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ปอดอักเสบจากการติดเชื้อนิวโมซิสติส จิโรเวคซีไอ ซึ่งเปนเชื้อราฉวยโอกาสในกลุมแอสโคมัยซีตีส 

นับเปนสาเหตุที่สําคัญของการเจ็บปวยและเสียชีวิตในผูปวยที่ภูมิคุมกันบกพรอง โดยเฉพาะผูปวยที่ติดเชื้อเอช

ไอวีมากอน แมวานิวโมซิสติส นิวโมเนียสามารถวินิจฉัยไดจากการตรวจหาระยะโทรฟก ฟอรม หรือระยะซิสติก 

ฟอรมในตัวอยางจากระบบทางเดินหายใจโดยวิธีการยอมสี  แตประสิทธิในการวินิจฉัยดังกลาวมีความผันแปร 

และขึ้นอยูกับคุณภาพ และชนิดของตัวอยาง จํานวนเชื้อที่อยูในส่ิงสงตรวจ ตลอดจนประสบการณของผูตรวจ 

ในขณะที่การประยุกตใชวิธีปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส หรือพีซีอาร ทําใหผลการตรวจหาเชื้อในตัวอยางตางๆ   

มีความไวมากขึ้น อยางไรก็ตามความไวในการตรวจวินิจฉัยของวิธีพีซีอารที่แตกตางกันมักขึ้นอยูกับคุณลักษณะ

ของไพรเมอร และจํานวนชุดของดีเอ็นเอเปาหมาย นอกจากนี้ประสิทภาพของการเตรียมดีเอ็นเอจากสิ่งสงตรวจ

นับเปนปจจัยที่สําคัญตอประสิทธิภาพของพีซีอาร ในการศึกษานี้ไดทําการเปรียบเทียบประสิทธิภาพของวิธี

เตรียมดีเอ็นเอเพื่อการวินิจฉัยดวยวิธีพีซีอารดวยชุดเตรียมดีเอ็นเอสําเร็จรูปเปรียบเทียบกับวิธีการตม ผูวิจัยได

รวบรวมตัวอยางจากผูปวย 36 รายที่มีทั้งเสมหะ และน้ําลางปอด ซึ่งประกอบดวยผูปวยที่ติดเชื้อเอชไอวี และมี

คาซีดี 4 นอยกวา 200 เซลลตอไมโครลิตร และผูปวยที่ไมติดเชื้อเอชไอวี ซึ่งผูปวยเหลานี้มีอาการไข เหนื่อยหอบ 

และไอ รวมกับภาพรังสีปอดผิดปกติ โดยทุกตัวอยางไดรับการตรวจหาเชื้อโดยการยอมสียิมซา โทลูอิดีนบลู 

และอิมมูโนฟลูโอเรสเซนต (ไอเอฟเอ) จากชุดตรวจสําเร็จรูปนิวโมเซลล ผลการตรวจดังกลาวพบเชื้อใน 8, 20 

และ 31 ตัวอยางจากเสมหะตามลําดับ ในขณะที่พบเชื้อจากน้ําลางปอดจํานวน 32, 33 และ 35 ตัวอยาง

ตามลําดับ ทําการตรวจสอบประสิทธิภาพของการเตรียมดีเอ็นเอทั้ง 2 วิธี โดยใชการตรวจโดยวิธีพีซีอาร       

การเตรียมดีเอ็นเอจากเสมหะ และน้ําลางปอดจากชุดเตรียมดีเอ็นเอสําเร็จรูปใหผลบวกของตัวอยางมากกวา

วิธีการตม (36 และ 46 เปรียบเทียบกับ 24 และ 36 ตัวอยางตามลําดับ) นอกจากนี้อัตราสวนของผลบวกจากวิธี

พีซีอารเม่ือใชดีเอ็นเอจากเสมหะ และน้ําลางปอดที่เตรียมโดยวิธีการตมตอดีเอ็นเอที่เตรียมจากชุดเตรียมดีเอ็น

เอสําเร็จรูปมีคา 0.67 และ 1.0 ตามลําดับ ดังนั้นแมวาผลิตผลดีเอ็นเอที่เตรียมไดจากวิธีการตมจะมีจํานวนนอย

กวาที่เตรียมไดจากชุดเตรียมดีเอ็นเอสําเร็จรูป แตวิธีการเตรียมดีเอ็นเอโดยวิธีการตมนาจะนาํมาใชประโยชนใน

การประยุกตใชสําหรับตัวอยางน้ําลางปอดดวยวิธีพีซีอารตอไป   
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               TAWEESAK SAETIA : COMPARISON OF DNA EXTRACTION FOR DETECTION OF  

            Pneumocystis jirovecii FROM CLINICAL SAMPLES BY POLYMERASE CHAIN 
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Pneumonia caused by Pneumocystis jirovecii, an opportunistic ascomycetous fungal pathogen, 

is a leading cause of morbidity and mortality in immunocompromised patients especially those with 

underlying HIV infections. Although PCP can be diagnosed by demonstration of trophic or cystic stages 

of the organisms in respiratory samples by staining methods, the diagnostic performance of these tests 

is variable and highly dependent on quality and type of the sample, the number of organisms in the 

tested material and the experience of the microscopist. Meanwhile, application of polymerase chain 

reaction (PCR) assays has resulted in a more sensitive detection of P. jirovecii in various respiratory 

samples. However, the diagnostic sensitivities of different PCR methods seem to depend on 

characteristic of primers and copy number of target DNA. Furthermore, the effective DNA extraction 

procedure from clinical samples is one of the crucial steps in PCR performance. In this study, a 

comparative assessment of the effectiveness of DNA extraction for diagnostic PCR using a commercial 

kit and a boiling method was performed. We collected 36 matched sputum and brochoalveolar lavage 

(BAL) samples from HIV-infected patients with low CD4+ lymphocytes and non-HIV 

immunocompromised patients. All samples were examined for the presence of cystic or trophic stages 

of P. jirovecii by Giemsa stain, toluidine blue stain and immunofluorescence assay (IFA). P. jirovecii was 

detected in 8 (22.2%), 20 (55.6%) and 31 (86.1%) sputum samples stained with Giemsa, toluidine blue 

and IFA, respectively, whereas BAL fluids offered positive result in 32 (88.9%), 36 (91.7%) and 39 

(97.2%) samples. The performance of both DNA extraction methods was assessed with PCR assays. 

DNA extracted from sputum and BAL with commercial kit gave more positive results than rapid boiling 

method (36 and 36 vs 24 and 36, respectively), The ratios of positive results from PCR using DNA from 

sputum and BAL extracted by rapid boiling method to those derived by commercial kit were 0.67 and 

1.0, respectively. Taken together, despite a potential lower DNA yield from rapid boiling method in this 

study has suggested that this simple DNA extraction could be a practically useful procedure for BAL 

sample. 
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ยิ่งขึ้น ขาพเจาขอกราบขอบพระคุณเปนอยางสงูไว ณ ทีน่ี้  
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ความรู ขอเสนอแนะตางๆ เพื่อใหวทิยานพินธฉบับนี้มีความสมบูรณครบถวน รวมทัง้สนับสนุนให

ขาพเจาไดนําความรูที่ไดศึกษามาประยุกตใชในงานของขาพเจาตอไปในอนาคต ขาพเจาขอกราบ

ขอบพระคุณเปนอยางสงูไว ณ ทีน่ี ้

 ขอกราบขอบพระคุณ รองศาสตราจารยณัฐรส จันทชมุ ภาควิชาปรสิตวิทยา คณะ

แพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย และผูชวยศาสตราจารย ดร. ธนาภรณ รุงเรือง ที่ไดกรุณา

ใหคําแนะนําและแกไขวิทยานิพนธฉบับนี้ใหมีความถกูตองและสมบูรณมากยิง่ขึ้น 

  ขอกราบขอบพระคุณ รองศาสตราจารย ดร. อริยา จินดามพร และเจาหนาที่ภาค 

วิชาจุลชวีวทิยา ที่ไดเอื้อเฟอตัวอยางเชื้อรา และเชื้อแบคทีเรีย รวมทัง้คําแนะนําที่เปนประโยชน

เพื่อใหวิทยานพินธฉบับนี้มีความถูกตองและสมบูรณมากยิ่งขึ้น 

 ขอขอบพระคุณ แพทยหญงิ ณับผลิกา กองพลพรหม หนวยโรคทางการหายใจและภาวะ

วิกฤตทางการหายใจ ภาควชิาอายุรศาสตร คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวทิยาลัย ที่ได

เอ้ือเฟอตัวอยางผูปวยโรคปอดอักเสบที่ใชในการศึกษานี ้รวมถงึขอมูลผูปวยทีจ่ําเปนในการ
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บทที่  1 

บทนํา 

ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
โรคปอดอักเสบจากเชื้อ Pneumocystis jirovecii (Pneumocystis pneumonia, PCP) 

เปนโรคปอดอักเสบอยางหนึง่ที่เกิดจากเชือ้รา ซึ่งเปนสาเหตุของการติดเชื้อฉวยโอกาสทีพ่บไดบอย 

กอใหเกิดความเจ็บปวยและการตายของประชากรโลก เปนเชื้อที่พบเฉพาะในมนุษย ขณะที่สาย

พันธุอ่ืน ๆ ของเชื้อชนิดนี้เปนปรสิตในสัตวเลี้ยงลกูดวยนมเทาที่มีการศึกษาในปจจุบัน เชื้อชนิดนี้

พบไดทั่วไปในปอดของคนปกติ แตทําใหเกิดการติดเชื้อฉวยโอกาสในผูปวยทีม่ีภูมิคุมกันต่าํ โดย

พบบอยในผูปวยโรคเอดส โรคมะเร็ง และผูปวยที่ใชยาที่สงผลตอระบบภูมิคุมกันรวมทัง้เด็กแรก

เกิดที่มีภาวะขาดสารอาหาร หรือคลอดกอนกําหนด Pneumocystis jirovecii  เปนหนึ่งในเชื้อฉวย

โอกาสที่มีความรุนแรงและเปนสาเหตุของการเสียชวีิตทีสํ่าคัญในผูปวยที่ติดเชื้อเอชไอวี (human 

immunodeficiency virus, HIV) ทั่วโลก ชวงสิบปแรกหลังจากมกีารระบาดของเชือ้ HIV มีรายงาน

ผูปวยโรค PCP มากกวา 100,000 รายในสหรัฐอเมริกา (CDC, 1989, Glatt et al., 1990) ซึ่ง

อุบัติการณของการกอโรคสัมพันธกับจาํนวนของผูติดเชือ้ HIV และพบการเสียชวีิตเพิ่มสูงขึน้ใน

ผูปวยโรคเอดส (Acquired Immune Deficiency Syndrome, AIDS) (CDC, 1977)  

เชื้อ Pneumocystis ไดรับความสนใจครั้งแรกในชวงสงครามโลกครั้งที่ 2 หลังจากถกูพบ

เปนสาเหตุทาํใหเกิดโรคปอดอักเสบของเนื้อปอด (interstitial pneumonia) ของทารกที่ขาด

สารอาหารอยางมากและทารกคลอดกอนกําหนดในยุโรปตอนกลางและทางตะวนัออก กอน

ทศวรรษ ค.ศ.1980 มีรายงานผูปวย PCP ในสหรัฐอเมรกิาไมเกนิหนึง่รอยรายตอป (CDC, 1989) 

ตอมาหลงัจากไดมีการระบาดของโรคเอดส พบอัตราการติดเชื้อ PCP สูงขึ้นมากในสหรัฐอเมริกา

โดยเฉพาะผูใหญที่เปนเพศชายมีอัตราการเปนโรค PCP สูงถงึรอยละ 64 (CDC, 1986) ซึ่งในป 

ค.ศ.1997 กรมควบคุมโรค กระทรวงสาธารณสุข ประเทศสหรัฐอเมริกา ไดใหคาํแนะนาํสําหรับผู

ติดเชื้อ HIV ทีม่ีคาลิมโฟซัยดชนิด CD4 นอยกวา 200 เซลลตอลูกบาศกไมโครลิตร ตองไดรับการ

ใหยาปองกนัโรค PCP ควบคูไปดวย (CDC, 1997) 

 ในปจจุบนั ไดมีการใชยาตานไวรัสหลายขนานทีม่ีประสิทธิภาพสูง (Highly active 

retroviral therapy) รวมกับการใหยาปองกันเชื้อราต้ังแตแรกเริ่ม (primary prophylaxis) ในกลุม

ผูปวย AIDS ทําใหอุบัติการณการติดเชื้อ Pneumocystis jirovecii ลดลงอยางมาก (Morris, 

2008) แตยังคงเปนปญหาการติดเชื้อที่สําคัญของผูปวย AIDS ในประเทศไทยเปนอนัดับสองรอง

จากวัณโรค (Mycobacterium tuberculosis) (Saritsiri et al., 2006, สํานักระบาดวิทยา, 2553) 

ในกลุมโรคติดเชื้อฉวยโอกาสที่พบมากที่สุด 5 อันดับแรก ในทางตรงกนัขามพบวาขอมูล
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อุบัติการณของผูปวยที่เปนโรค PCP ในกลุมผูปวยที่มีภูมิคุมกันบกพรองจากโรคอื่น กลับมี

แนวโนมเพิ่มสูงขึ้น (Enomoto et al, 2010, Kovacs et al., 1984, Mansharamani et al., 2000) 

โดยเฉพาะในกลุมผูปวยที่ไดรับยากลุมสเตียรอยดและยากดภูมิคุมกนัตางๆ 

PCP ในผูปวยเด็กอาจมีอาการรวดเร็วหรือคอยเปนคอยไป แตสุดทายจะมีอาการรุนแรง 

และถาไมไดรับการรักษาจะเสียชีวิตเกือบทั้งหมด จากการศึกษาการใหยาปองกนั PCP ในทารก

ทุกรายที่เกิดจากมารดาที่ตดิเชื้อ HIV ในประเทศไทย เร่ิมต้ังแตอายุ 1 ถึง 6 เดือน แมวาจะยัง

วินิจฉัยไมไดวาทารกติดเชื้อ HIV หรือไม แตถาทารกยงัแข็งแรงดีใหหยดุยาปองกัน PCP ไดเมื่อ

อายุ 6 เดือน และติดตามการรักษาตอ เพราะทารกทีย่ังดูแข็งแรงดีแตเปน PCP มักอายุต่ํากวา 6 

เดือนทัง้สิ้น ถาทารกมีอาการของการติดเชื้อ HIV ปรากฏขึ้นมาภายหลังอาย ุ6 เดือน จงึคอยเริ่มยา

ใหม พบวาวธินีี้ไดผลดี เพราะใหยาระยะสัน้เพยีงประมาณ 5 เดือน ทารกทนยาไดดีและมีแนวโนม

ในการชวยลดอุบัตกิารณปอดอักเสบโดยสาเหตุตาง ๆ และเสียชีวิตกอนอาย ุ6 เดือน ไดโดยไม

พบวามีทารกที่ติดเชื้อ HIV มีอันตรายจากการหยุดยาที่ 6 เดือน และรอยละ 95 ของทารกที่ไมตดิ

เชื้อ HIV ไดรับการหยุดยาที่ 6 เดือน พบวาวิธีใหยาแบบนี้ชวยลดปญหา PCP ไดอยางชัดเจนใน

โรงพยาบาลศริิราช  ดังนัน้การใหยาปองกนั PCP แกทารกทุกคนที่เกิดจากมารดาที่ตดิเชื้อเอชไอวี

ในชวงอาย ุ1 ถึง 6 เดือน (จากนัน้ใหยาตอเฉพาะทารกที่มีอาการสงสยัวาติดเชื้อ HIV เทานั้น) 

นับเปนวิธหีนึง่ที่แนะนําใหใชในประเทศไทย ไมแนะนําใหยาปองกนั PCP กอนอาย ุ1 เดือน เพราะ

อุบัติการณของโรคในทารกแรกเกิดอาการนอย และยา Co-trimoxazole ซึ่งเปนยาหลักอาจเกดิผล

อันไมพงึประสงคในทารกแรกเกิดได (เชิดเกียรติ : ออนไลน)   

อยางไรก็ตามปญหาสาํคัญประการหนึ่งคอืการรักษา และปองกนัการติดเชื้อ 

Pneumocystis jirovecii คือการดื้อยา (drug resistance) ของเชื้อ Pneumocystis jirovecii ซึ่ง

เกิดจากการผาเหลาของยนี dihydropteroate synthase (DHPS) ทําใหเชื้อดื้อตอยาในกลุมซัลฟา 

sulfamethoxazole (SMX), sulfadoxine (SD), และ dapsone (D) สวนการผาเหลาของยนี 

dihydrofolate reductase (DHFR) ทําใหเชื้อด้ือตอยาในกลุม diaminopyrimidines 

trimethoprim (TMP) และกลุม pyrimethamine (PM) ทําใหการรักษาโรค PCP ดวยยา 

trimethoprim และ sulfamethoxazole (TMP-SMX) มีชื่อสามัญทางยาคือ co-trimoxazole หรือ 

Bactrim(R) เปนชื่อทางการคา ซึง่เปนยาที่ใชในการรักษาเปนลําดับแรกแตกลับลมเหลวในผูปวย

บางราย (Nahimana et al., 2004, Meneau et al., 2004) 

การตรวจวนิิจฉัยโรค PCP ในทางคลนิิกนัน้ แพทยจะทาํการวนิิจฉัยโดยดูจากอาการแสดง

ของผูปวยรวมกับการซักประวัติ ลักษณะอาการแสดงของโรคเชน เหนือ่ยงาย หายใจลําบาก มีไข

ต่ําๆ ไอแหงๆไมมีเสมหะ รวมกับภาพถายรังสี  X- ray ทรวงอก จะมีลกัษณะคลายหมอกหรือควนั

กระจายเขาไปในปอด การฟงเสียงของปอดอาจไมพบความผิดปกต ิการตรวจเลือด ในกรณีที่คา
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เม็ดเลือดขาว CD4 นอยกวา 200 เซลลตอไมโครลิตร พบวามีความเสีย่งในการเกิดโรคโดยเฉพาะ

ผูปวยทีม่ีการติดเชื้อ HIV และอาจพบเมด็เลือดขาวชนดิ eosinophil เพิ่มสูงขึน้ หากมีการติดเชื้อ

ไมมากการตรวจรางกายจะไมพบอาการผดิปกติใด ๆ 

การวนิิจฉัยปอดติดเชื้อ Pneumocystis jirovecii ทางหองปฏิบัติการจากสิ่งสงตรวจใน

ระบบทางเดินหายใจเชน เสมหะ หรือน้ําลางปอด นับวามีความสาํคัญเปนอยางมากตอการพิสูจน

ทราบวาผูปวยที่มีอาการทางปอดเปนโรค PCP หรือไมเพื่อกําหนดแนวทางในการรกัษาผูปวยได

อยางมีประสิทธิภาพ ชวยประหยัดการใชยา ลดความเสีย่งตอการแพยา ลดปญหาเชือ้ด้ือยา และ

ลดภาวะแทรกซอนจากการใหยาหลายขนานเปนเวลานานโดยเฉพาะอยางยิ่งในผูปวยทีม่ีอาการ

หนกัหรือเด็กทีเ่กิดจากมารดาที่ติดเชื้อ HIV  

สิ่งสงตรวจทางหองปฏิบัติการที่ใชในการตรวจวินิจฉัยไดแก ชิ้นเนื้อปอด (biopsy) น้ําลาง

ปอด (bronchoalveolar lavage, BAL) และเสมหะ (sputum) การสงชิ้นเนื้อปอดแมวาจะมี

ความจาํเพาะสูง (specificity) แตไมเปนทีน่ิยม เนื่องจากเปนวิธทีี่กอใหเกิดการเจ็บปวดและอาจ

เกิดภาวะแทรกซอนแกผูปวยสูง ดงันัน้ BAL จึงเปนสิง่สงตรวจที่ดทีีสุ่ดในการตรวจหาเชื้อ เพราะ

เปนวธิีทีก่อใหเกิดการเจ็บปวดนอย มีปริมาณเชื้อมาก แตการเก็บส่ิงสงตรวจ BAL ทาํไดไมงายนัก

เมื่อเทียบกับวธิีการเก็บส่ิงสงตรวจเสมหะ ซึ่งเปนวิธทีี่งายกวา และไมกอใหเกิดการเจ็บปวดตอ

