโอ

เรสเซนหรือ ปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส เพราะราคาแพง และความไวไมแตกตางจาก การตรวจดวย

วิธีอ่ืน  
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 6.การยอมสีแตละวิธ ีมีขอดีขอเสียที่แตกตางกนั ตามที่ไดกลาวไวเบื้องตน จึงควรพจิารณา

ตามความเหมาะสมตามศักยภาพของโรงพยาบาลแตละแหง 

  7.เมื่อพิจารณาคาใชจาย การตรวจเสมหะประหยัดกวาการตรวจน้ําลางปอดเปนอยางมาก 

ถึงแมวาการกรวดน้ําลางปอดจะมีความไวสูง รอยละ 94.3-97.1 ก็ตาม แตมีภาวะแทรกซอนรุนแรง 

จึงควรพิจารณาตรวจเสมหะเพื่อหาเชื้อในผูปวย PCP กอน จะชวยลดความจาํเปนในการสองกลอง

ไดมาก 
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รูปที่25 ขั้นตอนการวินิจฉยัการติดเชื้อ PCP 

HIV patient 

with 

 suspected PCP 

Sputum No sputum 

Sputum 

induction 

IFA 

or 

PCR 

Combination 

GMS+toluidine blue 

or 

Giemsa+GMS + 

toluidine blue 

Multiple 

induced sputa 

at least 3 times  

Giemsa 

or GMS 

or toluidine blue O 

bronchoscopy 

 with  

 BAL 
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            ภาคผนวก ก 
 
ที่มาของขอตกลงเบื้องตนของผูปวยที่มีอาการสงสัยปอดติดเชื้อ นิวโมซสิติสจิโรเวคชี    
 

อาการทางคลินิก 

 อาการทางคลินิกของปอดตดิเชื้อ นวิโมซิสติสจิโรเวคชี ม ี Triad [95]  คือ 

  -ไข  

-ไอแหงๆ (nonproductive cough)  

-อาการเหนื่อยเปนอยางชาๆ(progressive dyspnea) 

โดยการศึกษาของ Takeshi และคณะ [96]   ไดรวบรวมอาการ Triad  นี้ในผูปวย

เอดสที่มีอาการสงสัยปอดติดเชื้อ นวิโมซิสติสจิโรเวคชี   เปนดงันี ้

 

 

 
 

          รูปที่ 26  แผนภูมิรูปภาพแสดงจํานวนผูปวย (%) ที่มีอาการตางๆ ของปอดตดิเชื้อนิวโมซิสติส

จิโรเวคช ี [96]   

 

 โดยระยะเวลาตั้งแตเร่ิมมีอาการจนไดรับการวินิจฉยั  Kovacs และคณะ [10]   รายงาน 

median interval  28 วัน  สวน  Takeshi และคณะ [96]    รายงาน median interval  3 สัปดาห   

ดังแผนภูมิที ่4    ผูปวยทีม่ีอาการนานกวา 4 สัปดาหกอนไดรับการวนิจิฉัย มีเพียง 39 % 
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      ผูปวยรายที ่

 
รูปที่ 27  แผนภูมิแทงแสดงระยะเวลาตั้งแตเร่ิมมีอาการจนไดรับการวนิิจฉัยของผูปวยแตละราย[96]     

  

 ภาพรังสีปอด ของโรคปอดติดเชื้อ นวิโมซิสติสจิโรเวคชี ที่พบสวนใหญ [28]   คือ bilateral  

diffuse  infiltration  หรือ  perihilar  infiltration  โดยพบภาพรังสีปอดปกติมีเพยีง 10 % 
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ภาคผนวก ข 
 

การศึกษาเปรียบเทียบระหวางความไวของการตรวจเสมหะ  3  ครั้ง   และความไวของ 
การตรวจจากน้ําลางปอด    โดยการยอมสี   (ยิมซา   โกโมไรมเิทนนามนิซิลเวอร   โทลอิูดี
นบลูโอ) กับ วิธีอิมมูโนฟลูโอเรสเซนและ พีซีอาร เพื่อการวินิจฉัยปอดติดเชื้อนิวโมซิสติสจิ
โรเวคช ีในผูปวยเอดส                                                                  
                                                

                       Code                                    

ชื่อ-นามสกุล_______________________________________  HN_____________1 HN                             

อายุ ______ ป         เพศ ___________    Admission  date_____ 2  Age  3 Sex 4  Admisday     

ระยะเวลาทีท่ราบวาเปน HIV __________________________                              5  Duration                                 

ปจจัยเสี่ยงตอการติดเชื้อ HIV                                                                             6 Risk                           

       ___homosexual   ___ IVDU     ___blood  transfusion      ___multiple  partner                       

ปริมาณCD4 _________________                                                                      7 CD4                          

ประวัติยาปองกันการติดเชื้อ  PCP        Yes      No             ยา _____________     8  Pre drug                           