ผูปวย ถึงแมวาจะมีเชื้อปนออกมาในเสมหะนอยกวา BAL ดังนัน้จึงมีความจาํเปนตองพัฒนาการ

ตรวจวินิจฉัยหาเชื้อ Pneumocystis jirovecii  ในสิง่สงตรวจเพื่อเพิม่ความไว (sensitivity) และ

ความจาํเพาะ (specificity) มากขึ้น  

เนื่องจากเชื้อ Pneumocystis jirovecii  ไมสามารถเพาะเชื้อไดภายนอกรางกายของ

ส่ิงมีชีวิต การตรวจวินิจฉัยหาเชื้อ Pneumocystis jirovecii  โดยวิธกีารยอมสี Giemsa เปนวิธทีี่ดี

ในการตรวจหา PCP เนื่องจากมีคาใชจายนอย สามารถตรวจพบไดทั้งระยะ cystic form และ 

trophic form แตมี sensitivity และ specificity ต่ํากวาวธิียอมสีอ่ืน ๆ สําหรับวธิีการยอมสี 

Toluidine blue O และ Gomori methenamine silver (GMS) มี specificity สูงกวาวิธกีารยอมสี 

Giemsa  แตตรวจพบไดเพียงระยะ cystic form เทานั้น ไมสามารถตรวจพบระยะ trophic form 

อยางไรก็ตามวิธีการตรวจวนิิจฉัยหาเชื้อภายใตกลองจุลทรรศนมขีอจํากัดความไวในการตรวจพบ 

DNAของเชื้อในกรณีที่เชื้อมปีริมาณนอยมาก คุณภาพของสีที่ใชยอมตลอดจนการเตรียมสียอมทีด่ี 

นอกจากนีย้ังตองอาศัยความชํานาญในการตรวจวินจิฉัยซึ่งมีความสาํคัญเปนอยางยิ่งในกรณีที่

เชื้อไมปรากฏระยะ cystic form ทาํใหเกิดผลลบเทียมได (ไมพบเชื้อ) 

 การวนิิจฉัยในเวลาตอมาไดมีการพัฒนาวิธีการตรวจโดยใช monoclonal antibody เพื่อ

ตรวจวินิจฉัยเชื้อ Pneumocystis jirovecii (Kovacs et al., 1988, Linder et al., 1986) ซึ่งพบวามี 

sensitivity และ specificity สงูกวาวธิียอมสี 3 วิธีขางตน แตวิธีการตรวจโดยใช monoclonal 
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antibody อาจมีผลบวกเทยีมไดจากเชื้อราชนิดอื่น และข้ันตอนในการตรวจวินจิฉัยที่ยุงยาก มี

คาใชจายสงูรวมถงึมีชวงอายุในการใชงานจํากัด (Koch et al., 1990)  

ในปจจุบนัพบวา วิธกีารทางดานชวีโมเลกลุโดยใชเทคนคิการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA) 

เฉพาะสวนอยางจาํเพาะในหลอดทดลอง (Polymerase Chain Reaction, PCR) เพือ่การวนิิจฉัย 

มีความไวในการตรวจสูงที่สุดนับต้ังแตไดมีการนาํมาใชในการตรวจวนิิจฉัยโรค PCP เปนครั้งแรก

ในป ค.ศ. 1990 (Wakefield et al., 1990) หลังจากนั้นไดมีการศึกษาพฒันาวิธีการตรวจ

วินิจฉัยโรคโดยวิธ ีPCR จากสิ่งสงตรวจชนิดตาง ๆ นอกจากเสมหะและน้ําลางปอด เชน น้าํบวน

ปาก (Fischer et al., 2001, Helweg et al., 1998,Tamburrini et al.,1997) และเลือด (Lipschik 

et al., 1992., Rabodonirina et al., 1999) เปนตน นอกจากนี้ยังมีการเปรียบเทียบวธิีการตรวจ

วินิจฉัยในแตละวิธี (Eisen et al., 1994, Flori et al., 2004, Torres et al., 2000) รวมถึงการ

เปรียบเทียบความไวและความจําเพาะของยีนเปาหมายที่ใชในการตรวจดวยวิธี PCR (Lu et al., 

1995, Robberts et al., 2007) 

จากทั้งหมดทีก่ลาวมาขางตนการวินิจฉัยปอดติดเชื้อ Pneumocystis jirovecii ทาง

หองปฏิบัติการมีประสิทธิผลในการตรวจพบเชื้อแตกตางกนัไปในแตละวิธี และตามแตละ

การศึกษา ซึง่วิธีที่ดทีี่สุดในการตรวจวนิิจฉัยหาเชื้อ Pneumocystis jirovecii คือวิธี PCR จาก

หลายๆการศึกษาที่ผานมาพบวาวธิี PCR มีความไวในการตรวจพบเชือ้สูงสุด สวนความจาํเพาะ

ตอเชื้อ Pneumocystis jirovecii ข้ึนอยูกบัไพรเมอรที่ใชในกระบวนการ PCR ดังนัน้วิธ ีPCR นับวา

มีความสาํคัญเปนอยางยิง่ในการวินิจฉัยปอดติดเชื้อ Pneumocystis jirovecii เพื่อชวยเพิ่ม

ประสิทธิภาพในการตรวจพบ DNA ของเชื้อเพิ่มสูงสุด ลดการเกิดผลลบปลอมซึ่งมีผลตอการรักษา

และเปนแหลงรังโรคตอไป โดยเฉพาะอยางยิ่งในกรณีทีม่ีการติดเชื้อ Pneumocystis jirovecii 

รวมกับจุลชพีอื่น (Khawcharoenporn et al., 2006) สําหรับคาใชจายในการตรวจวินิจฉัยหาเชื้อ

Pneumocystis jirovecii ทั้งวิธีการยอมสี, IFA และวิธี PCR ในปจจุบนัวิธกีารยอมสีมีคาใชจายใน

การตรวจวนิิจฉัยหาเชื้อ Pneumocystis jirovecii นอยทีสุ่ด แตผลความไวในการตรวจพบเชื้อก็

นอยกวาวิธีการอื่นๆดวย สาํหรับวิธ ีIFA แมวาจะมีความไวสูงขึ้นมากกวาวิธีการยอมสี แตก็มีราคา

ของ monoclonal antibody ที่สูงมากทําใหคาใชจายในการตรวจวินจิฉัยสูงกวาวิธีการอ่ืนๆ ซึ่งวิธี 

PCR แมมีความไวในการตรวจสูงที่สุด แตวิธีนี้มกีารใหบริการในการตรวจวินิจฉัยหาเชื้อ 

Pneumocystis jirovecii  ในสถานบริการทางการแพทยนอยกวาทุกวธิีการทีก่ลาวมา โดยในดาน

คาใชจายในการตรวจวินจิฉัยดวยวธิี PCR ยังมีราคาสงูอยูมาก โดยเฉพาะการเตรียม DNA จาก

ตัวอยางสิ่งสงตรวจโดยใชชดุเตรียม DNA จากชุดเตรียม DNA สําเร็จรูป (commercial DNA 

extraction kit) มีหลายขั้นตอน ใชเวลานาน และมีราคาสูง อยางไรก็ตามจากการศึกษาโดยวิธีการ

ตมแยก DNA ออกจากตัวอยางในจุลชพีอืน่เชนเชื้อรา และแบคทีเรีย (Koch et al., 1990) พบวา
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ใหผลการเตรยีม DNA ที่มคีวามเหมาะสมตอการการนาํไปใชเปน DNA ตนแบบสําหรับการทาํ 

PCR แตสําหรบัเชื้อ  Pneumocystis jirovecii ยังไมมกีารศึกษาใดเลยทีน่ําวิธีการตมมาใชเตรียม 

DNA โดยตรง ดังนัน้ในการศึกษาครั้งนี้จงึมุงเนนเพื่อศึกษาวิธกีารเตรียม DNA จากการตม ซึ่งเปน

วิธีทีม่ีคาใชจายนอยกวา และใชเวลาไมนาน สามารถทําไดงาย โดยทาํการเปรียบเทยีบกับวธิีการ

เตรียม DNA จากชุดเตรียม DNA สําเร็จรูป  และเปรียบเทียบกบัผลการยอมสี เพื่อผลการศึกษาที่

ไดจะนํามาเปนแนวทางในการนํามาประยกุตใชในการตรวจวินจิฉัยหาเชื้อ Pneumocystis 

jirovecii ดวยวิธี PCR เพื่อการควบคุมปองกัน การรักษา และควบคุมโรคตอไปในอนาคต 
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บทที่  2 
ทบทวนวรรณกรรมที่เกีย่วของ (Review of the related literatures) 

                
ประวัติความเปนมาของเชื้อ Pneumocystis   

 เชื้อ Pneumocystis พบครั้งแรกในป ค.ศ. 1909 โดย Carlos Chagas  (Chagas, 1909a) 

จากการศึกษาการติดเชื้อ Trypanosoma cruzi ของคนงาน (ทํารางรถไฟในรัฐ Minas Gerais) 

ประเทศบราซลิ โดยสังเกตพบซิสตระยะ 8 สปอร (eight-spore cyst) ในปอดหนู guinea pig ที่

ไดรับการฉีด (inoculate) เชื้อจากเลือดผูปวยที่ติดเชื้อ Trypanosoma cruzi ซึ่ง Chagas เรียก

ซิสตนี้วา schizogonicas (Chagas, 1909b) และรวมเขาเปนสวนหนึ่งของวงจรชีวิตของเชื้อ 

Trypanosoma cruzi (รูปที่1) และไดตั้งเปน Genus ใหมของเชื้อ Trypanosoma cruzi ที่มีซิสตนี้

วา Schizotrypanum cruzi (Chagas, 1909c) นอกจากนี้ยงัพบซิสตดังกลาวนี้เปนครั้งแรกในปอด

คนจากการ autopsy ผูปวยชาวอเมรกิันทีเ่สียชีวิตจากโรค trypanosomiasis (Chagas, 1911) 

ตอมาในป ค.ศ. 1910 Antonio Carini จากสถาบนัวิจยั Pasteur institute ในกรุงเซา เปาโล 

ประเทศบราซลิ ไดพบซิสตในปอดหนู rat ที่ติดเชื้อ Trypanosoma lewisi แตสงสัยวาอาจเปนเชือ้

ชนิดอื่น จึงไดสงตัวอยางชิน้เนื้อปอดหนูและสไลดชิ้นเนือ้ไปตรวจเพิ่มเติม ที่สถาบนัวิจัย Pasteur 

institute ในกรุงปารีส ประเทศฝรั่งเศส (Carini, 1910) หลังจากนั้นในป ค.ศ.1912 Delanoë และ 

Delanoë ซึ่งเปนนกัศึกษาของ Charles Louis Alphonse Laveran ในสถาบันวิจัย Pasteur 

institute ไดทาํการสาํรวจหนู rat จากทอน้ําทิ้งในกรุงปารีส ที่ไมไดตดิเชื้อ Trypanosome โดยได

สังเกตพบซิสตในปอดหน ูและไดตรวจสอบผลการศึกษารวมทั้งตัวอยางที่สงมาของ Antonio 

Carini ทําใหพวกเขาประหลาดใจกับซิสตที่พบโดยพบวา cyst มีลักษณะเหมือนกนัแตไมเกี่ยวของ

กับเชื้อ Trypanosome ทําใหเขาใจวาเปนเชื้อชนิดใหมทีม่ีความสมัพนัธกันกับโปรโตซัวในกลุม 

coccidians และใหชื่อวา Pneumocystis carinii โดย “Pneumo” สัมพันธกับปอดสวน “cystis” 

เนื่องจากลกัษณะของเชื้อ และ “carinii” เพื่อใหเกยีรติแก Dr. Antonio Carini   (Delanoë and 

Delanoë, 1912)  
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รูปที่ 1 Chagas รวมซิสตของเชื้อ Pneumocystis carinii ที่พบเขาเปนสวนหนึง่ของวงจรชีวิตเชือ้ 

Trypanosoma cruzi โดยทีร่ะยะซิสตอยูในลําดับที่ 40-46 (Chagas, 1909b) 

กอนสงครามโลกครั้งที ่2 ราวป 1938 Ammich (Ammich, 1938) และ Benecke 

(Benecke, 1938) นายแพทยชาวเยอรมันรายงานการเกิด interstitial plasma cell pneumonitis 

โดยไมทราบสาเหตุในเด็กทารกที่ไดรับสารอาหารไมเพยีงพอ ตอมาพบความสัมพนัธระหวางการ

ติดเชื้อ Pneumocystis กับการเกิดโรคในป ค.ศ. 1942 โดย Van der Meer และ Brug  ไดพบเชื้อ 

Pneumocystis carinii ในชิน้เนื้อปอดของเด็กที่เสียชีวิตจาก plasma cell pneumonitis (Van der 

Meer and Brug, 1942) ตอมาในป ค.ศ. 1951 นักพยาธิวิทยาชาวเชคโกสโลวาเกีย Josef Vanek 

จากมหาวิทยาลัย Karls กรุงปราก ประเทศเชคโกสโลวาเกีย ไดแสดงผลการศึกษาชิน้เนื้อปอดของ



 

    
8 

เด็กจํานวน 60 รายที่ติดเชื้อ Pneumocystis carinii ซึ่งเปนสาเหตุทีท่าํใหเกิดโรคปอดอักเสบ 

(Vanek, 1951) ตอมาในป ค.ศ. 1952 และ ค.ศ. 1953 Otto Jirovec และ Josef Vanek ได

รายงานความสัมพันธระหวางเชื้อ Pneumocystis carinii ในปอดของเด็กทีเ่ปนโรค interstitial 

plasma cell pneumonitis (Jirovec, 1952, Vanek et al., 1953) และในป ค.ศ. 1958  มีรายงาน

การศึกษาการใชยารักษา Pneumocystis carinii pneumonia เปนครั้งแรกโดย Ivady และ Paldy 

(Ivady and Paldy, 1958) ไดรายงานผลการศึกษาการตอบสนองตอยา cationic diamidine 

compound, pentamidine isethionate ซึ่งกอนหนานี้ใชสําหรับรักษาโรค African 

trypanosomiasis โดยที่ตวัยาดังกลาวนี้เปนยามาตรฐานในการรักษาโรค Pneumocystis carinii 

pneumonia จนกระทั่งถูกแทนที่ดวยยาทีม่ีประสิทธิภาพสูงขึ้นและมผีลขางเคียงนอยกวาซึ่ง

ประกอบดวยสองตัวยารวมกันคือ Trimethoprim-Sulfamethoxazole (TMP-SMZ) ในทศวรรษที่ 

ค.ศ. 1970 โดย Hughes และคณะ จากเมือง Memphis มลรัฐ Tennessee ประเทศสหรัฐอเมริกา 

(Hughes et al., 1974) หลงัจากนั้นในป ค.ศ. 1976 จากการศึกษาของ Frenkel เกี่ยวกับ 

phenotype ของ Pneumocystis spp. พบความแตกตางระหวางสายพันธุทีพ่บในคนและในหนู

โดยเชื้อ Pneumocystis carinii นัน้ มีความจําเพาะตอหนู rat  และพบวาเชื้อที่กอโรคในคนนัน้มี

ความแตกตางจากเชื้อที่พบในหนู จงึมกีารจําแนกเชื้อ Pneumocystis ที่กอโรคในคนเปนสายพันธ

ใหมใหชื่อวา Pneumocystis jiroveci  โดยใหเกยีรติแก Dr. Otto Jirovec (Frenkel, 1976) แตไม

เปนทีย่อมรับในเวลานัน้ หลงัจากนัน้มาไดมีการศึกษาเรือ่งความจําเพาะตอโฮสต โดยเปรียบเทยีบ

การวิเคราะหลําดับเบสของ DNA มีความแตกตางกนัในเชื้อ Pneumocystis (Denis et al., 2000, 

Liu et al., 1992, Shah et al., 1996, Sinclair et al., 1991, Wakefield, 1998) ทีพ่บในสัตวเลี้ยง

ลูกดวยนม 

ตั้งแตมีการคนพบจุลชีพ Pneumocystis เปนตนมาจนกระทั่งปลายทศวรรษที่ ค.ศ. 1980 

เชื้อ Pneumocystis ถูกจัดเปนเชื้อโปรโตซัวเนื่องจากมลีักษณะหลายประการที่เขาไดกับกลุมโปร

โตซัวโดยมีรูปรางภายนอก (morphology) ของเชื้อคลายโปรโตซัวเมื่อดูดวยกลองจุลทรรศนแบบ  

ใชแสง, มีการขาดหายไปของสาร ergosterol ซึ่งเปนสวนประกอบของผนงัเซลล (สาร ergosterol 

เปนสวนประกอบที่สําคัญของผนงัเซลลของเชื้อรา) และตอบสนองตอการรักษาดวยยาที่รักษาเชื้อ

โปรโตซัว แตไมตอบสนองตอการรักษาดวยยารักษาเชื้อรา โดยมกีารศกึษาการใชยารักษาเชื้อรา 

amphotericin B และ ketoconazole แตไมสามารถรักษาโรค PCP ได (Hughes et al., 1989)  
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ในป ค.ศ. 1988 Edman และคณะไดศึกษาลําดับเบสใน ribosomal RNA ของ 

Pneumocystis carinii พบวามีความสัมพนัธกับเชื้อราแตไมมีความสมัพันธกับโปรโตซัว (Edman 

et al., 1988) ตอมา Stringer และคณะไดแสดงความสัมพันธถงึลําดับเบสใน 18S rRNA ระหวาง 

Pneumocystis กับลําดับเบสของเชื้อราอ่ืนๆ เชน Candida albicans, Neurospora crassa และ 

Cryptococcus neoformans เปรียบเทียบกับ Saccharomyces cerevisiae (Stringer et al., 

1989) ซึ่งภายหลังพบวาผลการวิเคราะหลําดับเบส 5.8S rRNA gene แสดงสายวิวฒันาการของ

จุลชีพ Pneumocystis มีความสมัพนัธกบัเชื้อราในกลุม Ascomycota (รูปที่2)                                                       

 จากการวิเคราะหลําดับ DNA พบวา Pneumocystis carinii  จัดอยูใน  Kingdom Fungi 

โดยพบวาลําดบัของ 16S rRNA gene ของ Pneumocystis carinii มีความคลายคลึงกับยีสต 

นอกจากนี ้mitochondrial DNA ยังมีความคลายคลึงกับ DNA ของเชื้อรา และพบวาผลการ

วิเคราะหลําดบั β-tubulin gene (Edlind et al., 1991, Edman et al., 1988, Edlind et al., 1992, 

Dyer et al., 1992) ไดใหผลการสนับสนุนการจัดกลุมดังกลาว นอกจากนี้ยงัพบวา gene ที่สราง

เอนไซม dihydrofolate reductase (DHFR) และ thymidylate synthase (TS) อยูบนคนละ

โครโมโซมซึง่ตางจากโปรโตซวัโดยทัว่ไปที่จะอยูติดกันและเปน bifunctional protein (Edman et 

al., 1989a, Edman et al., 1989b) 

ในการวิเคราะห major surface glycoprotein (MSG) ของ Pneumocystis carinii พบวา 

gene ที่สรางโปรตีนดังกลาวมีความหลากหลายในรูปแบบของ gene (genetic diversity) ในการ

ติดเชื้อ อาจพบเชื้อมาจากตางสายพนัธุรวมกันไดในหน ูทั้งนี้สายพนัธุของเชื้อมีความสัมพนัธกับ 

species ของโฮสตอยางชัดเจน แมเชื้อ Pneumocystis จะพบในสัตวเลี้ยงลูกดวยนมหลายชนิด

แตพบการกอโรคในมนุษยเพยีงชนิดเดียว การวิเคราะหความแตกตางของลําดับเบสในโมเลกุล 

18S rRNA gene เชื้อ Pneumocystis ในคนและในหนมูีความตางกนัรอยละ 5 (Stringer et al., 

2001) สรุปไดวาเชื้อ Pneumocystis สายพันธุที่ติดเชือ้ในคนเปน Pneumocystis jiroveci  และมี

การกําหนดชือ่ของเชื้อ Pneumocystis jiroveci ตามระบบการตั้งชื่อ Vienna code ICBN 

(International Code of Botanical Nomenclature) เปน Pneumocystis jirovecii (McNeill et 

al., 2006, Redhead et al., 2006) 
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แมวา Pneumocystis jirovecii มีความคลายคลึงทางพนัธุกรรมกับยสีตในกลุม 

Ascomycota แตการเจริญเติบโตและวงชวีิตของเชื้อมีความแตกตางจากยีสตอยางชดัเจน 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่2 สายวิวฒันาการของ Pneumocystis จากการวิเคราะหลาํดับเบสของยีน 5.8S rRNA. โดย

ที ่A: Ascomycota, B: Basidomycota และ C: Chytridiomycota เปนเชื้อรา ซึ่งวดัระยะหาง

ระหวางสายววิัฒนาการ (p-distance) ดวยโปรแกรม MEGA version 3 (ดัดแปลงจาก Li et al., 

2008) 

 



 

    
11 

อนุกรมวธิานของเชื้อ Pneumocystis  
เชื้อใน genus Pneumocystis เปนสิ่งมีชีวติแบบพึ่งเซลลที่ไมลุกลามเขาเซลลของโฮสต 

สามารถจัดหมวดหมูในอนกุรมวิธานของเชื้อ Pneumocystis jirovecii ไดดังนี ้  

 

ตารางที ่1 แสดงอนุกรมวิธานของเชื้อ Pneumocystis jirovecii (ดัดแปลงจาก Cushion et al.,  

2010) 

 
 

 ในปจจุบนัพบวามีสายพันธุของเชื้อ Pneumocystis ในสิ่งมีชีวิตอืน่ ๆ และไดนิยามชื่อที่

ถูกตองแลวอกี 4 สายพนัธุคือ  

Pneumocystis carinii               สายพันธุที่พบในหนู rat (Delanoë, 1912) 

Pneumocystis wakefieldiae    สายพนัธุที่พบในหนู rat (Cushion et al., 2004, 

                                                Cushion et al., 2005) 

Pneumocystis murina             สายพนัธุที่พบในหน ูmouse (Keely et al., 2004) 

Pneumocystis oryctolagi        สายพนัธุที่พบในกระตาย (Dei-Cas et al., 2006) 

รูปรางลักษณะของเชื้อ Pneumocystis  

Pneumocystis เปนเชื้อราทีอ่าศัยอยูในถุงลมปอดของสิ่งมีชีวิตที่จําเพาะแตละชนิดที่

แตกตางกนั ไมสามารถติดเชื้อขามสิ่งมชีีวติที่แตกตางกนัได การศึกษาภาพจากกลองจุลทรรศน

อิเล็กตรอนพบวาม ี3 รูปแบบที่สําคัญคอื  

             cystic form (sporangium) คือระยะทีเ่ชื้อมีรูปรางกลมหรือกลมรี มีผนงัหนา ขนาด

ประมาณ 5- 8 ไมโครเมตร ภายในประกอบดวย daughter form (spores หรือ endospores หรือ

เดิมเรียกวา intracystic body) โดยมีจํานวนไดมากถึง 8 spores ตอมาจะเกิดกระบวนการ 

excystation โดยที่แตละ spores จะเจริญไปเปน trophic form (รูปที่ 3) 
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             trophic form (trophozoite) คือระยะทีเ่ชื้อมีรูปรางไมแนนอนแตเปนระยะที่มปีริมาณมาก

ที่สุดในปอด มขีนาด 1-4 ไมโครเมตร ผนังบางม ีnucleus เดียวเพิม่จํานวนโดยวิธี binary fission 

หรือ endodyogeny ระยะนี้จะพบ filopodia ซึ่งเปน multiple tubular expansion มักพบใน

บริเวณที่อยูใกลชิดกับเซลลของโฮสต (รูปที่ 3) 

             precyst เปนระยะทีพ่บไดนอยสวนใหญพบในขณะที่มกีารแบงเซลลโดย trophic form 

เปล่ียนรูปรางเปนทรงรี ผนงัเซลลหนาตัวขึน้ภายในจะพบโครงสรางทีม่ีลักษณะเปนเสน เรียกวา 

synaptonemal complex ซึ่งในระยะ trophic form กอนที่จะเปลีย่นเปนระยะ precyst มี DNA 

เปน diploid 

 

  
Cystic form  Trophic form 

รูปที่ 3 แสดงแบบจําลองลกัษณะและองคประกอบภายในของเชื้อ Pneumocystis 

(Pneumocystis carinii) ระยะ cystic form  และระยะ trophic form (de Souza, และ 

Benchimol, 2005) 

 
วงจรชวีิตของเชื้อ Pneumocystis jirovecii 
 แมวาวงชวีิตจะยังไมทราบชดัเจนเนื่องจากเชื้อ Pneumocystis ไมสามารถเพาะเลีย้ง

ภายนอกรางกายของโฮสต (Aliouat et al., 1996, Cushion et al., 2000, Lee et al., 1993, 

Sloand et al., 1993) และไมตองการพาหะในการเจรญิเติบโตนอกปอดของสัตวเลี้ยงลูกดวยนม 

รวมทัง้ทกุระยะของการเจรญิเติบโตพบไดภายในปอด บางครั้งอาจพบไดนอกปอดบางในผูปวยที่มี

ภูมิคุมกันต่ําทีม่ีอาการรนุแรง โดยเชื้ออาจกระจายไปทางระบบเลือดหรือระบบน้ําเหลืองสูอวัยวะ

อ่ืนๆ (Ng et al., 1997, Anuradha and Sinha, 2007) 

 วงจรชวีิตของเชื้อไดมาจากการสังเกตระยะของเชื้อดวยกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนจาก

การเพาะเลี้ยงเชื้อ Pneumocystis carinii ในหนู ซึง่ในวงจรชีวิตของเชือ้มีทั้งการสืบพันธุแบบอาศัย
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เพศและแบบไมอาศัยเพศ พบไดทั้งระยะ trophic form, sporocytes (precyst) และ mature cyst 

สําหรับระยะ trophic form เปนระยะที่มีจาํนวนมากที่สดุประมาณ 90-95 เปอรเซ็นต (Aliouat-

Denis et al., 2009)  

      หลังจากการติดเชื้อโดยการหายใจเอาระยะ cystic form ของเชื้อ Pneumocystis 

jirovecii เขาสูรางกาย (inhalation) cystic form จะเขาแนบติดกับเซลล pneumocyte type l ใน

ถุงลมปอด (alveolar sac) จากนัน้แตละ spore ซึ่งมีจาํนวนโครโมโซมเพียงชุดเดียว (haploid) จะ

เกิดกระบวนการ excystation โดยที่แตละ spores จะเจรญิไปเปน trophic form ซึ่งมทีั้งการเจริญ

แบบอาศัยเพศ (sexual stage) และแบบไมอาศัยเพศ (asexual stage) (รูปที่ 4) 

 การเจริญแบบอาศัยเพศโดยเริ่มจาก trophic form  (haploid) เกิดการรวมตัวกนั 

(conjugate) เปน thin-walled round early sporocyte (Matsumoto and Yoshida, 1984, 

Peters et al., 2001) ซึ่งมีจํานวนโครโมโซมสองชุด (diploid) ในกระบวนการ meiosis จากนั้นเกิด

การจําลองตัวในกระบวนการ meiotic จนกระทั่งสิ้นสุดกระบวนการได eight spores ซึ่งในระหวาง

กระบวนการ ผนังของ sporocyte มีความหนาเพิม่มากขึ้นเปน thick-walled late sporocyte 

(mature cyst) โดยที่แตละ spore ใน mature cyst จะออกจาก cyst ไปยึดติดกับ pneumocyte 

type l ตอไป 

 การเจริญแบบไมอาศัยเพศโดยเริ่มจาก trophic form  (haploid) มีการเจริญเติบโตขยาย

ขนาดขึ้น จากนั้นเกิดกระบวนการแบงตัวจากหนึง่เปนสอง (binary fission) แลวเจรญิเติบโตวนซ้าํ

ในกระบวนการเดิมไดจํานวนเพิม่ข้ึนแบบเรขาคณิต (2n) 

 

 
รูปที่ 4 แสดงวงจรชวีิตของเชื้อ Pneumocystis jirovecii (Beck, และ Cushion, 2009) 
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การกระจายทางภูมศิาสตร และระบาดวิทยาของเชื้อ Pneumocystis jirovecii 
เชื้อ Pneumocystis สามารถพบไดในสัตวเลี้ยงลกูดวยนมหลายชนิด มีการแพรกระจาย

อยูในทกุภูมิภาคทั่วโลกยกเวนในเขตขั้วโลกใต (Antarctica) (Morris et al., 2004) โดย

สถานการณของการเกิดโรค PCP มีความสัมพันธกับการระบาดของการติดเชื้อ HIV และการเกิด

โรค AIDS เปนอยางมาก อัตราการติดเชื้อโดยสวนใหญมักไมมีอาการ การติดเชื้อที่มีอาการอาจ

พบในเด็กที่คลอดกอนกําหนด หรือเด็กทีข่าดอาหาร สาํหรับอุบัติการณของโรคพบมากที่สุดใน

ผูปวยโรค AIDS เชื่อวาราวรอยละ 80 ของผูปวยดังกลาวจะมีอาการของโรคนี้ นอกจากนี้ยงัพบ

ปรากฏการณการแพรกระจายของโรค PCP อยางรุนแรงในหลายภูมภิาคของโลก (Chave et al., 

1991, Cheung et al., 1994, Dutz, 1970, Hennequin, 1995, Ruebush et al., 1978, Singer et 

al., 1975, Thomas et al., 1966)  

 การรายงานสถานการณ AIDS ทัว่โลกลาสุดในป ค.ศ. 2009 (www.unaids.org/unaids/ 

(English orignial, December 2009) นบัต้ังแตมีการแพรระบาดของเชื้อไวรัส HIV 

(UNAIDS/WHO) คาดวามผูีที่ติดเชื้อ HIVแลวประมาณ 60 ลานคน และมีผูทีเ่สียชีวิตจากสาเหตุ

การติดเชื้อ HIV อีกประมาณ 25 ลานคน โดยเฉพาะใน พ.ศ.2551 มีผูติดเชื้อ HIV ทั่วโลกประมาณ 

33.4 ลานคน (31.1-35.8 ลานคน) เปนผูใหญประมาณ 31.3 ลานคน (29.2-33.7 ลานคน) มี

ผูหญิงที่ติดเชือ้ ประมาณ 15.7 ลานคน (14.2-17.2 ลานคน) เปนเด็กที่อายุต่าํกวา 15 ป ประมาณ 

2.1 ลานคน (1.2-2.9 ลานคน) และเปนผูที่เสียชวีิตจากโรค AIDS ประมาณ 2.0 ลานคน (1.7-2.4 

ลานคน) ซึ่งคาดวาจะมีผูตดิเชื้อรายใหมเพิ่มข้ึน ประมาณ 2.7 ลานคน (2.4-3.0 ลานคน) ทั่วโลก 

โดยคาดวาจะมีเด็กวัยรุนที่อาย ุ15-24 ป มีการติดเชื้อรอยละ 40 ในขณะที่ผูหญงิมกีารติดเชื้อถึง

รอยละ 48 ซึ่งพบวาประเทศในแถบทางตอนใตของทวีปแอฟริกา เปนพืน้ทีท่ี่ไดรับผลกระทบจาก

การติดเชื้อไวรัส HIV มากทีสุ่ดประมาณรอยละ 67 ของผูติดเชื้อทั่วโลก มีเด็กที่ติดเชื้อรายใหม

ประมาณ รอยละ 91 และมีเด็กกําพรามากกวา 14 ลานคน รองลงมาอยูในประเทศในแถบเอเซีย

ใต และเอเซียตะวันออกเฉียงใต ประมาณ 3.8 ลานคน สวนใหญประเทศที่มกีารติดเชื้อสูง รอยละ 

97 อยูในประเทศที่มีรายไดต่ําหรือยากจนและอยูในกลุมประเทศทีม่ีรายไดปานกลาง (รูปที่ 5) ซึ่ง

สัมพันธกับการเกิดโรค PCP 

 โดยประเทศอตุสาหกรรม (ในทวีปอเมริกาเหนือ, ยุโรป และ เอเซียตะวนัออก) นับต้ังแต

เร่ิมมีการใชยาตานไวรัส HAART เปนตนมาความชุกของการเกิดโรค PCP ลดลงเปนอยางมาก แต

อยางไรก็ตามโรค PCP ก็ยังคงเปนปญหาสําคัญของโรคฉวยโอกาสทีพ่บไดบอยในผูติดเชื้อ HIV 

และโรค AIDS โดยมีอัตราการเกิดโรค PCP รอยละ 9 ถงึรอยละ 10 (Dore et al., 2002, Ives et 

al., 2001, Kelley et al., 2009, Krentz et al., 2003, McNaghten et al., 1999, Morris et al., 
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2004) สําหรับผูปวยที่ไดรับยากดภูมิคุมกนัมีความสัมพนัธกับการเพิ่มความเสีย่งของการเกิดโรค 

PCP มากขึ้น (Neff et al., 2009)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
รูปที ่5 แสดงการกระจายตวัของเชื้อ Pneumocystis jirovecii โดยอางอิงการติดเชื้อ HIV/AIDS 

(UNAIDS, 2009) 
  

สําหรับทวีปแอฟริกานับต้ังแตมีการระบาดของเชื้อ HIV โรค PCP พบไดนอยในผูใหญใน

ประเทศในแถบทางตอนใตของทวีปแอฟริกา อาจเปนเพราะความสามารถในการกอโรคของสาย

พันธุของเชื้อ Pneumocystis หรือพันธุกรรมของชาวแอฟริกันมีความตานทานตอเชือ้ 

Pneumocystis แตไมเหมือนกนัในเด็กแอฟริกันที่ติดเชื้อ HIV ซึ่งมีอัตราการเกิดโรค PCP สูงมาก  

นับต้ังแตทศวรรษที่ ค.ศ. 1980 ถึงทศวรรษที่ ค.ศ. 1990 เด็กแอฟริกนัที่ติดเชื้อ HIV มีอัตราการเกิด

โรค PCP สูงกวาผูใหญที่ติดเชื้อ HIV โดยผลการชันสูตรศพผูติดเชื้อ HIV ในหลายๆสวนของทวีป

แอฟริการะหวางป ค.ศ. 1992 ถึง ค.ศ. 2000 แสดงใหเหน็ถึงอัตราการเกิดโรค PCP รอยละ16 ถึง

รอยละ 29 (Morris et al., 2004) จากการศึกษาลาสุดของผูปวยเด็กเนื่องจากปอดอักเสบทัง้ที่ตดิ
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เชื้อ HIV และไมติดเชื้อ HIV ที่พักรักษาตวัในโรงพยาบาลในแถบทางตอนใตของทวปีแอฟริกา 

พบวามีจํานวนถึงรอยละ 21 ที่เปนโรค PCP จากรอยละ 77 ที่ติดเชื้อ HIV (Morrow et al., 2010) 

ในทวีปอเมริกากลาง และอเมริกาใต โรค PCP พบไดบอยเปนอนัดับสองของโรคฉวย

โอกาสในผูติดเชื้อ HIV ที่รอยละ 22 จากการสํารวจในประเทศบราซิลระหวางป ค.ศ. 2001 ถึง 

ค.ศ. 2004 (Soares et al., 2008) ในประเทศอาเจนตินา โรค PCP ทีพ่บในโรงพยาบาลมีอัตราการ

เกิดโรครอยละ 6 ถึงรอยละ 9 ในผูปวย AIDS ระหวางป ค.ศ. 1995 ถึง ค.ศ. 2002 (Perez et al., 

2005) แตในผูปวยเด็ก และทารกที่ติดเชื้อ HIV จํานวน 132 ราย พบโรค PCP สูงถึงรอยละ 35 ซึ่ง

มากเปนอันดบัสองของเชื้อฉวยโอกาสทีพ่บในผูติดเชื้อ HIV (Fallo et al., 2002) 

 ประเทศในแถบเอเชียตะวนัออกเฉียงใต อยางเชนประเทศไทยไดมีรายงานการพบโรค 

PCP ทั้งในเดก็ และในผูใหญโดยมีความชุกของการเกดิโรคที่รอยละ 27 ถึงรอยละ 40 ในผูติดเชือ้ 

HIV ที่พกัรักษาตัวในโรงพยาบาล (Lumbiganon et al., 2000, Wannamethee et al., 1998) 

จาํนวนผูปวยดวยโรค PCP มากขึ้นในประเทศไทยในระหวางป ค.ศ. 1992 ถึง ค.ศ. 2003 จากที่

นอยกวา 100 รายตอป กลายเปนมากกวา 6,000 รายตอป (Sritangratanakul et al., 2004)  จาก

การศึกษาติดตามผูปวย AIDS ในประเทศไทย พบวาราวรอยละ 20 ของผูปวย AIDS ลมปวยดวย

โรค PCP ในระหวางป ค.ศ. 1994 ถึง ค.ศ. 1998 (Chariyalertsak et al., 2001) ในประเทศ

มาเลเซยี โรค PCP พบมากเปนอันดับสองรองจากวัณโรคในผูปวย AIDS จากผูติดเชื้อ HIV และ

โรค AIDS 419 รายในโรงพยาบาล Kuala Lumpur ระหวางป ค.ศ. 1994 ถึง ค.ศ. 2001 

(Nissapatorn et al., 2003) 

สถานการณของโรค PCP อางอิงกับผูปวยโรค AIDS ในประเทศไทย โดยพบผูปวยจาก

การติดเชื้อ Pneumocystis jirovecii ไดทั่วทุกภูมิภาคของประเทศ โดยเฉพาะจังหวดั 

กรุงเทพมหานครซึ่งเปนจงัหวัดที่มีอัตราการติดเชื้อ Pneumocystis jirovecii สูงสุด (รูปที่ 6) ในป 

พ.ศ. 2552 สํานักระบาดวิทยาไดรับรายงานผูปวยโรค AIDS 14,644 ราย เปนผูที่เร่ิมปวยในป 

พ.ศ. 2552 จาํนวน 5,964 ราย (รอยละ 40.73) อัตราปวย 9.40 ตอประชากรแสนคน เปนเพศชาย 

3,688 ราย และเพศหญงิ 2,276 ราย อัตราสวนเพศชายตอเพศหญิงเทากับ 1.6 : 1 เสียชีวิต 545 

ราย ภาคกลางมีอัตราปวยสงูสุดรอยละ 14.96 ตอประชากรแสนคน รองลงมาคือภาคเหนือรอยละ 

9.22 ภาคใตรอยละ 6.47 และภาคตะวันออกเฉียงเหนอืรอยละ 5.16 ตามลาํดับ การคาดประมาณ

ผูติดเชื้อ HIV และผูปวย AIDS ในประเทศไทยโดยคณะผูเชี่ยวชาญ Thai Working Group และทีม 

A 2 (The Asian Epidemic Model (AEM) Projection for HIV/AIDS in Thailand: 2005-2025) 

ไดคาดประมาณตัวเลขผูติดเชื้อ HIV และผูปวย AIDS ในป พ.ศ. 2553 คาดวาจะมีผูใหญที่ติดเชื้อ 

HIV สะสมประมาณ 1,138,020 ราย เปนผูใหญที่เสียชวีิตจากโรค AIDS ประมาณ 641,633 ราย 
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เปนผูใหญที่ตดิเชื้อและผูปวย AIDS ที่ยงัมชีีวิตอยู ประมาณ 499,324 ราย และคาดวาจะมีผูใหญ

ที่ติดเชื้อ HIV รายใหม 10,853 ราย 

โรคติดเชื้อฉวยโอกาส ทีพ่บมาก 5 อันดับแรก คือ Mycobacterium tuberculosis รอยละ 

30.19 รองลงมา คือโรคปอดบวมจากเชื้อ Pneumocystis jiroveciii รอยละ 19.92 Wasting 

syndrome รอยละ 19.32 Cryptococcosis รอยละ 13.74 และ Candidiasis ของหลอดอาหาร 

หรือหลอดลมรอยละ 4.87 (แผนภูมิที่ 1) (สํานักระบาดวทิยา กรมควบคุมโรค กระทรวง

สาธารณสุข) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
รูปที่ 6 แสดงจังหวัดที่มีอัตราการปวยโรค AIDS โดยเรยีงลําดับจากมากไปนอยในประเทศไทยป 

พ.ศ. 2552 ไดแก 1) กรุงเทพมหานคร 2) จันทบุรี 3) ศรีสะเกษ 4) อุดรธาน ี5) สมุทรปราการ 6) 

พะเยา 7) เชียงใหม 8) ภูเก็ต 9) นครสวรรค และ 10) เพชรบูรณ (สํานักระบาดวิทยา กรมควบคมุ