ประวัติการติดเชื้อฉวยโอกาสอื่นๆ                                                                        9  OI                                

 ___VZV     ___cryptococcosis     ___ histoplasmosis   ___penicilliosis    ___TB       

          ___ OC     ___ OHL        ___CMV    

อาการ และ  ภาพรังสีปอด 

อาการทางคลินิก ของปอดติดเชื้อ นวิโมซิสติสจิโรเวคชี   อยางนอย 3/5 ขอ 10  Symptom      

        ___ 1.ไข  3  วนั  ถึง 3 สัปดาห   

        ___ 2.อาการเหนื่อยเปนอยางชาๆ  

        ___ 3.ไอ     

        ___  4. ออกซิเจนในเลือด        11  PaO2    12  PaCO2   13 pH  14  O2ratio  15  DO2 

         ABG   PaO2_______    PaCO2 _____  pH  ____      PaO2/FiO2___     D(A-a)O2_____  

        ___  5. ตอบสนองตอการรักษาดวัยยารักษา  PCP  ไดแก  trimetroprim-sulfamethoxazole   

หรือ  clindamycin กับ  primaquine   

อาการเริ่มแรก     DD/MM/YY ________________                                                 16 Onset                      

และ  ภาพรังสปีอด ของโรคปอดติดเชื้อ นวิโมซิสติสจิโรเวคชี                                   17 X-ray                        

 ___ ปกติ          ____  diffuse  infiltration        ___  perihilar  infiltration     
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ยารักษา PCP ที่ไดรับ ___cotrimoxazole___ clindamycin+primaquine    ___ steroid   18 Treat                         

วันที่เร่ิมใหการรักษา DD/MM/YY ____________________                                    19  Date Rx                        

วันที่ไดตรวจเสมหะ  DD/MM/YY   

D1____________                                                                                   20  D1sputum 

 D2____________                 21  D2sputum 

 D3____________                 22  D3sputum 

bronchoscopy   DD/MM/YY _________________                                   23  Day BAL 

response  to  PCP  treatment                 ___Yes           ___No               24  Response 

 

 

stain  result      positive         negative 

 IS 1 IS 2 IS 3 BAL 

GMS     

Giemsa     

Tol.blue     

IFA     

PCR     

                                                             25  ISd1       26 ISd2      27  ISd3      28   BAL   
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ภาคผนวก ค 

             แบบฟอรมคําอธิบายประกอบหนังสือยนิยอม 

                    ใบยินยอมรับการรักษาและเขารวมโครงการวิจัย 

หนวยโรคปอด โรงพยาบาลจฬุาลงกรณ                                  วันที_่_________________             

ชื่อโครงการ    การศึกษาเปรยีบเทยีบการตรวจเสมหะโดยการยอมสี จมิซาและ ซิลเวอร  กับ อิมมูโน

ฟลูโอเรสเซน และบทบาทของจํานวนครั้งของเสมหะที่สงตรวจเพื่อการวินิจฉัยปอดติดเชื้อ              

นิวโมซิสติส จโิรเวคช ีในผูปวยเอดส   

คําชี้แจงเกีย่วกับโรคที่ศึกษาในการวิจยั 

 ปอดติดเชื้อ นวิโมซิสติสจิโรเวคช ี เปนสาเหตุของความเจ็บปวยและการตายทีส่ําคัญใน

ผูปวยเอดส  ซึ่งเปนปญหาการติดเชื้อทีส่ําคัญของผูปวยเอดสในประเทศไทย   การวนิิจฉัยโรคใน

ปจจุบัน  สวนใหญอาศัยอาการและอาการแสดงทางคลนิิก รวมกับภาพรังสีในการวนิิจฉัยเทานัน้  ซึ่ง

มีโอกาสเกิดความผิดพลาดไดสูง 

 การตรวจเสมหะและการสองกลองในหลอดลมและปอดเพื่อตรวจเชื้อ  จะชวยใหสามารถ

ยืนยนัการวนิจิฉัยไดแมนยาํมากขึ้น  ทําใหการรักษาดําเนินไปอยางถกูตอง  จากการศึกษาใน

ตางประเทศพบวา  การตรวจเสมหะและสารคัดหลั่งจากปอดดวยการยอมสี มีความไวในการ

วินิจฉัยโรคปอดติดเชื้อ นิวโมซิสติสจิโรเวคชี 50-90%   แตยังไมมีขอมลูดังกลาวในประเทศไทย 

คําชี้แจงเกีย่วกับข้ันตอน วิธกีาร และผลขางเคียงของการศึกษา 

              1.ซักประวัติ ตรวจรางกาย ตรวจสอบยาที่รับประทานอยู และบันทึกขอมลู 

              2.ถายภาพรังสีปอด และ เจาะเลือดตรวจหาระดับ  CD4 ในรายที่ไมเคยตรวจมากอน 

              3.ผูปวยที่ศึกษาทกุราย จะไดรับการตรวจเสมหะ 3  คร้ัง    โดยเก็บเสมหะดวยการพน

น้ําเกลือผานออกซิเจน 15-30 นาที  และไดรับการสองกลองในหลอดลมและปอดเพื่อเก็บเสมหะ 

  4.นําเสมหะสงตรวจยอมเชือ้เพิ่มเติม 

 5.รักษาตามอาการ และรักษาการติดเชื้อ นวิโมซิสติสจิโรเวคชี   ดวยยามาตรฐานโดยทันที 

โดยมีการติดตามการรักษาสมํ่าเสมอโดยแพทยผูเชี่ยวชาญทางโรคปอดโดยเฉพาะตลอดชวง

การศึกษา  
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อาการไมพงึประสงคที่อาจเกิดขึ้น 

 การทาํหัตถการดังกลาวอาจมีผลขางเคียงไดเล็กนอย   อาจมีการหดตัวของกลามเนื้อ

หลอดลมหรือกลองเสียงชั่วคราว    ออกซิเจนในเลือดต่ํา    คารบอนไดออกไซคคั่ง    ความดนัโลหิต

ต่ําชั่วคราวได  ซึ่งผูปวยจะไดรับการรักษาผลขางเคียงทนัท ี

ประโยชนที่ผูปวยจะไดรับ  

 ผูปวยที่เขารวมการศึกษา จะไดรับการตรวจโดยแพทยผูเชีย่วชาญทางโรคปอดและไมเสีย

คาใชจายในการตรวจพิเศษบางอยาง ซึ่งผูปวยทุกรายที่เขารับการตรวจเสมหะ และ bronchoscopy 

จะเปนผูปวยที่จําเปนตองไดรับการตรวจเพื่อการวินิจฉยัโรคอยูแลว และผูปวยจะไดรับการรักษา

ปอดติดเชื้อตามมาตรฐาน  โดยมีการติดตามการรักษาสมํ่าเสมอ โดยแพทยผูเชี่ยวชาญทางโรคปอด

โดยเฉพาะตลอดชวงการศึกษา  

คําชี้แจงเกีย่วกับสิทธิของอาสาสมัคร 

การเขารวมการศึกษานี้เปนไปโดยสมัครใจ  โดยผูปวยอาจจะปฏิเสธที่จะเขารวมหรือถอน

ตัวจากการศึกษาไดทุกเมื่อ ขอมูลทั้งหลายที่ไดรับจากการศึกษาจะถูกเก็บเปนความลับ หากผูปวยมี

ปญหาหรือขอสงสัยประการใด กรุณาติดตอผูวิจัยแพทยหญิง  ณับผลิกา  กองพลพรหม                

หนวยโรคปอด ภาควิชาอายุรศาสตร  คณะแพทยศาสตรจุฬาลงกรณมหาวิทยาลยั โทรศัพท 02-

2564252 ตอ 3 หรือ 01-8057788 ไดทุกเมื่อ 

ขออนุญาตทาํการตรวจเสมหะและ bronchoscopy  โดยมีขอบงชี้คอื เพื่อสงตรวจหาเชื้อนิว

โมซิสติสจิโรเวคชี   

ขอขอบคุณในความรวมมือของทานมา ณ ที่นี ้

ลงชื่อ ________________________________________   (อาสาสมคัรผูเขารวมโครงการวิจยั) 

        (_____________________________________________) 

 ชื่อผูอนุญาต ____________________________________เกี่ยวของเปน _______ 

         (_____________________________________________) 
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       ______________________________________________ พยาน 

         (_____________________________________________) 

        ______________________________________________(ผูวิจัย) 

         (_____________________________________________) 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

 นางสาวณับผลิกา  กองพลพรหม เกดิเมื่อวันที่ 14 มกราคม พ.ศ. 2519 ที่จังหวัด

กรุงเทพมหานคร   สาํเร็จการศึกษาระดับปริญญาตรี แพทยศาสตรบัณฑิต เมื่อปการศึกษา 2541  

จากคณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวทิยาลยั ตอจากนัน้ไดปฏิบัติงานในฐานะแพทยใชทุน

แผนกอายุรกรรม โรงพยาบาลพระปกเกลา จงัหวัดจนัทบุรี เปนเวลา 3 ป ตอมาไดเขารับการศึกษา

ตอในตําแหนงแพทยประจาํบานอายุรศาสตร โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ ระหวางป พ.ศ. 2545-2548 

และสอบไดวุฒิบัตรผูมีความรูความชาํนาญทางวิชาชีพเวชกรรมสาขาอายุรศาสตรทัว่ไป เมื่อป พ.ศ. 

2548ปจจุบันอยูระหวางการฝกอบรมแพทยประจาํบานตอยอด สาขาโรคระบบการหายใจและภาวะ

วิกฤติโรคระบบหายใจ ฝายอายุรกรรม โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ 
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