โรค กระทรวงสาธารณสุข) (ดัดแปลงจาก พวงทพิย รัตนะรัต, และสุวด ีดีวงษ, 2552) 

  1. Bangkok           1,317 ราย 

  2. Chanthaburi         406 ราย 

  3. Si Sa Ket              291 ราย 

  4. Udon Thani          281 ราย 

  5. Samut Prakan      276 ราย 

  6. Phayao                 265 ราย 

  7. Chiang Mai           181 ราย 

  8. Phuket                  162 ราย 

  9. Nakhon Sawan     158 ราย 

10. Phetchabun          154 ราย 

Myanmar 

Laos  

33  

11  

44  

77  66  

22  

1010  

55  

88  

99  

Cambodia 

Malaysia 
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แผนภูมิที่ 1 แสดงโรคติดเชื้อฉวยโอกาสที่พบมากที่สุด 5 อันดับแรกในผูปวยโรค AIDS ตั้งแต 

กันยายน 2527 - 31 กรกฎาคม 2553 โดยเรียงลําดับจากมากไปนอยดังนี ้Mycobacterium 

tuberculosis, pulmonary หรือ extrapulmonary 110,797 ราย (รอยละ 30.19) รองลงมา คือ 

โรคปอดบวมจากเชื้อ Pneumocystis jirovecii 73,094 ราย (รอยละ 19.92), Wasting syndrome 

(emaciation, slim disease) 70,909 ราย (รอยละ 19.32), Cryptococcosis 50,419 ราย (รอย

ละ 13.74) และ Candidiasis (trachea, bronchi) 17,862 ราย (รอยละ 4.87) (ดัดแปลงจาก 

สํานักระบาดวทิยา, 2553)  

 
การติดตอของเชื้อ Pneumocystis jirovecii 
 รูปแบบของการติดตอของเชื้อในมนษุยยงัไมรูแนชัด แตเชื่อวาติดเชือ้ผานทางอากาศเขาสู

ระบบทางเดินหายใจ จากมนุษยสูมนษุย ไมพบการติดตอระหวางสัตวและมนษุย (zoonosis) มี

การศึกษาจํานวนนอยมากที่ตรวจพบ DNA ของเชื้อ Pneumocystis jirovecii ในสิง่แวดลอม

ภายนอกโฮสต จากตวัอยางเชื้อในอากาศ (Wakefield, 1996) และในแหลงน้าํจืด (Casanova –

Cardiel and Leibowitz, 1997) ซึ่งมีบางการศึกษาที่สามารถตรวจพบ DNA ของเชื้อ 

Pneumocystis jirovecii ในอากาศภายในหองที่มีผูปวยโรค PCP (Olsson et al.,1996, Bartlett 

et al., 1997) สอดคลองกับการศึกษาแบบจําลองการตดิเชื้อในสัตวทดลองที่แสดงใหเหน็วาการ

ติดเชื้อผานทางอากาศเปนสาเหตุการติดเชื้อจากมนุษยสูมนุษย (Aliouat et al., 1997, Dei-Cas 

et al., 1998, Dumoulin et al., 2000, Hong et al., 1992, McFadden al., 1991, Powles et al., 

1992) 
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การตอบสนองทางภูมิคุมกันตอเชื้อ Pneumocystis jirovecii  
การตอบสนองทางภูมิคุมกนัของโฮสตเปนกลไกสําคัญในการควบคุมการติดเชื้อ แตทําให

มีการอักเสบของปอดเพิ่มมากขึ้นโดยพบวา alveolar macrophage และ CD4 T lymphocyte มี

บทบาทสําคญัในการควบคุมและทําลายเชื้อ อยางไรก็ตามการจับกินตัวเชื้อโดย macrophage จะ

ไมสามารถทําลายเชื้อไดโดยปราศจาก antibody ตอ Pneumocystis jirovecii แมวา 

complement อาจไมมีผลในการทาํลายเชือ้โดยตรงแตอาจสงเสริมใหเกิด phagocytosis และการ

สราง free-oxygen radical เพื่อทาํลายเชือ้ไดดีข้ึน ผูปวยที่เปนโรคเอดสมกัเกิดภาวะแทรกซอนใน

ปอดจากการติดเชื้อนี้เมื่อระดับ CD4 lymphocyte นอยกวา 200 เซลลตอลูกบาศกมิลลิเมตร เชื่อ

วา interferon gamma ที่สรางจาก activated CD4 เซลล จะกระตุน mononuclear cell และ 

macrophage ใหมกีารทาํลายเชื้อตอไป สาํหรับ interleukin 1 และ 6 มีผลตอกระบวนการทาํลาย

เชื้อไดเชนกนั  specific IgG และ IgA นาจะมีบทบาทในการทําลายเชื้อเนื่องจาก antibody ที่

จําเพาะดังกลาวสามารถจับกับผนงัเซลลในระยะ cystic form และ trophic form ของเชื้อได

เชนกนั เกิดการอักเสบระหวางปฏิกิริยาของภูมิคุมกนัและเซลลที่เชื้อยดึติด เปนผลทาํใหเกิดการ

ทําลายเนื้อเยือ่ปอด (diffuse alveolar damage) การแลกเปลี่ยนกาซผิดปกติ และเกิดภาวะ

หายใจลมเหลว ความรุนแรงของการติดเชือ้มีความสมัพนัธกับปฏิกิริยาการตอบสนองทาง

ภูมิคุมกันมากกวาปริมาณเชือ้ที่พบในปอด โดยพบวาปรมิาณ interleukin-8 (IL-8) และจํานวน

เม็ดเลือดขาวชนิดนวิโตรฟลมีความสมัพนัธกับความรุนแรงของการตดิเชื้อ (Kongpolprom et al., 

unpublished data) 

พยาธิกําเนิดและพยาธสิภาพ 

เนื่องจาก Pneumocystis jirovecii เปนจุลชีพที่อาศัยอยูนอกเซลลของโฮสตมีเมทาบอลิ

ซึมแบบใชออกซิเจน แมระยะตาง ๆ ในวงชีวิตจะพบในปอดแตอาศัยการเกาะติดกบัเซลลของ

โฮสตเทานัน้ ในระยะเริ่มตนของการติดเชือ้ trophic form หรือ cystic form จะเกาะติดกับ 

pneumocyte type I (Itatani and Marshall, 1988) (รูปที่7) ซึ่งเปนเซลลที่บุรอบ ๆ ถงุลมในปอด 

เมื่อศึกษาภาพถายจากกลองจุลทรรศนอิเล็คตรอนจะพบ filopodia ยดึติดกับ membrane ของ

เซลลปอด pneumocyte type I ดงันัน้ตัวเชื้อนาจะไดรับอาหารจากเซลลของโฮสตโดยวิธนีี้ สําหรับ

โมเลกุลที่เกี่ยวของในกระบวนการเกาะตดิดังกลาวไดแก major surface glycoprotein (MSG) ที่มี

ขนาด 95-140 กิโลดาลตนั (kD) ของตัวเชือ้กับโปรตีนบนผิวของเซลลโฮสต ไดแก laminin 

fibronectin และ fibrinogen ภายหลงัการเกาะติดจะพบ vesicle จํานวนมากใน cytoplasm ของ

โฮสตใกลกับบริเวณที่เกาะตดิ เชื่อวามีการขนสงสารระหวางตวัเชื้อและเซลล พยาธสิภาพที่เกิดขึ้น

ในระยะแรกจะพบการเพิ่มข้ึนของ alveolar-capillary membrane permeability ในสวนที่มีการ
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เกาะติดตอมาจะเกิดการทําลายและหลุดลอกของเซลลรอบ ๆ ถุงลมรวมทัง้ basement 

membrane ซึ่งอาจเกิดจากเอนไซมที่สรางจากตัวเชื้อ ดังนั้นจงึมีภาวะการตอบสนองของโฮสต 

โดยพบ hypertrophy และ hyperplasia ของ pneumocyte type II ซึ่งเปนเซลลที่จะพัฒนาตอไป

เปน pneumocyte type I นอกจากนี้เชื้อ Pneumocystis jirovecii ยังจับกับ hydrophilic 

surfactant proteins A (SP-A) และ D (SP-D) โดยอาศัย mannose moiety ใน major surface 

glycoprotein นอกจากนีย้ังทํา ใหองคประกอบของ surfactant เปล่ียนไป ตลอดจนยับยั้งการขับ

สาร phosphatidylcholine จากเซลล pneumocyte type II  

           

  
แสดงการยึดตดิกับepithelium pneumocyt 

type l ของระยะ cystic form (ลูกศรชี้คือ 

epithelium pneumocyt type l), C: Cystis 

form 

แสดงการยึดตดิกับepithelium pneumocyt 

type l ของระยะ trophic form, T: Trophic 

form 

 
รูปที ่7 แสดงการยึดติดของระยะ cystic form และ trophic form กับเซลลถุงลมปอด 

pneumocyt type l ดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน (ดัดแปลงจาก Itatani and Marshall, 1988) 

 

 

 

 

C 
T 
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 พยาธิสภาพในปอดจะพบการเพิ่มข้ึนของขนาดและน้าํหนกัของปอด เยื่อหุมปอดจะหนา

ตัวกวาปกต ิภาพตัดขวางของปอดจะพบวาเปนสีคล้าํ มกีารหนาตวัของผนงักัน้ปอดแตละกลีบ 

เมื่อดูดวยกลองจุลทรรศนจะพบการหนาตวัขึ้นของ interstitial tissues และพบการแทรกของเซลล

จํานวนมากสวนใหญเปน mononuclear cell และ plasma cell ผนังถุงลมหนาตัวขึ้นชองวาง

ภายในถงุลมจะเต็มไปดวย eosinophilic amorphous exudates ปนกบั histiocyte lymphocyte 

plasma cell และตัวเชื้อ (รูปที่8) เมื่อยอมดวยส ีGomori methenamine silver จะเหน็ระยะ 

cystic form ของเชื้อ Pneumocystis jirovecii อยูภายในถุงลมปอดเปน foamy exudates (รูปที่9) 

 

 

 

 

 

 
 
 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
รูปที่ 8 ภาพตดัขวางของปอดแสดงพยาธสิภาพเมื่อยอมดวยสี Hematoxylin-Eosin จะเหน็

ภายในถงุลมเต็มไปดวยสารน้ําที่มีเซลลเมด็เลือดขาว eosinophilic exudates และตัวเชื้อรวมกัน

เปนกลุมกอน (ลูกศรสีน้ําเงนิ) รวมเรียกวา foamy exudates  
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รูปที่ 9 ภาพตดัขวางของปอดแสดงพยาธสิภาพเมื่อยอมดวยส ีGomori methenamine silver 

ภายในถงุลมจะเหน็ระยะ cystic form (C) ของเชื้อ Pneumocystis jirovecii 

 
อาการและลกัษณะแสดงทางคลินกิ   

อาการมกัเกิดขึ้นคอยเปนคอยไปและการดําเนนิของโรคจะเกิดขึ้นชา ๆ แตอาจพบอาการ

ปอดอักเสบเฉียบพลนัและการดําเนนิของโรคเปนไปอยางรวดเร็วไดในผูปวยโรคเอดส ระยะฟกตัว

ของโรคประมาณ 1-2 เดือน ผูปวยจะมีอาการไอแหง ๆ ไมมีเสมหะ จนในที่สุดจะเกิดสภาวะการ

หายใจลมเหลว และอาการขาดออกซิเจน การฟงเสียงผิดปกติในปอดมักพบนอยกวาอาการของ

โรคซึ่งรุนแรงกวา อาจมีไขต่าํๆ แตสวนใหญมักไมมีไข การตรวจเลือดจะพบปริมาณเม็ดเลือดขาว

ปกติหรือตํ่ากวาปกติเลก็นอย ตลอดจนอาจพบปริมาณ eosinophil เพิม่ข้ึน สําหรับการติดเชื้อ

นอกปอดอาจพบอาการซีด ตอมน้ําเหลืองโต ตับและมามโต หรือพยาธิสภาพในอวยัวะอืน่ ๆ ที่มี

การติดเชื้อเชน ในหูสวนนอก เปนตน 

ผูติดเชื้อ HIV เสี่ยงตอการเกดิโรค PCP เมื่อระดับ CD4 ต่ํากวา 200 เซลลตอไมโครลิตร 

อยางไรก็ตามผูปวยโรค AIDS ทีม่ีระดับ CD4 มากกวา 200 เซลลตอไมโครลิตรก็อาจเกิดโรค PCP 

ได โดยเฉพาะอยางยิ่งผูปวยที่มีโรคเชื้อรา Candida ในปากมีไขไมหายนานเกิน 2 สปัดาหมี

ปริมาณ plasma HIV RNA load ในเลือดสูงหรือระดับ CD4 มีแนวโนมที่จะลดลงอยางรวดเร็ว 

ผูปวยโรค PCP แทบทุกรายมีอาการทางระบบทางเดนิหายใจเชน ไอ สวนมากไอไมมีเสมหะ 

หายใจหอบเหนื่อย อาการไอเปนเลือดพบนอยมาก อาการอื่นซึ่งไมจําเพาะไดแก ไข ออนเพลยี 

น้ําหนกัลด อาการดังกลาวจะเปนมากขึน้เรื่อยๆ ในเวลาเปนสัปดาห โดยเฉลี่ยผูปวยมีอาการมา

C C 
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กอนเฉลี่ยประมาณ 28 วนักอนไดรับการวนิิจฉัยวาเปนโรค PCP ตางจากโรค PCP ในผูปวย

ภูมิคุมกันต่ําทีไ่มไดติดเชื้อ HIV ซึ่งมกัมีอาการมาไมนาน (เฉล่ีย 5 วนั) กอนไดรับการวินิจฉัยวาเปน

โรค PCP  

ผูปวยโรค PCP ที่มาดวยอาการไขหนาวสัน่แบบเฉียบพลันพบไดไมบอย การตรวจรางกาย

อาจไมพบความผิดปกติยกเวนหายใจเร็ว หรือชีพจรเตนเร็ว อาจฟงไดแผวเบาที่ชายปอดทั้งสอง

ขางบางครั้งพบเชื้อรา Candida ในปากหรือ oral hairy leukoplakia รวมดวย ภาพถายรังสทีรวง

อกปกติหรือก้าํกึ่งระหวางปกติกับผิดปกตพิบไดรอยละ 10 ถึง 39 ความผิดปกติของภาพถายรังสี

ทรวงอกทีพ่บไดบายที่สุดเปน diffuse symmetrical interstitial infiltrates (รูปที่ 10) ที่พบนอย

ไดแก focal infiltrates, lobar consolidation, nodule (อาจมี cavity รวมดวยหรือไมก็ได ), 

pneumomediastinum, military infiltrates สวน apical infiltrates หรือ fibrocavitary PCP ซึ่ง

คลายวัณโรคปอดมักพบในผูปวยที่ไดรับยา pentamidine ชนิดพน (aerosolized pentamidine) 

เพื่อปองกันโรค PCP spontaneous pneumothorax พบไดในผูปวยทีเ่ปนโรค PCP ซ้ําหลายๆครั้ง 

ความผิดปกตขิองภาพถายรงัสีทรวงอกที่พบไดนอยไดแก pneumatocele, mediastinal/hilar 

lymphadenopathy และน้ําในชองเยื่อหุมปอด นอกจากนี้มีรายงานผูปวยโรค PCP ที่มีภาพรังสี

ทรวงอกเปน pleural-based masses รวมกับตอมน้าํเหลืองที่ขั้วปอดโต การตรวจดวย high 

resolution computerized tomography (HRCT) อาจมปีระโยชนในรายที่ภาพถายรังสีทรวงอก

ปกติ  อยางไรก็ตามมีรายงาน HRCT ปกตใินผูปวยโรค PCP ได การเปลี่ยนแปลงของภาพถายรงัสี

ทรวงอกอาจชากวาการเปลีย่นแปลงของอาการทางคลินิกไมวาอาการเปลี่ยนแปลงไปในทางที่ดี

ขึ้นหรือเลวลง ในระยะแรกของการรักษาพบการเปลี่ยนแปลงของภาพถายรังสเีลวลงไดบอย และ

ในรายที่โรครุนแรงอาจมกีารเปลี่ยนแปลงเปน consolidation ไดถาใหการรักษาเกนิ 7-10 วันแลว

ยังพบมีการเปลี่ยนแปลงของภาพรงัสีที่เลวลงจะพิจารณาวาการรักษาลมเหลวระดับ serum 

lactate dehydrogenase (LDH) สูงพบไดบอยในผูปวยโรค PCP มากกวาปอดอักเสบจากการติด

เชื้ออื่นแตไมจําเพาะในการชวยวนิิจฉัยโรค PCP รอยละ 7 ของผูปวยโรค PCP มีระดับ serum 

LDH ปกติระดับ LDH จะลดลงขณะที่ผูปวยมีอาการดีข้ึน และจะสูงในกรณีที่ผูปวยมีอาการเลวลง 
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รูปที่ 10 แสดงภาพถายรงัสปีอดในผูปวยรายหนึ่งที่มกีารติดเชื้อ Pneumocystis jirovecii รวมกับ 

chronic myelomonocytic leukemia ดังนี ้(Mu et al., 2009) 

1. แสดงภาพถายรังสปีอดปกติ (ยังไมตดิเชื้อ Pneumocystis jirovecii) 

2. แสดงภาพถายรังสปีอดมีลักษณะเปน diffuse symmetrical interstitial infiltrates 

3. แสดงภาพถาย HRCT มีลักษณะเปน diffuse ground glass 

4. แสดงภาพถายรังสปีอดมีลักษณะเปน diffuse ground glass 

5. แสดงระยะ cystic form ของเชื้อ Pneumocystis jirovecii เมื่อยอมดวยสี Gomori  

    methenamine silver จาก BAL 

6. แสดงภาพถาย HRCT ภายหลงัจากที่ไดรับการรักษาดวยยา TMP-SMZ มีลักษณะการกระจาย  

    ตัว diffuse ground glass ลดลงผูปวยมีอาการดีขึ้น 

 

การตรวจ arterial blood gas โดยทั่วไปพบ P(A-a)O2 เพิ่มข้ึน สวนคา PaO2 ขึ้นกับความ

รุนแรงของโรค รอยละ 25 ของผูปวยอาจมีคา PaO2 มากกวาหรือเทากับ 80 มิลลิเมตรของปรอท

ในขณะหายใจอากาศธรรมดา P(A-a)O2 ที่มากกวา 29 หรือ PaO2 ทีน่อยกวา 71 มีการพยากรณ

โรคที่ไมดี พบการติดเชื้อ Pneumocystis jirovecii นอกปอดรอยละ 13 (7 ใน 56 ราย) สวนใหญ

พบที่ตอมน้ําเหลือง ห ูและที่ตาชัน้ choroid การติดเชื้อที่อวัยวะอืน่ไดแก ตอมไทรอยด ตับ มาม 

ตอมหมวกไต เยื่อหุมปอด ไขกระดูก กลามเนื้อ สมอง และเยื่อหุมสมอง ซึง่ทางเดนิอาหารผูปวย
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อาจไมมีโรค PCP รวมดวยโดยเฉพาะผูปวยโรค AIDS ทีไ่ดรับยา pentamidine ชนิดพนเพื่อ

ปองกันโรค PCP (เชิดเกียรติ : ออนไลน) 

 
การรกัษา 
ยาที่ควรใชเปนอันดับแรก 

Cotrimoxazole (trimethoprim-sufamethoxazole) (TMP-SMX) TMP 15 มิลลิกรัมตอ

กิโลกรัมตอวนัรวมกับ SMX 75 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมตอวนั แบงใหวนัละ 4 คร้ัง รับประทานหรือฉีด

เขาหลอดเลือดดําเปนเวลา 21 วัน โดยแบงใหวันละ 3 ถึง 4 คร้ังถาผูปวยทานยา Cotrimoxazole 

ไมไดเชน แพมผีื่นขึ้นใหใชยาอันดับรองตอไปนี ้

ยาทีเ่ลือกใชเปนอันดับรอง 

Clindamycin 600 มิลลิกรัม ฉีดเขาหลอดเลือดดําทุก 8 ชั่วโมง หรือ 300 ถงึ 450 

มิลลิกรัม รับประทานทกุ 6 ชั่วโมง และ primaquine 30 มิลลิกรัมตอวนั รับประทานนาน 21 วัน 

หรือ TMP 15 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมตอวันหรือ 100 มิลลิกรัมตอวันรวมกบั dapsone 100 มิลลิกรัม

ตอวัน รับประทานนาน 21 วัน หรือ pentamidine 4 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมตอวัน หยดเขาหลอด

เลือดดําในเวลา 60 นาทหีรือนานกวา เปนเวลา 21 วัน (มักใหในรายที่อาการรุนแรง) (ตารางที่4) 

ผูติดเชื้อ HIV เกิดอาการไมพงึประสงคจาก TMP-SMX ไดบอยกวาผูปวยที่ไมไดติดเชื้อ HIV 

ผลขางเคียงของ TMP-SMX ทีพ่บบอยไดแก ผื่น (มักเกิดใน 7-14 วันหลังไดรับยา) ในรายที่แพยา

รุนแรงอาจเกดิ Stevens Johnson syndrome, toxic epidermal necrolysis (TEN) หรือ 

exfoliative dermatitis ไดผลขางเคียงอื่น ๆ ไดแก ไข ระดับเอ็นไซมตับขึ้นสูง คลืน่ไส อาเจียน 

โลหิตจาง เม็ดเลือดขาวชนิดนิวโตรฟลตํ่า ระดับ creatinine สูงขึ้นและ hyponatremia ผูปวยรอย

ละ 25 ถึง 50 ไมสามารถทานยา TMP-SMX ไดและมักเกิดผื่นรวมกับไขผลขางเคียงของ dapsone 

ที่พบบอยไดแก ผื่น คัน ตับอักเสบ โลหิตจาง และหรือเม็ดเลือดขาวชนิดนิวโตรฟลตํ่า ที่สําคัญคือ

ทําใหเกิดโลหติจางจากเม็ดเลือดแดงมาก โดยผูปวยขาด glucose-6-phosphate 

dehydrogenase (G6-PD) หรือไมก็ได ดังนั้นผูปวยที่ขาด G6-PD ควรหลีกเลี่ยงการใช dapsone

นอกจากนี ้dapsone ยังทําใหเกิด methemoglobinemia, agranulocytosis และ aplastic 

anemia ได TMP ทําใหระดบัยา dapsone เพิ่มข้ึน เมื่อใหรวมกนัซึง่อาจทาํใหเกิด 

methemoglobinemia ไดงายขึ้น ผูปวยทีแ่พ TMP-SMX ไมจําเปนตองแพ dapsone ดวย 

Pentamidine มีผลขางเคียงคือ ความดนัโลหิตต่ํา ไตวาย ระดับโปแตสเซียมสูง ระดบัน้ําตาลใน

เลือดต่ํา ระดับน้ําตาลในเลอืดสูง ตับออนอักเสบ เม็ดเลอืดขาวต่ํา เกร็ดเลือดต่ํา ตับอักเสบ ระดับ

แคลเซียมและแมกนีเซยีมในเลือดต่ํา คลื่นไสอาเจียน ปวดทอง และเบือ่อาหาร อาการไมพึง

ประสงคที่สาํคัญของ clindamycin คือ ผ่ืน คลื่นไสอาเจียนและทองเสีย primaquine ทําใหปวด
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ทองใตลิ้นป คลื่นไส อาเจยีน และเกิด methemoglobinemia ได  ควรหลีกเลี่ยงการใช 

clindamycin รวมกับ primaquine ในการรักษาผูปวยทีข่าด G6-PD (เชิดเกียรติ : ออนไลน) 

ผูปวย PCP ทีม่ีอาการรนุแรง (PaO2 ต่ํากวา 70 มม.ปรอทหรือ A-a gradient มากกวา 35 

มม.ปรอทหรือ oxygen saturation นอยกวารอยละ 90 ขณะหายใจอากาศปกต)ิ ควรไดรับ 

corticosteroids รวมดวย โดยให prednisolone 40 มิลลิกรัม รับประทานเชา-เย็นนาน 5 วันแลว

ลดเหลือ 40 มลิลิกรัมวันละคร้ัง นาน 5 วนั ตอดวย 20 มิลลิกรัม วันละคร้ังอีก 11 วนั โดยทัว่ไป

ผูปวยตอบสนองตอการรักษาดีถาใหการรกัษากอนเกิดการหายใจวาย  ถาผูปวยไมตอบสนองตอ

การรักษาภายใน 4 ถงึ 5 วนัในกรณีที่ได TMP-SMX หรือ ภายใน 5 ถงึ 7 วันในกรณีทีไ่ด 

pentamidine ใหนึกถึงภาวะอื่นรวมดวย เชน การติดเชื้ออ่ืน (โดยเฉพาะเชื้อวัณโรคและ 

cytomegalovirus), fibrosis, adult respiratory distress syndrome, การแพยา เปนตน  มี

รายงานการเปลี่ยนแปลงพันธุกรรมของ dihydropteroate synthase (DHPS) gene (amino acid 

substitution ที่ codon 55 และ 57) ของ เชื้อ Pneumocystis jirovecii ทําใหเชื้อดื้อตอยา 

sulfamethoxazole และ dapsone ได มีรายงานผูปวยที่เกิด PCP จากเชื้อที่ดื้อยามอัีตราการรอด

ชีวิตที ่3 เดือนต่ํากวาผูปวยที่เกิด PCP  จากเชื้อที่ไมดื้อยา แตบางรายงาน ผูปวยทีเ่กิด PCP จาก

เชื้อที่ไมดื้อยาตอบสนองตอการรักษาไมตางไปจาก PCP ที่ดื้อยา การให corticosteroids รวมดวย

ในการรักษาผูปวยทีเ่ปน PCP ชนิดรุนแรงโดยทั่วไปไมไดเพิ่มความเสี่ยงในการเกิดผลแทรกซอน

จากโรคติดเชือ้ฉวยโอกาสชนิดอื่นยกเวนมีรายงานพบหลอดอาหารอักเสบจาก Candida เพิ่มข้ึน 

นอกจากนี้ผูปวยที่ไดรับ corticosteroids มีอัตราการรอดชีวิตเพิ่มข้ึนและภาวการณหายใจวาย

ลดลงในระยะเวลา 7 วนัแรกของการรักษา (เชิดเกียรติ : ออนไลน)   
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ตารางที ่2 สรุปแนวทางในการใชยารักษาโรค PCP (Carmona and Limper, 2011) 

 

PREFERRED OPTION  

Drug Dose and route Indications/other comments 

TMP-SMX 15-20 mg/kg/day (TMP) IV recommended in severe cases 

  75-100 mg/kg/day (SMX) Oral for mild and moderate cases 

  IV or oral In divided doses IV form can be switched to oral 

    after clinical improvement 

  (3-4 times a day) Levels should be monitored 

ALTERNATIVE REGIMENS     

Pentamidine 4 mg/kg/day Moderate to severe cases 

  IV or IM High incidence of toxicity 

Primaquine + Clindamycin 30 mg/day orally + Mild to moderate cases 

  600 mg/three times a day Check for G6PD deficiency prior 

    to the use of primaquine 

  IV or oral   

Atovaquone 750 mg twice a day oral Mild to moderate cases 

TMP + Dapsone 5 mg/kg three times a day + Mild to moderate case 

  100 mg/day Methemoglobinemia with Dapsone 

   Oral   

ADJUNCTIVE THERAPY     

Prednisone 40 mg twice a day for 5 days® Moderate to severe cases 

  40 mg a day for 5 days® Especially if hypoxemia PaO2 

    ≤70 or alveolar-arterial oxygen 

  20 mg a day for 11 days  gradient ≥35 mmHg 

   Oral   

TMP-SMX, trimethoprim-sulfamethoxazole; IV, intravenous; IM, intramuscular. 

Recommended duration of treatment is 21 days. 

 
 
 



 

    
28 

การด้ือตอยาที่ใชรักษาโรค PCP 
ยาทีม่ีซัลฟาเปนสวนประกอบที่ใชในการรักษา และปองกันการติดเชือ้ Pneumocystis 

jirovecii นับวามีความสําคญัเปนอยางมากนับต้ังแตทศวรรษที่ ค.ศ. 1970 เปนตนมา ซึง่เปนการ

ใชตัวยารวมกนัของสองอนพุันธที่ยับยั้งในกระบวนการสรางกรดโฟลคิของเชื้อ (sufamethoxazole 

และ trimethoprim) โดยมีเอนไซมที่สาํคัญสองตัวคือ DHPS และ DHFR จากการศึกษาใน

สัตวทดลองพบวา trimethoprim สามารถยับยั้งเชื้อ Pneumocystis ไดแตการใชเพยีง 

trimethoprim เพียงตัวยาเดยีวในการรักษายังมีประสิทธภิาพไมเพยีงพอในมนษุย การใช 

trimethoprim-sufamethoxazole รวมกนัใหผลการรักษา และปองกันไดดกีวาที่จะใหยาซัลฟา

เพียงอยางเดยีว โดยที่ตวัยาจะไปยับยัง้เอนไซม DHPS ซึ่งทําหนาที่เรงปฏิกิริยารวมตัวของกรด 

para-aminobenzoic (pABA) และ 6-hydroxymethyl-7,8-dihydropterin pyrophosphate 

(DHPPP) จากการศึกษาพบวาเชื้อด้ือตอยาซัลฟาเนื่องจากเกิดการผาเหลาในตําแหนงของ gene 

DHPS ทําใหเชื้อด้ือตอยา sufamethoxazole (รูปที ่17) และการผาเหลาในตําแหนงของ gene 

DHFR ทําใหเชื้อด้ือตอยา trimethoprim (Kovacs et al., 2001) 

 
 

รูปที ่11 แสดงตําแหนงที่มกีารผาเหลาของ gene DHPS ทําใหเชื้อด้ือตอยา sufamethoxazole 

โดยที่มกีารแทนตําแหนงที่ 55 จาก Threonine เปน Alanine และตําแหนงที ่57 จาก Proline 

เปน Serine (วงกลมสีแดง) (ดัดแปลงจาก Achari et al., 1997) 
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การปองกันโรค PCP 
ในผูปวยโรค AIDS หรือผูติดเชื้อ HIV วิธีที่ดีที่สุดคือการรับประทานยาตานไวรัส เพือ่ให

ระดับ CD4+ สูงมากขึ้น โดยมากกวา 200 ข้ึนไป การรับประทานยา Cotrimoxazole ในผูปวย 

AIDS ที่มี CD4+ นอยกวา 200 ก็มีสวนชวยในการปองกันโรค PCP สําหรับผูที่เคยตดิเชื้อ 

Pneumocystis jirovecii หรือเคยเปนโรค PCP จะตองไดรับยา Cotrimoxazole เปนเวลาตอเนื่อง

เพื่อปองกันการกลับมาเปนโรคซ้ําอีกครั้ง ควรปฏิบัติตัวใหถูกสุขอนามัยเชนสวมผาปดจมูกเมื่อตอง

สัมผัสใกลชิดกับผูปวยโรค PCP หรือในบริเวณที่มีผูปวยโรค PCP เพือ่ปองกันการติดเชื้อตอไป 
 
การตรวจวนิจิฉัยทางหองปฏิบัติการ 
การตรวจหาเชื้อภายใตกลองจุลทรรศน (Microscopic detection) 

ในชวงทศวรรษที่ ค.ศ. 1960 ถึงทศวรรษที่ ค.ศ. 1970 ไดมีการใชวิธกีารยอมสีที่จาํเพาะ

ตอระยะ cystic form ของเชือ้ Pneumocystis jirovecii อยางเชน Gomori methenamine silver 

(รูปที่ 11), Gram-Weigert หรือ Toluidine blue O (รูปที่ 12) และสําหรับสี Giemsa (รูปที่ 13, 14) 

สามารถตรวจหาไดทัง้ระยะ trophic form และกลุมของ cystic form ได จําเปนตองอาศัย

ประสบการณในการตรวจหาเชื้อ เนื่องจากตัวอยางเสมหะของผูปวยดวยโรค PCP มักมีจาํนวน

ระยะ cystic form นอยหรือไมพบ ทําใหมโีอกาสตรวจพบระยะ trophic form ไดมากกวาแตระยะ 

trophic form นั้นวินิจฉัยไดยากกวาระยะ cystic form ตอมาในชวงแรกถึงกลางทศวรรษที่ ค.ศ. 

1970 ไดมีการใชวิธี transbronchial biopsy (TBB) และ BAL สําหรับตรวจวินิจฉัยหาเชื้อ 

Pneumocystis jirovecii ซึ่งตัวอยางที่ไดมคีวามไวในการตรวจพบเชื้อที่ดีกวา หลังจากนัน้มา

ในชวงกลางทศวรรษที่ ค.ศ. 1980 ไดมีการใชวิธีกระตุนเสมหะดวยเครื่อง Ultrasonic nebulizer 

เพื่อเพิม่ปริมาณสารน้ําบนผวิเซลลเยื่อบุในหลอดลมดวยละอองน้ําเกลือเจือจาง (nebulized 

saline) ซึ่งสามารถเพิ่มความไวในการตรวจพบเชื้ออยูในชวงรอยละ 60 ถึงรอยละ 95 เมื่อเทียบกบั

การเก็บเสมหะแบบเดิมที่ไมไดถูกกระตุน (Masur et al., 1988) อยางไรก็ดีการรายผลของแตละ

บุคคลทําใหวธิีการเหลานี้มโีอกาสเกิดความไมจําเพาะ (เกิดผลลบปลอมได ) และความไวของการ

ทดสอบขึ้นอยูกับ ชนิดของสิง่สงตรวจ และทักษะของผูทดสอบตัวอยางเหลานัน้ 

ในป ค.ศ. 1986 monoclonal antibodies ไดถูกพัฒนาขึน้เพื่อใชตรวจหาเชื้อ 

Pneumocystis jirovecii (Kovacs et al., 1986) เปนวธิกีารยอมเชื้อโดยใชแอนติบอดีที่จําเพาะตอ

เชื้อที่ติดฉลากดวยสารเรืองแสงจับกับแอนติเจนของเชื้อ Pneumocystis jiroveci จะจับกันเปน

สารเชิงซอน (antigen-antibody complex) เรียกวิธีการนี้วา Immunofluorescence assay เมื่อดู

ดวยกลองจุลทรรศนฟลูโอเรสเซนต จะเหน็เซลลที่ติดเชื้อนี้เรืองแสงสีเขียวอมเหลือง สามารถตรวจ

พบไดทั้งระยะ trophic form และระยะ cystic form (รูปที่ 15, 16) รวมทั้งมีความไวในการตรวจ
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พบเชื้อและความจําเพาะตอเชื้อสูง และใชเวลาในการตรวจไมเกนิ 2 ชัว่โมง (Gill et al., 1987) 

อัตราการตรวจพบเชื้อจาก BAL และ induced sputum อาจลดลงในผูปวยที่ไดรับยาพน 

pentamidine (Levine et al., 1991) 

 

 
 

รูปที ่12 แสดงเชื้อ Pneumocystis jirovecii ระยะ Cystic form เมื่อยอมดวยสี Gomori 

methenamine silver 

 

 
 

รูปที ่13 แสดงเชื้อ Pneumocystis jirovecii ระยะ Cystic form เมื่อยอมดวยส ีToluidine blue O 
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รูปที ่14 แสดงเชื้อ Pneumocystis jirovecii ระยะ Cystic form เมื่อยอมดวยสี Giemsa 

C: Cystis form 

 

 
 

รูปที ่15 แสดงเชื้อ Pneumocystis jirovecii ระยะ Trophic form เมื่อยอมดวยส ีGiemsa 

C: Cystis form, T: Trophic form  

C 

T 

C 
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รูปที ่16 แสดงเชื้อ Pneumocystis jirovecii ระยะ Cystic form เมื่อยอมดวยวธิี IFA 

 

 
 

รูปที ่17 แสดงเชื้อ Pneumocystis jirovecii ระยะ Trophic form เมื่อยอมดวยวิธี IFA 

C: Cystis form, T: Trophic form  

C 

T 
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ปจจุบันการวนิิจฉัยโรค PCP จากผูปวยทีไ่มไดติดเชื้อ HIV ซึ่งมีจาํนวนเชื้อ 

Pneumocystis jirovecii ในสิ่งสงตรวจนอยทําใหยากตอการตรวจพบเชื้อ จึงไดมีการพัฒนา

วิธีการตรวจดวยวธิีการทางชีวโมเลกุลซึ่งมีความไวในการตรวจพบมากกวาวิธกีารอืน่ๆที่กลาวมา 

อยางไรก็ดีการตรวจหาเชื้อ Pneumocystis jirovecii จากสิ่งสงตรวจในระบบทางเดินหายใจเชน 

เสมหะ หรือน้าํลางปอด โดยการตรวจจากน้ําลางปอดเปนวิธมีาตรฐาน การตรวจหาเชื้อจาก

เสมหะมีความไวในการตรวจดวยวิธกีารยอมสีต่ํากวาวธิีการอื่น แตความไวในการตรวจสูงขึน้มาก

ดวยวิธ ีPCR ทําใหลดความเจ็บปวด และความเสีย่งจากภาวะแทรกซอน รวมทัง้ลดความจําเปน

ของการสองกลองเพื่อวินิจฉัยได การตรวจหาเชื้อ Pneumocystis jirovecii จากสิง่สงตรวจมี

ความสาํคัญเปนอยางมาก โดยเฉพาะอยางยิง่ในผูปวยที่เชื้อมีการดื้อตอยารักษา หรือตอบสนอง

ตอยารักษาชา เพื่อยนืยนัการติดเชื้อ และเปนแนวทางในการรกัษาโรค PCP ที่มีประสิทธิผลสูงสุด 

การตรวจหาเชื้อดวยวิธี Polymerase chain reaction (PCR detection) 

 การศึกษาการตรวจวินิจฉัยเชื้อ Pneumocystis jirovecii โดยวธิี PCR จากสิ่งสงตรวจของ

ผูปวยโรคปอดอักเสบไดมีรายงานการศึกษาเปนครั้งแรกโดย Wakefiled (Wakefiled et al., 1990) 

โดยการสกัด DNA จาก BAL ดวยวธิีฟนอลคลอโรฟอรม และใช primer pAZ102-E กับ pAZ102-

H จากตาํแหนงของยนีบน mitochondrial large subunit rRNA (mtLSU rRNA) สามารถตรวจพบ 

DNA ของเชื้อ Pneumocystis jirovecii จาก BAL  หลงัจากนัน้มาไดมีรายงานการตรวจหาเชื้อ 

Pneumocystis jirovecii โดยวิธ ีPCR อีกมากมายโดยการศึกษาทั้งจากตําแหนงของยีนตางๆ เชน 

ITS, 18srRNA, mt LSU rRNA, mt SSU rRNA, TS, 5S rRNA, DHPS, DHFR, MSG เปนตน 

(Kitada et al., 1991, Lu et al., 1995, Olsson et al., 1993, Robberts et al., 2007) (ตารางที่ 2) 

ตัวอยางที่ใชในการศึกษา (BAL, sputum, lung biopsy, oral wash, oropharyngeal wash, 

blood, serum และ nasopharyngeal aspirates) การเปรียบเทยีบวิธีการ PCR กับวธิีการยอมสี 

(PCR : toluidine blue O : IFA, PCR : Giemsa:Gomori methenamine silver, PCR: IFA, PCR 

: giemsa : Gomori methenamine silver : Toluidine blue O) โดยวดัผล sensitivity และ 

specificity ที่ไดพบวาวิธ ีPCR ใหผล sensitivity สูงที่สุดและ specificity ก็มีความจาํเพาะตอเชื้อ

สูงเชนกัน เมื่อเทียบกบัการยอมสีมีความจาํเพาะสงูถึงรอยละ 100 แตความไวในการตรวจพบนอย

กวารอยละ 60 (Flori et al.; 2004) ตอมาไดมีการเปรียบเทียบวิธี PCR กับวิธ ีPCR แบบอ่ืนๆ 

(nested PCR,  real-time PCR) (ตารางที ่3) พบวา nested PCR มี sensitivity ที่ดกีวา single 

PCR แต specificity ต่ํากวา single PCR สวน real-time PCR sensitivity จะต่ํากวา nested 

PCR เล็กนอยแตจะใหผล  specificity ที่ดีกวาเลก็นอย  
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ตารางที ่3 แสดง Primer ที่ใชในวิธ ีPCR  
 

Primers   Sequences 5V- 3V  Reference 

ITS         

Single Pc1 ATTTATGGGTTTCAATGG  403 Olsson et al.  

 Pc2 TGCAATATTAAAGGGAAC  (1993) 

First 1724F AAGTTGATCAAATTTGGTC 550 Lu et al. (1995) 

  ITS2R CTCGGACGAGGATCCTCGCC    

Nested ITS1F CGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATC    

  ITS2R1 GTTCAGCGGGTGATCCTGCCTG     

DHPS         

First F1 CCTGGTATTAAACCAGTTTTGCC 300 Lane et al. (1997) 

  B45 CAATTTAATAAATTTCTTTCCAAATAGCATC     

Nested A HUM GCGCCTACACATATTATGGCCATTTTAAATC     

  BN GGAACTTTCAACTTGGCAACCAC     

DHPS A HUM GCGCCTACACATATTATGGCCATTTTAAATC 750 Takahashi et al.  

Single B HUM CATAAACATCATGAACCCG    (2000) 

DHFR         

First FR208 GCAGAAAGTAGGTACATTATTACGAGA 798 Ma et al. (1999) 

  FR1038 AACCAGTTACCTAATCAAACTATATTGC     

Nested FR242 GTTTGGAATAGATTATGTTCATGGTGTACG     

  FR1018 GCTTCAAACCTTGTGTAACGCG     

MSG         

seminested JKK14 GAATGCAAATCCTTACAGACAACAG 249 Huang et al.  

  JKK15 GAATGCAAATCTTTACAGACAACAG    (1999) 

  JKK17 AAATCATGAACGAAATAACCATTGC     

mtLSUrRNA         

Single pAZ102-E GATGGCTGTTTCCAAGCCCA 346 Wakefield (1996) 

  pAZ102-H GTGTACGTTGCAAAGTACTC     

Nested pAZ102-X GTGAAATACAAATCGGACTAGG 260   

  PAZ102-Y TCACTTAATATTAATTGGGGAGC     

18S rRNA         

One-tube Pc1 CCAGATTAGCTTTTGCTGATCGCGGG 265 Mathis et al.  

nested Pc2 TTTACTTCCTCTAAATGACCAAATTTGATC    (1997) 

     

     

Size (bp.) 
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Primers   Sequences 5V- 3V  Reference 

  Pc5 CAGAGCCAGCAAGTTCATTTC     

  Pc6 CCAAATTTGATCAACTTTCCAG     

Real-time 5S F AGTTACGGCCATACCTCAGA  Larsen et al.  

5S rRNA 5S R AAAGCTACAGCACGTCGTAT  (2002) 

Single 5S F AGTTACGGCCATACCTCAGA 120 Kitada et al. (1991) 

  5S R AAAGCTACAGCACGTCGTAT     

Universal U1 CCAGCAGCCGCGGTAATACG 996 Lu et al. (2000) 

  U2 ATCGGTTACCTTGTTACGACTTC     
 

 
ตารางที ่4 แสดงการเปรียบเทียบ sensitivity และ specificity ของแตละวิธี PCR โดยใชตัวอยาง 

BAL 
 

Diagnostic values of PCR methods using BAL fluid 

Author (year) Sample (n) Sensitivity (%) Specificity (%) 

Single PCR 
Wakefield (1991) 

Cartwright et al. (1994) 

Roux et al. (1994) 

Moonens et al. (1995) 

Ribes et al. (1997) 

Helweg-Larsen et al. (1998) 

Caliendo et al. (1998) 

Sing et al. (2000) 

Takahashi et al. (2002) 

Pinlaor et al. (2004) 

 

  51 

154 

132 

  43 

129 

  61 

112 

134 

  81 

  21 

 

95 

100 

86 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

 

96.8 

99.3 

98.7 

96.7 

79.3 

91 

97.9 

100 

80.7 

90 

Nested PCR 
Lipschik et al. (1992) 

Atzori et al. (1995) 

Skøt et al. (1995) 

Rabodonirina et al. (1997) 

Mathis et al. (1997) 

Savoia et al. (1997) 

Weig et al. (1997) 

 

113 

27 

117 

127 

312 

128 

46 

 

84.2 

96 

85 

100 

96.5 

91 

100 

 

92.6 

100 

100 

77 

97.8 

93 

72.2 

Size (bp) 
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Agostoni et al. (2000) 

Sing et al. (2000) 

Torres et al. (2000) 

Olsson et al. (2001) 

Larsen et al. (2002) 

Flori et al. (2004) 

146 

134 

47 

34 

49 

173 

100 

100 

100 

87.5 

94.7 

100 

76 

97.5 

86.2 

58.3 

63.4 

87 

Real-time PCR 
Larsen et al. (2002) 

Flori et al. (2004) 

 

49 

173 

 

84 

100 

 

93.4 

84.9 
 

 
ตารางที ่5 แสดงการเปรียบเทียบ sensitivity และ specificity ของแตละวิธี PCR โดยใชตัวอยาง 

Sputum 
 

Diagnostic values of PCR methods using Sputum  

Author (year) Sample (n) Sensitivity (%) Specificity (%) 

Single PCR 
Wakefield (1991) 

Cartwright et al. (1994) 

Chouaid et al. (1995) 

Leibovitz et al. (1995) 

Sing et al. (2000) 

 

37 

207 

49 

84 

94 

 

90 

100 

100 

75 

100 

 

94.1 

97.6 

100 

92.1 

98.9 

Nested PCR 
Lipschik et al. (1992) 

Skøt et al. (1995) 

Mathis et al. (1997) 

Weig et al. (1997) 

Caliendo et al. (1998) 

Sing et al. (2000) 

Olsson et al. (2001) 

 

71 

33 

403 

162 

120 

159 

57 

 

100 

69.2 

91.7 

47.8 

95.5 

100 

100 

 

92.6 

95 

98 

91.4 

93.9 

94.8 

60 
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หลักการและวิธีปฏิบัติของการทดสอบที่ใชการสกัด DNA จากการตม 
 เนื่องจากเชื้อ Pneumocystis jirovecii ไมสามารถเพาะเลี้ยงไดในหองปฏิบัติการ เปนผล

ใหขาดแคลนวธิีวินิจฉัยทีเ่ปนวิธีมาตรฐาน (gold standard) จึงเปนโอกาสสําคัญในการหาแนว

ทางการวินิจฉัยที่ดีที่สุด การไมมีขอมูลทางเลือกของการวินิจฉัยที่มีคาใชจายที่สมเหตุสมผลและ

การโตแยง เร่ืองปญหาการดื้อยาบอยครั้ง การวนิิจฉัยและการรักษาจงึมาจากประสบการณ

มากกวาการทดลอง  

 จากขอมูลการศึกษาที่ผานมาการสกัด DNA จากการตมในเชื้อ malaria (Henning et al., 

1998) ซึ่งเปนเชื้อโปรโตซัวโดยการเปรียบเทียบวธิีการสกดั DNA จากการตมกับวิธีอ่ืนๆอีก 3 วิธีคอื 

ฟนอล คลอโรฟอรม QIAamp® blood kit และ template preparation dipstick ซึ่งไดผลไม

แตกตางกนั และจากการศึกษาในเชื้อ Mycobacterium avium (Sweeney et al., 2006) ซึ่งเปน

เชื้อแบคทีเรียโดยการเปรียบเทียบวิธีการสกัด DNA จากการตมกับชุดสกัด DNA สําเร็จรูปและการ

ใชตัวอยางโดยตรงในการทาํ PCR ผลที่ไดจากการสกัด DNA ทั้ง 2 วธิีจากการทาํ PCR พบวาไม

แตกตางกนัอยางมีนยัสําคญัเมื่อเทียบกบัการใชตัวอยางโดยตรงซึ่งใหผลที่ต่าํกวาอยางชัดเจนและ

การสกัด DNA จากการตมตัวอยางเชื้อ Mycobacterium tuberculosis (Afghani and Stutman, 

1996) ซึง่เปนเชื้อแบคทีเรียโดยการเปรียบเทียบวิธีการสกัด DNA จากการตมกับการสกัด DNA 

จากสารเคมโีดยเทียบ sensitivity ดวยวธิ ีPCR และเทยีบ specificity จากการเพาะเลี้ยง (culture) 

พบวาวิธกีารสกัด DNA จากการตมใหผลดีกวาการสกัด DNA จากสารเคมีอยางชัดเจน อยางไรก็

ตาม การนาํตัวอยางทีเ่ปนเสมหะมาตรวจดวยวธิีการ PCR โดยการใชสารเคมีที่ใชยอยหรือทํา

ละลายเมือก (mucolytic agent) ไดมีรายงานการศึกษาถึงผลการยับยัง้ปฏิกิริยา PCR (Deneer, 

and Knight, 1994) ดังนัน้ในการศึกษานีจ้ะทําการศึกษาเปรียบเทียบวิธีการสกัด DNA จากการ

ตม และชุดสกดัสําเร็จรูปรวมทั้งการเลือกใชปฎิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรสพรอมกับการออกแบบไพร

เมอรที่เหมาะสม เพื่อการตรวจวินจิฉัยเชือ้ Pneumocystis jirovecii  อันจะเปนขอมูลในการ

นํามาใชประโยชนตอไปในอนาคต  
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บทที่  3 

วิธีดําเนินการวิจัย 

 
รูปแบบการวจิัย 

การศึกษาการประเมินเครื่องมือที่ใชในการทดสอบเพื่อวนิิจฉัยโรค (Diagnostic study) 

วัตถุประสงคของการวิจยั  
เพื่อศึกษาประสิทธิภาพของการเตรียม DNA จากเชื้อ Pneumocystis jirovecii โดยวิธีตม 

และชุดเตรียมสกัดสําเร็จรูป พรอมทัง้เลือกยีนเปาหมายและไพรเมอรที่เหมาะสมตอปฏิกิริยาลูกโซ

โพลิเมอรเรส เพื่อประเมนิประสิทธิภาพการตรวจวินิจฉัยเชื้อ Pneumocystis jirovecii เมื่อ 

เปรียบเทียบกบัวิธียอมสี Giemsa และ IFA จากผูปวยตดิเชื้อที่รับการวินิจฉัยจากโรงพยาบาล

จุฬาลงกรณ สภากาชาดไทย 

 
คํากําจัดความที่ใชในการวิจัย 

ประชากรเปาหมาย (target population) คือ ตัวอยางจากสิ่งสงตรวจจากผูปวยที่สงสัย 

การติดเชื้อ Pneumocystis pneumonia ไดแก น้ําลางปอด และเสมหะ ทีม่ารับการตรวจรักษา ณ 

โรงพยาบาลจฬุาลงกรณ สภากาชาดไทย  

 ประชากรตัวอยาง (population sample) คือ กลุมตัวอยางเสมหะ และน้ําลางปอด ทีเ่ก็บ

มาจากประชากรเปาหมาย  

การตรวจฟลมแบบหนา (thick smear film) คือ การตรวจวนิิจฉัยดวยการยอมสีตวัอยาง

บนกระจกสไลด การยอมลักษณะนี้จะมีปริมาณตัวอยางมากกวาฟลมแบบบาง ทาํใหพบเชื้อ 

Pneumocystis jirovecii ไดงาย แตการตรวจพบเชื้อ จาํเปนที่จะตองปนเหวี่ยงเพื่อนาํตะกอนมา

ยอม จะทาํใหมีโอกาสพบเชือ้ไดงายขึ้น 

ปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอรเรส (polymerase chain reaction, PCR) เปนวิธีการเพิ่มปริมาณ 

DNA เฉพาะสวนอยางจําเพาะในหลอดทดลอง โดยอาศัยเอนไซมจาํเพาะเปนตวัเรงการ

เกิดปฏิกิริยา ภายใตสภาวะที่เหมาะสม 
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ระเบียบวิธวีจิัย (Research methodology) 
สิ่งสงตรวจที่ไดจากสารคัดหลั่งของผูปวยที่เปนโรคปอดอักเสบ (Pneumonia) ซึง่แตละ

ตัวอยางมีการเก็บขอมูลของผูปวยไวแลว 
            Inclusion criteria  
            คือส่ิงสงตรวจทีม่ีเชือ้ Pneumocystis jirovecii และไมมีเชื้อ Pneumocystis jirovecii  

จากสารคัดหลั่งของผูปวยทีเ่ปนโรคปอดอักเสบในโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ สภากาชาดไทย 
            Exclusion criteria 
            คือส่ิงสงตรวจของผูปวยที่ไมเปนโรคปอดอักเสบ 

 
ขนาดของตัวอยาง (Sample size) 

จากการศึกษานี้ไดทําการเกบ็ตัวอยางจากสิ่งสงตรวจ ซึ่งมีตัวอยางทัง้ น้ําลางปอด และ

เสมหะ ที่ไดจากผูปวยทีม่ีภาวะภูมิคุมกันบกพรองของโรงพยาบาลจฬุาลงกรณ จาํนวน 36 

ตัวอยาง  
 

เครื่องมือและสารเคมทีี่ใชในการวจิัย 
 
เครื่องมือ : ชนิดเครื่องมือและบริษัทผูผลิต 
ชนิดเครื่องมอื      บริษัทผูผลิต 
เครื่องใหความรอน (Heat block) รุน dry thermo unit JAPAN 

เครื่องปนตกสาร (Spin down)    Prouge 6K, KOREA 

เครื่องผสมสารละลาย (Vortex mixer) 

ไมโครปเปต ขนาด 10, 200  และ1,000 ไมโครลิตร  EPPENDORF, U.S.A. 

เครื่องควบคุมอุณหภูมิและเวลาอัตโนมัต ิ   TAKARA, JAPAN 

(PCR cycle รุน TP650) 

เครื่องปนความเร็วสูง (Centrifuge) รุน MX-301  TOMY, JAPAN 

เครื่องชั่งน้าํหนักทศนิยม 4 ตําแหนง รุน FY-300  DIETHELM&CO.,LTD, JAPAN 

ตูปลอดเชื้อ (Lamina flow)    ENGLAND 

เครื่องแยกแถบดีเอนเอโดยกระแสไฟฟา   MUPID-EXU, JAPAN 

หมอนึง่ปลอดเชื้อภายใตความดันและอุณหภูมิสูง  TOMY, JAPAN 

(High pressure stream sterilizer รุน ES-315) 

เครื่อง Molecular Image Gel Doc XR &   BIO-RAD LABORATORIES, U.S.A. 

ChemiDoc XRS system 



 

    
40 

ตูเย็น -20 องศาเซลเซียส     BRANDT, ENGLAND 

ตูเย็น -80 องศาเซลเซียส     PUFFER HUBBARD, U.S.A. 

ตูบมเชื้อ (Incubator)       MEMMERT, GERMANY 

อางน้ําปรับอุณหภูมิ     MEMMERT, GERMANY 

เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (pH meter)   SCHOTT, GERMANY 

เครื่องไมโครเวฟและแหลงกาํเนิดแสงอุลตราไวโอเลต 

กลองจุลทรรศนชนิดใชแสง    OLYMPUS, JAPAN  

กลองจุลทรรศนชนิดที่มีแหลงกําเนิดไฟฟลโูอเรสเซนต OLYMPUS, JAPAN 

กลองถายภาพดิจิตอล     OLYMPUS, JAPAN 

 
วัสดุและอุปกรณ          
บีกเกอร ขนาด 10, 50, 100, 200, 500, 1000 มิลลิลิตร      

ปเปตตทิพ (pipette tip) ขนาด 10, 100, 1000 ไมโครลิตร      

กระบอกตวง ขนาด 10, 50, 100 และ 1000 มิลลิลิตร 

หลอดทดลองขนาดเล็กชนิดมีฝาปด (microtube) ขนาด 0.1, 0.5, 1.5 มิลลิลิตร 

ที่ใสหลอดทดลองขนาด 1.5 มลิลิลิตร เปนพลาสติกทนความรอนสําหรับวางแชในอางน้าํ 

หลอดทดลองพลาสติก (ficoll tube) ขนาด 50 มิลลิลิตร 

กระจกสไลด ขนาด 2.5 x 7.5 เซนติเมตร 

กระจกสไลดชนิดหลายหลมุ (glass 8-well multitest slide) 

ที่วางหลอดทดลอง สําหรับหลอดขนาด 0.5 และ 1.5 มลิลิลิตร     

กลองโฟมใสน้าํแข็ง          

กระดาษติดฉลาก         

กลองพลาสตกิสําหรับเก็บตัวอยาง 

กลองพลาสตกิสําหรับเก็บสไลดตัวอยาง        

ขวดสําหรับใสสารเคมี 

ที่คีบ (forceps)  

นาฬิกาจับเวลา         

ถุงมือยางไมมแีปง          

ถุงพลาสติก           

แทงแกวสาํหรับคนสาร          

พาราฟลม           
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ปากกาเขียนเครื่องแกว         

ชอนตักสารเคมีและกระดาษชั่งสาร 

แมเหล็ก (magnetic) สําหรบัผสมสาร 

 
เคมีภัณฑ : รายชื่อสารเคมีและแหลงที่มา 
ชื่อสารเคม ี      บริษัทผูผลิต 
Acetone      MERCK, GERMANY 

Agarose powder     1st BASE, SINGAPORE 

50 bp DNA ladder (Maker VI)    FERMENTAS, U.S.A. 

100 bp DNA ladder (Maker VI)    FERMENTAS, U.S.A.                           

Bromophenol blue dye     PHARMACIA, SEWEDEN     

Calcium chloride (molecular biology grade)  SIGMA, U.S.A. 

Dithiothreitol (DTT)     BIO-RAD LABORATORIES, U.S.A. 

Ethanol (absolute)     MERCK, GERMANY 

Ethidium bromide solution    BIO-RAD LABORATORIES, U.S.A. 

Ethylene diamine tetraacetic acid (EDTA)  PROMEGA, U.S.A. 

Giemsa stain      MERCK, GERMANY 

Glacial acetic acid     MERCK, GERMANY 

Hydrochloric acid concentration   MERCK, GERMANY 

Methanol (absolute)     MERCK, GERMANY 

Ethanol (absolute)     MERCK, GERMANY 

Permount      MERCK, GERMANY 

PNEUMO CEL       Cellabs, AUSTRALIA 

innuSPEED Tissue DNA Kit                Analytik jena, GERMANY 

Sodium Chloride     SIGMA, GERMANY                                                  

Taq DNA polymerase     FERMENTAS, U.S.A. 

Toluidine blue O     MERCK, GERMANY 

Tris Base (molecular biology grade)   PROMEGA, U.S.A. 

Tris-EDTA buffer solution    FLUKA, SWITZERLAND 

Whatman 3M paper     BIO-RAD LABORATORIES, U.S.A. 

Xylene                   MERCK, GERMANY 
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Oligonucleotide primers 
mt LSU rRNA  

pAZ102H  : 5’- GTGTACGTTGCAAAGTACTC -3’  

pAZ102E  : 5’- GATGGCTGTTTCCAAGCCCA -3’  

pAZ102X  : 5’- GTGAAATACAAATCGGGCTAGG -3’  

pAZ102Y  : 5’- CACTTAATATTAATTGGGGAGC -3’  

 

DHFR 

PJDHFRF0  : 5’- ATCTGGTTTGCTAGTTACTCG -3’      

PJDHFRR0  : 5’- CGATTTAACCTTGAATGTTCC -3’  

PJDHFRF1  : 5’- TCTAGGCCTCTTAAGAATCG -3’  

PJDHFRR1  : 5’- ACCTATAACAAAGACTCGATT -3’   
 
การเก็บตัวอยางเสมหะ และน้ําลางปอด 

ตัวอยางเสมหะไดจากผูปวยโรคปอดอักเสบที่มารับการตรวจรักษาที่โรงพยาบาล

จุฬาลงกรณ สภากาชาดไทย จังหวัดกรงุเทพมหานคร จํานวน 36 ตัวอยาง ซึง่ทาํการเก็บตัวอยาง

เสมหะโดยใชวิธีบวนหรือไอออกมา และน้าํลางปอดโดยแพทยของผูปวยปริมาตร 2 มิลลิลิตร เก็บ

ในหลอดพลาติกที่มีฝาปดมดิชิดขนาด 15 มิลลิลิตร นําแตละตัวอยางมาทาํการตรวจวินิจฉัยโดย

นําตัวอยางมาละลายดวยสาร Dithiothreitol (DTT) ดูดใสหลอด microtube แบงเปน 4 หลอดทัง้ 

2 ชนิดตัวอยาง จากนั้นนําตวัอยางเสมหะ และน้ําลางปอดไปปนเหวีย่งดวยความเร็ว 10,000 รอบ

ตอนาท ีนาน 5 นาที ดูดสวนใสทิง้ นําตะกอนที่ได ดงักลาวเกบ็ไวในตูเย็นที่อุณหภมูิ -20 องศา

เซลเซียส จนกวาจะนํามาใชงาน ทําการเกบ็รวบรวมขอมลูพื้นฐานทางคลินิค ไดแก เพศ อายุ 

ภูมิลําเนา ประวัติการติดเชือ้ HIV และการรักษาผูปวย 
 
การเตรยีมตวัอยางยอมส ี(Cytochemical staining) 
 นําตะกอนที่ไดหลอดที่ 1 มาเกลี่ยลงบนกระจกสไลด (smear) จํานวน 4 แผนเพื่อ

เตรียมการยอมฟลมชนิดหนา ดวยส ีGiemsa และสี Toluidine blue O เพื่อตรวจหาเชื้อ 

Pneumocystis jirovecii ดวยกลองจุลทรรศน ดังนี ้
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การยอมสี Giemsa 
 นําสไลดที ่smear แหงแลวนาํไป fixed ดวย Absolute Methanol เปนเวลา 5 นาท ีปลอย

สไลดใหแหงทีอุ่ณหภูมิหองแลวจึงนํามายอมสี Giemsa ที่มีอัตราสวนตอ Buffer pH 7.2 เปน 1:20 

เปนเวลา 30 นาที ลางสีออกดวยน้ําปลอยทิ้งไวใหแหงและนํามาตรวจดวยกลองจลุทรรศน 

 
การยอมสี Toluidine blue O 
 สไลดที่ smear แหงแลวนาํไปแชในกรด (45 มิลลิลิตร Glacial acetic acid รวมกับ 15 

มิลลิลิตรของ Hydrochloric acid) เปนเวลา 10 นาท ีลางน้ํา (running water) 5 นาท ีนาํไปแชใน

สี Toluidine blue O ที่เตรียมไวเปนเวลา 3 นาที จุมลางสไลดใน Absolute Ethanol 3 ถึง 5 คร้ัง 2 

รอบ ทิ้งไวใหแหง และนาํมา mount slide ดวยน้าํยา permount ทิ้งไวใหแหง นาํมาตรวจดวย

กลองจุลทรรศน 
 

การยอมดวยวิธี Immunofluorescence assay (IFA) 

นําตะกอนที่ไดหลอดที่ 2 มา smear ลงใน glass 8-well multitest slide ประมาณ 10 

ไมโครลิตร ปลอยทิ้งไวใหแหงที่อุณหภูมิหอง นําไป fixed ดวย Acetone เปนเวลา 5 นาท ีปลอยไว

ใหแหงจึงนํามายอม IFA โดยใช PNEUMO CEL (Cellabs) มีข้ันตอนดังนี้  

 1. เติม RP1 ลงบนหลุมสไลด 10-15 ไมโครลิตร ใหคลุมทั่วตัวอยาง 

 2. นําสไลดใสในกลองพลาสติกที่มีความชื้น และมีฝาปดสนิทนํามาบมที่อุณหภูม ิ37  

     องศาเซลเซียสเปนเวลา 30 นาที โดยไมปลอยใหสไลดแหง 

 3. นําสไลดมาลางในภาชนะที่บรรจุดวย PBS โดยเขยาอยางตอเนื่องเปนเวลา 1-2 นาท ี

 4. นําสไลดขึ้นมาซับน้ําบริเวณรอบๆ หลุมออกดวยกระดาษชําระ 

 5. เติม RMF ลงบนหลุมสไลดและปด cover slip โดยใหมีฟองอากาศ 

 6. นําสไลดไปตรวจสอบดวยกลอง fluorescence ที่กาํลังขยาย 40x และ 100x 

 7. เชื้อ PCP จะแสดงผลเปนสีเขียวออน (apple-green fluorescence) โดย cystis form  

มีรูปรางกลม ผนังหนา และพบ plemorphic form เปนจุดสีแดงอมน้าํตาล 

 8. ถายรูปตัวอยางและเก็บสไลดไวในกลองที่มีความชื้นและมืด ที่อุณหภูมิ 2-8 องศา 

เซลเซียส สามารถเก็บรักษาไวไดประมาณ 1 เดือน 
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การสกัด DNA จากเสมหะ และน้าํลางปอดดวย innuSPEED Tissue DNA Kit 
 นําตะกอนที่ไดหลอดที่ 3 มาสกัด DNA (รหัส KS= Kit Sputum และ KB= Kit BAL) ดวย 

innuSPEED Tissue DNA Kit ทาํตามวิธกีารที่ระบุโดยบริษัทผูผลิต  ดังตอไปนี้ 

1. นําเสมหะปริมาตร 50 ถึง 100 ไมโครลิตร มาเติม TLS บัฟเฟอรปริมาตร 400  ไมโครลิตร 

แลวผสมใหเขากัน  

2.    เติม proteinase K ปริมาตร 25 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั แลวนําไปบมไวที่อุณหภูมิ    

             50 องศาเซลเซยีส โดยผสมทกุ ๆ 5 นาท ีเปนเวลา 30 นาท ีหรือจนกวาเสมหะจะแตกตัว 

      3.    เติม TBS binding solution ปริมาตร 400 ไมโครลิตร แลวผสมใหเขากนั (vortex) 

      4.    ใชไมโครปเปตดูดสารละลายทั้งหมดจากขอ 3 ใสลงใน innuSPEED Spin Column 

      5.    นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 2 นาท ีจากนัน้จึงนํา    

             innuSPEED Spin Column มาใสใน collection tube หลอดใหม  

      6.    เติม HS 500 ไมโครลิตร นําไปปนดวยความเรว็ 12,000 rpm เปนเวลา 1 นาที เปล่ียน 

             receiver tube หลอดใหม 

      7.    เติม MS 750 ไมโครลิตร นําไปปนดวยความเรว็ 12,000 rpm เปนเวลา 1 นาที เปล่ียน  

             receiver tube หลอดใหม 

      8.    นาํไปปนดวยความเร็วสูงสุด 2 นาที และยาย spin filter ไปยัง elution tube 

      9.    เติม elution buffer 50 ไมโครลิตร วางทิง้ไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 5 นาท ีแลวจึงนําไป 

             ปนดวยความเร็ว 8,000 rpm เปนเวลา 1 นาท ี  

10. ดูด DNA ที่ไดเก็บไวในหลอดทดลองขนาดกลาง 0.5 มลิลิลิตร นํา DNA ที่สกัดได เก็บไว 

       ที่ –20 องศาเซลเซียส เพื่อใชเปนแมแบบ สําหรับทาํ PCR ตอไป  

   
การสกัด DNA จากเสมหะ และน้าํลางปอดดวยวธิกีารตม (Boiling DNA extraction)  
 ทําการทดสอบหาชวงเวลาที่เหมาะสมสําหรับสกัด DNA โดยวิธีการตมใน 3 ชวงเวลาการ

เตรียม DNA ดังนี้ 30 นาที, 60 นาที และ 90 นาที โดยใชตัวอยางเสมหะ และน้ําลางปอด อยางละ 

10 ตัวอยาง โดยที่ตัวอยางที่นาํมาทดสอบใหผลการตรวจพบเชื้อ Pneumocystis jirovecii ภายใต

กลองจุลทรรศนจากวิธกีารยอมสี (Giemsa, Toluidine blue O) และวิธี IFA ดวยวธิี PCR ทําการ

ทดสอบซ้ําอีกครั้ง 

 นําตะกอนที่ไดหลอดที่ 4 สาํหรับสกัดดีเอ็นเอโดยวิธีการตม (รหัส BS= Boil Sputum และ 

BB= Boil BAL) ปริมาณ 50 ไมโครลิตรเติมน้ํากลั่นที่ผานการฆาเชื้อแลวปริมาณ 50 ไมโครลิตร

ผสมใหเขากนัและ spin down นําไปตมในอางน้าํรอนทีอุ่ณหภูมิ 90 -100 องศาเซลเซียส เปน
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เวลา 60 นาท ีนํามาปนตกตะกอนที่ความเร็ว 10,000 rpm เปนเวลา 5 นาที ดูดสารละลายสวนใส

เก็บรักษาไวที ่–20 องศาเซลเซียส ไวสาํหรบัข้ันตอนปฏิกริิยาลูกโซโพลิเมอรเรส (PCR) ตอไป 

 ขอควรระวัง ในกรณีที่ตัวอยางมีเลือดปนอยู จะตองทาํการปนลางดวยน้ํากลัน่ 1 ถงึ 2 

รอบที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาทเีพื่อปองกนัการแข็งตัวของเลือดเมื่อโดน

ความรอน 

 
การเพิม่ปริมาณ DNA ในหลอดทดลองโดยปฏกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส 
Sequence ทีใ่ชเปน Reference strain mt LSU rRNA คือ Accession number AF337535 

Sequence ทีใ่ชเปน Reference strain DHFR คือ Accession number DQ269975 

ยีนที่ทาํการศกึษา คือ mitochondrial subunit ribosomal RNA gene (mt LSU rRNA) 

และ dihydrofolate reductase gene (DHFR) 

 

ไพรเมอรอางองิจากงานวิจัยที่มีมากอนหนานี้ในตําแหนง mt LSU rRNA คือ 

 ไพรเมอรคูนอก Forward primer pAZ102H  : 5’- GTGTACGTTGCAAAGTACTC -3’  

      Reverse primer pAZ102E  : 5’- GATGGCTGTTTCCAAGCCCA -3’ 
   Size 347 bp 
 

      ไพรเมอรคูใน  Forward primer pAZ102X : 5’- GTGAAATACAAATCGGGCTAGG -3’ 

                                  Reverse primer pAZ102Y : 5’- CACTTAATATTAATTGGGGAGC -3’
           Size 252 bp       
 

นํา DNA ที่สกดัไวมาใชเปนแมแบบสําหรบัทํา PCR โดยจะตองใชองคประกอบที่จาํเปน

ตอการทําปฏกิิริยาตอ 1 ตวัอยาง ในปริมาณสารละลายสุทธ ิ15 ไมโครลิตร ประกอบดวย 
 

DNA แมแบบ (รอบแรก)                                    3.00        ไมโครลิตร 

ไพรเมอรทั้ง forward และ reverse อยางละ        0.0975    ไมโครลิตร  

(pAZ102H และ pAZ102E) 

10X PCR Buffer                                               1.5          ไมโครลิตร  

MgCl2                                                              1.2          ไมโครลิตร 

dNTP 2.5 มิลลิโมลาร                                       1.2           ไมโครลิตร 

Taq DNA polymerase                                    0.075        ไมโครลิตร   

น้ํากลัน่                                                            7.53         ไมโครลิตร  
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 นําหลอดปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร ที่มีสวนผสมของการทํา PCR เขาเครื่องควบคุมอุณหภูมิ

และเวลาอัตโนมัต ิซึ่งประกอบดวยสภาวะที่เหมาะสมคอื ทําให DNA แยกสาย (DNA 

denaturation) ที่อุณหภูม ิ94 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 0.10 นาที การทําให primer จับกับสาย 

DNA แมแบบ (primer-template annealing) ที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 0.10 นาที

และการสังเคราะหสาย DNA (primer extension) ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 0.10 

นาที โดยทาํปฏิกิริยาทัง้หมด 35 รอบ จากนัน้นาํ PCR products ที่ไดนําไปตรวจหาผลผลิต PCR 

และทํา PCR รอบที่ 2 โดยจะตองใชองคประกอบที่จาํเปนตอการทําปฏิกิริยาตอ 1 ตัวอยาง ใน

ปริมาณสารละลายสทุธิ 15 ไมโครลิตร ประกอบดวย 
 

DNA แมแบบ (รอบสอง)                                    2.00        ไมโครลิตร  

ไพรเมอรทั้ง forward และ reverse อยางละ        0.0975    ไมโครลิตร 

(pAZ102X และ pAZ102Y)  

10X PCR Buffer                                              1.5           ไมโครลิตร  

MgCl2                                                             1.2           ไมโครลิตร 

dNTP 2.5 มิลลิโมลาร                                       1.2           ไมโครลิตร 

Taq DNA polymerase                                    0.075        ไมโครลิตร   

น้ํากลัน่                                                            7.53         ไมโครลิตร  

  

 นําหลอดปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร ที่มีสวนผสมของการทํา PCR เขาเครื่องควบคุมอุณหภูมิ

และเวลาอัตโนมัต ิซึ่งประกอบดวยสภาวะที่เหมาะสมคอื ทําให DNA แยกสาย (DNA 

denaturation) ที่อุณหภูม ิ94 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 1.50 นาที การทําให primer จับกับสาย 

DNA แมแบบ (primer-template annealing) ที่อุณหภูม ิ50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1.50 นาที

และการสังเคราะหสาย DNA (primer extension) ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2.00 

นาที โดยทาํปฏิกิริยาทัง้หมด 35 รอบ จากนัน้นาํ PCR products ที่ไดนําไปตรวจหาผลผลิต PCR 

 

ไพรเมอรอางองิจากงานวิจัยที่มีมากอนหนานี้ในตําแหนง DHFR คือ  

ไพรเมอรคูนอก Forward primer PJDHFRF0  : 5’- ATCTGGTTTGCTAGTTACTCG -3’ 

      Reverse primer PJDHFRR0  : 5’- CGATTTAACCTTGAATGTTCC -3’ 
      Size 342 bp 
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 ไพรเมอรคูใน  Forward primer PJDHFRF1  : 5’- TCTAGGCCTCTTAAGAATCG -3’   

                                  Reverse primer PJDHFRR1  : 5’- ACCTATAACAAAGACTCGATT -3’ 
           Size 210 bp  
 

นํา DNA ที่สกดัไวมาใชเปนแมแบบสําหรบัทํา PCR โดยจะตองใชองคประกอบที่จาํเปน

ตอการทําปฏกิิริยาตอ 1 ตวัอยาง ในปริมาณสารละลายสุทธ ิ15 ไมโครลิตร ประกอบดวย 

 

DNA แมแบบ (รอบแรก)                                    3.00        ไมโครลิตร 

ไพรเมอรทั้ง forward และ reverse อยางละ        0.0975    ไมโครลิตร  

(PJDHFRF0, R0) 

10X PCR Buffer                                               1.5          ไมโครลิตร  

MgCl2                                                              1.2          ไมโครลิตร 

dNTP 2.5 มิลลิโมลาร                                        1.2          ไมโครลิตร 

Taq DNA polymerase                                     0.075       ไมโครลิตร   

น้ํากลัน่                                                             7.53        ไมโครลิตร 

 

นําหลอดปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร ที่มีสวนผสมของการทํา PCR เขาเครื่องควบคุมอุณหภูมิ

และเวลาอัตโนมัต ิซึ่งประกอบดวยสภาวะที่เหมาะสมคอื ทําให DNA แยกสาย ที่อุณหภูมิ 94 

องศาเซลเซยีส เปนเวลา 0.30 นาที การทาํให primer จับกับสาย DNA แมแบบที่อุณหภูมิ 55 

องศาเซลเซยีส เปนเวลา 0.30 นาทีและการสังเคราะหสาย DNA ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 1.00 นาท ีโดยทําปฏิกิริยาทัง้หมด 35 รอบ จากนัน้นํา PCR products ที่ไดนําไป

ตรวจหาผลผลิต PCR และทํา PCR รอบที่ 2  

 

DNA แมแบบ (รอบสอง)                                    2.00        ไมโครลิตร  

ไพรเมอรทั้ง forward และ reverse อยางละ        0.0975    ไมโครลิตร 

(PJDHFRF1, R1)  

10X PCR Buffer                                               1.5          ไมโครลิตร  

MgCl2                                                              1.2          ไมโครลิตร 

dNTP 2.5 มิลลิโมลาร                                        1.2          ไมโครลิตร 

Taq DNA polymerase                                     0.075       ไมโครลิตร   

น้ํากลัน่                                                             7.53        ไมโครลิตร 
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นําหลอดปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร ที่มีสวนผสมของการทํา PCR เขาเครื่องควบคุมอุณหภูมิและเวลา

อัตโนมัต ิซึ่งประกอบดวยสภาวะที่เหมาะสมคือ ทาํให DNA แยกสาย ที่อุณหภูมิ 94 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 0.30 นาที การทาํให primer จับกับสาย DNA แมแบบที่อุณหภูม ิ55 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 0.30 นาทีและการสงัเคราะหสาย DNA ที่อุณหภูม ิ72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

1.00 นาที โดยทําปฏกิิริยาทั้งหมด 30 รอบ จากนัน้นาํ PCR products ที่ไดนําไปตรวจหาผลผลิต 

PCR 

 
การตรวจผลผลิต PCR โดยวิธ ีgel electrophoresis 

ทําการเตรียม agarose gel ที่มีความเขมขนรอยละ 2 โดยชั่งผง agarose 2 กรัม ละลาย

ใน 1X TBE buffer ปริมาตร 100 มิลลิลิตร นาํไปตมจนเดือดแลวเขยาให agarose เปนเนื้อ

เดียวกนั ตัง้ทิง้ไวใหเย็นลงประมาณ 50 ถึง 60 องศาเซลเซียส จากนัน้นาํ agarose ไปเทลงใน gel 

chamber ที่เตรียมไว ใส comb แลวทิ้งไวจนอะกาโรสแข็งตัว คอย ๆ ดึง comb ออก โดยดงึปลาย

ทั้งสองขางออกพรอมกนั ระวังอยาใหเจลแตกหรือฉีกขาด ทาํการเติม 1X TBE บัฟเฟอร ปริมาตร 

400 มิลลิลิตร ใน electrophoresis chamber นําผลิตผล PCR ที่ไดผสมกับ loading dye 

ปริมาตรประมาณ 1 ไมโครลิตร แลวหยอดลงในหลุมเจล และใช marker VI เปน DNA บอกขนาด 

เพื่อใชเปรียบ เทียบขนาดกบัผลผลิต PCR ดวยกระแสไฟฟา 100 โวลต เปนเวลา 30 ถึง 40 นาที 

หลังจากนั้นนาํ agarose gel ไปยอมดวย ethidium bromide เปนเวลา 10 ถึง 15 นาที นําไป

ตรวจดูการเรืองแสงของแถบ DNA ภายใตแสงอุลตราไวโอเลตและถายภาพไวเพื่อวัดขนาดของ

แถบ DNA โดยเปรียบเทยีบกับ DNA บอกขนาด 

 
การวิเคราะหขอมูล 

1. วิเคราะหขอมูลทั่วไปของกลุมตัวอยางทีเ่ปนขอมูลเชิงคณุภาพไดแก เพศ อายุ ประวตัิการ

ติดเชื้อ HIVหรือเปนโรค AIDS คา CD4+ การรักษาดวยยา Bactrim การติดเชื้อรวมกับเชื้อ

อ่ืน และสถานะผูปวย วิเคราะหขอมูลในรูปเปอรเซ็นคํานวณเปนรอยละ 

2. เปรียบเทียบความไว และความจําเพาะของวิธกีารยอมสีเปรียบเทียบกบัวิธี PCR 

3. วิเคราะหขอมูลเปรียบเทียบความไว (sensitivity) และความจาํเพาะ (specificity) ของ

วิธีการเตรียม DNA และไพรเมอรที่ใชในการทดสอบ ทําการวิเคราะหขอมูลทั้งหมดโดยคิด

เปนเปอรเซน็คํานวณเปนรอยละ 
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บทที่  4 

ผลการการวิจัย 

ลักษณะทัว่ไป และขอมูลทางคลินกิของประชากรตัวอยาง 
ตัวอยางสิ่งสงตรวจสําหรับการศึกษาในครั้งนี้มจีํานวนทัง้หมด 36 รายโดยแตละรายมีทั้ง

ตัวอยางเสมหะ และน้าํลางปอด ซึ่งไดรับการวนิิจฉัยเปนโรค PCP จากผูติดเชื้อ HIV/AIDS ที่มี

อาการทางคลินิก และภาพรงัสีปอดที่เขาเกณฑปอดติดเชื้อ Pneumocystis jirovecii  ซึง่เปน

ตัวอยางที่ไดจากผูปวยที่เปนโรค Pneumocystis pneumonia แผนกโรคปอด โรงพยาบาล

จุฬาลงกรณ เอื้อเฟอโดย แพทยหญงิ ณบัผลิกา กองพลพรหม และตัวอยางสิ่งสงตรวจไดอยูในชวง

ป พ.ศ. 2549 ถึงป พ.ศ. 2552 โดยตัวอยางผูปวยเพศชาย 17 รายคิดเปนรอยละ 47.22 และเพศ

หญิงจาํนวน 19 รายคิดเปนรอยละ 52.78 ประชากรที่ศกึษามีอายุตั้งแต 19-65 ป โดยมีอายเุฉล่ีย 

36 ป ประชากรที่ศึกษาเปนผูติดเชื้อ HIV ทั้งหมด 36 ราย คิดเปนรอยละ 100 โดยผูติดเชื้อ HIV ที่

มีคา CD4+ นอยกวา 200 เซลลตอไมโครลิตรมีจํานวน 35 ราย คิดเปนรอยละ 96.4 มีประวัติการ

รักษาดวยยา Co-trimoxazole 36 รายคิดเปนรอยละ 100 นอกจากนี้ผูปวยที่ติดเชื้อ HIV ยังมีการ

ติดเชื้ออ่ืนหรือโรคอื่นรวม ไดแก Tuberculosis จาํนวน 5 ราย คิดเปนรอยละ 13.89, Hepatitis B 

virus จํานวน 2 ราย คิดเปนรอยละ 5.56, Hepatitis C virus จํานวน 2 ราย คดิเปนรอยละ 5.56, 

Cytomegalovirus จํานวน 3 ราย คิดเปนรอยละ 8.33 ของจํานวนตัวอยางทั้งหมด (ตารางที่ 6)  
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ตารางที ่6 แสดงขอมูลทั่วไปของกลุมตัวอยางจากผูปวยโรคปอดอักเสบ (PCP) 
 

  Range mean n % 

age 19-65 years 36 years     

sex         

male     17 47.22 

female     19 52.78 

Underlying illness         

HIV with PCP     36 100 

Other infection     

Tuberculosis     5 13.89 

Hepatitis B virus    2 5.56 

Hepatitis C virus   2 5.56 

Cytomegalovirus   3 8.33 

Antimicrobial prophylaxis      

Co-trimoxazole      36 100 

CD4+ lymphocyte 1-442 cells/μl 54.9 cells/μl   

> 200 cells/μl   1  3.6 

≤ 200 cells/μl   35 96.4 

 
 
ผลการตรวจหาเชื้อ Pneumocystis jirovecii ภายใตกลองจลุทรรศน 

ผลการศึกษานี้พบวาการตรวจวนิิจฉัยหาเชื้อ Pneumocystis jirovecii ภายใตกลอง

จุลทรรศนดวยวิธีการยอมสี Giemsa จากตัวอยางเสมหะตรวจพบเชื้อ 8 รายคิดเปนรอยละ 22.2 

และน้ําลางปอด 32 รายคิดเปนรอยละ 88.9 สําหรับวิธีการยอมสี Toluidine blue O จากตัวอยาง

เสมหะตรวจพบเชื้อ 20 รายคิดเปนรอยละ 55.6 และน้าํลางปอด 33 รายคิดเปนรอยละ 91.7 และ

วิธ ีIFA จากตวัอยางเสมหะตรวจพบเชื้อ 31 รายคิดเปนรอยละ 86.1 และน้าํลางปอด 35 รายคิด

เปนรอยละ 97.2 จากผลการศึกษานีพ้บวาวิธ ีIFA จากตัวอยางเสมหะ และน้าํลางปอดมีคาความ

ไวในการตรวจพบเชื้อสูงกวาวิธีการยอมสีอ่ืน (ตารางที่ 7-8) 
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ตารางที ่7 เปรียบเทียบความไวการตรวจหาเชื้อ Pneumocystis jirovecii  จากตัวอยางเสมหะ

ภายใตกลองจลุทรรศน (n=36) 

                                                                                  

ผลการวนิิจฉัย Giemsa Tuoludine blue O IFA 

Positive 8 ราย (22.2%) 20 ราย (55.6%) 31 ราย (86.1%) 

Negative 28 ราย (77.8%) 16 ราย (44.4%) 5 ราย (13.9%) 

 

ตารางที ่8 เปรียบเทียบความไวการตรวจหาเชื้อ Pneumocystis jirovecii  จากตัวอยางน้ําลาง

ปอดภายใตกลองจุลทรรศน (n=36) 

 

ผลการวนิิจฉัย Giemsa Tuoludine blue O IFA 

Positive 32 ราย (88.9%) 33 ราย (91.7%) 35 ราย (97.2%) 

Negative 4 ราย (11.1%) 3 ราย (8.3%) 1 ราย (2.8%) 

 
ผลการตรวจหาเชื้อ Pneumocystis jirovecii ดวยวธิี PCR 
  จากการศึกษาพบวาการเพิ่มปริมาณ DNA ในสวนของยนี mt LSU rRNA โดยอาศัย

ปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรสจากการทํา nested PCR โดยใชไพรเมอรที่จาํเพาะตอเชื้อ 

Pneumocystis jirovecii สามารถวิเคราะหผลผลิต PCR จากตัวอยางเสมหะ และน้ําลางปอด ใน

แตละตัวอยางไดทั้งหมด 36 ตัวอยาง ทําการตรวจสอบผลผลิต PCR ดวยวธิี agarose gel 

electrophoresis โดยใช agarose gel ความเขมขนรอยละ 2 เปรียบเทียบกับ DNA มาตรฐาน

บอกขนาดคือ 100 bp. ladder พบวาใหผล PCR บวกของเชื้อ Pneumocystis jirovecii จากไพร

เมอรคูนอก pAZ102H และ pAZ102E มขีนาดประมาณ 347 bp. ดังแสดงในรูปที ่19 และไพร

เมอรคูใน pAZ102X และ pAZ102Y ซึ่งมขีนาดประมาณ 252 bp. ดังแสดงในรูปที ่20   
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รูปที่ 18 แสดงผลผลิต PCR รอบแรกของตัวอยางเสมหะ และน้ําลางปอดดวยไพรเมอร 

pAZ102H และ pAZ102E ในสวนของยนี mt LSU rRNA ของเชื้อ Pneumocystis jirovecii ดวย 

2 % agarose gel electrophoresis โดย 1-3, 5-6, 8-9 = ตัวอยางเสมหะ  และ 4, 7, 10 -14 = 

ตัวอยางน้าํลางปอด โดยที่ M = 100 bp. ladder     = Negative control      = Positive control  

M = DNA Ladder มาตรฐาน 100 bp.  

 

 

รูปที่ 19 แสดงผลผลิต PCR รอบที่สองของตัวอยางเสมหะ และน้าํลางปอดดวยไพรเมอร 

pAZ102X และ pAZ102Y ในสวนของยนี mt LSU rRNA ของเชื้อ Pneumocystis jirovecii ดวย  

2 % agarose gel electrophoresis โดย 1-3, 5-6, 8-9 = ตัวอยางเสมหะ และ 4, 7, 10 -14 = 

ตัวอยางน้าํลางปอด โดยที่ M = 100 bp. ladder     = Negative control      = Positive control  

M = DNA ladder มาตรฐาน 100 bp.  

 1    2     3    4    5    6     7    8    M   9   10  11  12  13  14           

∼347 bp. 

+-

- +

- +

∼252 bp. 

 1    2     3    4    5    6     7    8    M   9   10  11  12  13  14           +-
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 ผลการตรวจพบ DNA ของเชื้อ Pneumocystis jirovecii ดวยวิธี PCR ในตําแหนงของยีน 

mt LSU rRNA จากตัวอยางเสมหะ โดยวธิีการเตรียม DNA จากชุดเตรียม DNA สําเร็จรูป (KS) มี

อัตราการพบเชื้อในรอบแรกดวยไพรเมอร pAZ102H และ pAZ102E คิดเปนรอยละ 94.44 (34 

ตัวอยาง จาก 36 ตัวอยาง) และมีอัตราการพบเชื้อเพิม่ข้ึนในรอบที่สองดวยไพรเมอร pAZ102X 

และ pAZ102Y เปนรอยละ 100 (36 ตัวอยางจาก 36 ตัวอยาง) ในสวนของตัวอยางน้ําลางปอด 

ผลการตรวจพบ DNA ของเชื้อ Pneumocystis jirovecii ดวยวิธี PCR ในรอบแรกจากชุดเตรียม 

DNA สําเร็จรูป (KB) มีอัตราการพบเชื้อในรอบแรกดวยไพรเมอร pAZ102H และ pAZ102E คิด

เปนรอยละ 100 (36 ตัวอยางจาก 36 ตวัอยาง) และมีอัตราการพบเชือ้ในรอบที่สองดวยไพรเมอร 

pAZ102X และ pAZ102Y เปนรอยละ 100 (36 ตัวอยางจาก 36 ตัวอยาง) (ตารางที ่9) 

ตารางที ่9 แสดงผลการตรวจพบ DNA ของเชื้อ Pneumocystis jirovecii  ในตําแหนงของยีน    

mt LSU rRNA โดยวิธีการเตรียม DNA จากชุดเตรียม DNA สําเร็จรูปจากตัวอยางเสมหะ และน้ํา

ลางปอด 

 

   mtLSU rRNA  primer  

Kit Sputum (KS) pAZ102H, pAZ102E (รอบแรก) pAZ102X, pAZ102Y (รอบสอง) 

Positive 34 (94.44 %) 36 (100 %) 

Negative 2 (5.56 %) 0 

รวม 36 36 

    mtLSU rRNA  primer  

Kit BAL (KB) pAZ102H, pAZ102E (รอบแรก) pAZ102X, pAZ102Y (รอบสอง) 

Positive 36 (100 %) 36 (100 %) 

Negative 0 0 

รวม 36 36 

 

สําหรับการเพิม่ปริมาณ DNA ในสวนของยีน DHFR โดยอาศัยปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส

จากการทาํ nested PCR โดยใชไพรเมอรที่จําเพาะตอเชื้อ Pneumocystis jirovecii จากตวัอยาง

เสมหะ และน้าํลางปอด ในแตละตัวอยางจํานวน 36 ตัวอยาง โดยวิเคราะหผลผลิต PCR ดวยวธิี 

agarose gel electrophoresis โดยใช agarose gel ความเขมขนรอยละ 2 เปรียบเทียบกับ DNA 

มาตรฐานบอกขนาดคือ 100 bp ladder พบวาเชื้อ Pneumocystis jirovecii จากไพรเมอรคูนอก 
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PJDHFRF0, R0 มีขนาดประมาณ 342 bp ดังแสดงในรูปที่ 23 และไพรเมอรคูใน PJDHFRF1, R1

มีขนาดประมาณ 210 bp ดังแสดงในรูปที ่24  

 

 

รูปที่ 20 แสดงผลผลิต PCR รอบแรกของตัวอยางเสมหะ และน้ําลางปอดดวยไพรเมอร 

PJDHFRF0, R0 ในสวนของยีน DHFR ของเชื้อ Pneumocystis jirovecii โดย 4, 5, 7, 11 และ 14 

= ตัวอยางเสมหะ และ 1-3, 6, 8-10, 12-14 = ตัวอยางน้ําลางปอด โดยที่ M = 100 bp ladder                              

=  = Negative control      = Positive control 

 

 

รูปที่ 21 แสดงผลผลิต PCR รอบที่สองของตัวอยางเสมหะ และน้าํลางปอดดวยไพรเมอร 

PJDHFRF1, R1 ในสวนของยีน DHFR ของเชื้อ Pneumocystis jirovecii โดย 1-7 = ตัวอยาง

เสมหะ 8-12 = ตัวอยางน้าํลางปอด โดยที่    M = 100 bp ladder     = Negative control      = 

Positive control 

+

∼342 bp 

∼210 bp 

- +

 1    2     3    4    5    6     7    8    M   9   10  11  12  13  14           +-

 1    2     3    4    5    6     7    8    M   9   10  11  12  13  14           +-

-
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ผลการตรวจพบ DNA ของเชื้อ Pneumocystis jirovecii ดวยวิธี PCR ในตําแหนงของยีน 

DHFR จากตวัอยางเสมหะ พบวาวิธกีารเตรียม DNA จากชุดเตรียม DNA สําเร็จรูป (KS) มีอัตรา

การพบเชื้อในรอบแรกดวยไพรเมอร PJDHFRF0 และ PJDHFRR0 คิดเปนรอยละ 77.78 (28 

ตัวอยางจาก 36 ตัวอยาง) และในรอบที่สองมีอัตราการพบเชื้อเพิ่มข้ึนดวยไพรเมอร PJDHFRF1 

และ PJDHFRR1 คิดเปนรอยละ 94.44 (34 ตัวอยางจาก 36 ตัวอยาง) ในสวนของตวัอยางน้าํลาง

ปอด ผลการตรวจพบ DNA ของเชื้อ Pneumocystis jirovecii ดวยวิธี PCR ในรอบแรก จากชุด

เตรียม DNA สําเร็จรูป (KB) มีอัตราการพบเชื้อในรอบแรกดวยไพรเมอร PJDHFRF0 และ 

PJDHFRR0 คิดเปนรอยละ 97.22 (35 ตัวอยางจาก 36 ตัวอยาง) และมีอัตราการพบเชื้อเพิ่มข้ึน

ในรอบที่สองดวยไพรเมอร PJDHFRF1 และ PJDHFRR1 คิดเปนรอยละ 100 (36 ตัวอยางจาก 36 

ตัวอยาง) (ตารางที ่10) 

ตารางที ่10 แสดงผลการตรวจพบ DNA ของเชื้อ Pneumocystis jirovecii  ในตําแหนงของยีน    

DHFR โดยวิธกีารเตรียม DNA จากชุดเตรียม DNA สําเร็จรูปจากตัวอยางเสมหะ และน้ําลางปอด 

 

   DHFR  primer  

Kit Sputum (KS) PJDHFRF0, R0 (รอบแรก) PJDHFRF1, R1 (รอบสอง) 

Positive 28 (77.78 %) 34 (94.44 %) 

Negative 8 (22.22 %) 2 (5.56 %) 

รวม 36 36 

    DHFR  primer  

Kit BAL (KB) PJDHFRF0, R0 (รอบแรก) PJDHFRF1, R1 (รอบสอง) 

Positive 35 (97.22 %) 36 (100 %) 

Negative 1 (2.78 %) 0 

รวม 36 36 
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เปรียบเทยีบความไวของไพรเมอรที่ใชในวิธ ีPCR  

จากผลการศึกษานีพ้บวาจาํนวนตัวอยางที่ตรวจพบ DNA ของเชื้อ Pneumocystis 

jirovecii จากตัวอยางเสมหะ โดยวิธีการเตรียม DNA ดวยชุดเตรียม DNA สําเร็จรูปจากไพรเมอร 

pAZ102H และ pAZ102E ในปฏิกิริยา PCR รอบแรกที่รอยละ 94.44 (34 ตัวอยาง) เปรียบเทียบ

กับจํานวนตัวอยางที่ตรวจพบ DNA ของเชื้อ Pneumocystis jirovecii จากตวัอยางเสมหะ โดย

วิธีการเตรียม DNA ดวยชุดเตรียม DNA สําเร็จรูปจากไพรเมอร PJDHFRF0 และ PJDHFRR0 ใน

ปฏิกิริยา PCR รอบแรกที่รอยละ 77.78 (28 ตัวอยาง) ซึง่ผลของไพรเมอร pAZ102H และ 

pAZ102E ใหผลการตรวจพบมากกวาไพรเมอร PJDHFRF0 และ PJDHFRR0 6 ตวัอยาง หรือ

รอยละ 16.67 และใหผลการตรวจพบ DNA ของเชื้อ Pneumocystis jirovecii จากไพรเมอร 

pAZ102X และ pAZ102Y ในปฏิกิริยา PCR รอบสองที่รอยละ 100 (36 ตัวอยาง) เมือ่เปรียบเทียบ

กับจํานวนตัวอยางที่ตรวจพบ DNA ของเชื้อ Pneumocystis jirovecii จากตวัอยางเสมหะ โดย

วิธีการเตรียม DNA ดวยชุดเตรียม DNA สําเร็จรูปจากไพรเมอร PJDHFRF1 และ PJDHFRR1 ใน

ปฏิกิริยา PCR รอบสองที่รอยละ 94.44 (34 ตวัอยาง) โดยจากไพรเมอร pAZ102X และ 

pAZ102Y ใหผลการตรวจพบมากกวาไพรเมอร PJDHFRF1 และ PJDHFRR1 2 ตัวอยาง หรือ

รอยละ 5.56 (ตารางที่ 11) 

 สําหรับจํานวนตัวอยางที่ตรวจพบ DNA ของเชื้อ Pneumocystis jirovecii จากตวัอยาง

น้ําลางปอด โดยวิธีการเตรียม DNA ดวยชุดเตรียม DNA สําเร็จรูป จากไพรเมอร pAZ102H และ 

pAZ102E ในปฏิกิริยา PCR รอบแรกที่รอยละ 100 (36 ตัวอยาง) เปรียบเทียบกับจาํนวนตัวอยาง

ที่ตรวจพบ DNA ของเชื้อ Pneumocystis jirovecii จากตัวอยางเสมหะ โดยวิธีการเตรียม DNA 

ดวยชุดเตรียม DNA สําเร็จรูป จากไพรเมอร PJDHFRF0 และ PJDHFRR0 ในปฏิกิริยา PCR รอบ

แรกที่รอยละ 97.22 (35 ตัวอยาง) โดยไพรเมอร pAZ102H และ pAZ102E ใหผลการตรวจพบ

มากกวาไพรเมอร PJDHFRF0 และ PJDHFRR0 1 ตัวอยาง หรือรอยละ 2.78 และใหผลการตรวจ

พบ DNA ของเชื้อ Pneumocystis jirovecii จากไพรเมอร pAZ102X และ pAZ102Y ในปฏิกิริยา 

PCR รอบสองที่รอยละ 100 (36 ตัวอยาง) เมื่อเปรียบเทยีบกับจํานวนตัวอยางที่ตรวจพบ DNA 

ของเชื้อ Pneumocystis jirovecii จากตวัอยางเสมหะ โดยวิธีการเตรียม DNA ดวยชดุเตรียม DNA 

สําเร็จรูป จากไพรเมอร PJDHFRF1 และ PJDHFRR1 ในปฏิกิริยา PCR รอบสองที่รอยละ 100 

(36 ตัวอยาง) โดยใหผลการตรวจพบไมแตกตางกนัในปฏิกิริยา PCR รอบสอง  (ตารางที ่11)  
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ตารางที ่11 แสดงผลการเปรียบเทียบการตรวจพบ DNA ของเชื้อ Pneumocystis jirovecii จาก

ตัวอยางเสมหะ และน้าํลางปอด จํานวน 36 ตัวอยาง ดวย 2 ไพรเมอรที่ใชในวิธี PCR  

 

   PCR รอบแรก  PCR รอบสอง 

Kit Sputum Positive Kit Sputum Positive 

pAZ102H, E 34 (94.44 %) pAZ102X, Y 36 (100 %) 

DHFRF0, RO 28 (77.78 %) DHFRF1, R1 34 (94.44 %) 

ผลตาง 6 (16.67 %) ผลตาง 2 (5.56 %) 

Kit BAL Positive Kit BAL Positive 

pAZ102H, E 36 (100 %) pAZ102X, Y 36 (100 %) 

DHFRF0, RO 35 (97.22 %) DHFRF1, R1 36 (100 %) 

ผลตาง 1 (2.78 %) ผลตาง 0 

 

เปรียบเทยีบความไวของวิธีการเตรยีม DNA โดยวธิีการตม 

ผลการเปรียบเทียบวิธีการเตรียม DNA โดยวิธีการตมใน 3 ชวงเวลา (30, 60, 90 นาที) 

เพื่อหาชวงเวลาที่เหมาะสมสาํหรับวธิีการเตรียม DNA โดยวิธีการตม ซึ่งผลการตรวจพบ DNA 

ของเชื้อ Pneumocystis jirovecii จากตวัอยางเสมหะ 10 ตัวอยางพบวา ชวงเวลา 60 นาทีใหผล

การตรวจพบสงูสุด 7 ตัวอยางคิดเปนรอยละ 70 (ตารางที ่12) และผลการตรวจพบ DNA ของเชื้อ 

Pneumocystis jirovecii จากตวัอยางน้ําลางปอดจํานวน 10 ตัวอยางพบวาชวงเวลา 60 นาที

ใหผลการตรวจพบสูงสุด 10 ตัวอยางคิดเปนรอยละ 100 (ตารางที่ 13) ซึ่งทําการทดสอบซ้ํา

สามารถใหผลดังเดิม 
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ตารางที ่12 แสดงผลความไวในการตรวจพบ DNA ของเชื้อ Pneumocystis jirovecii โดยวธิี 

PCR จากวิธีการเตรียม DNA ดวยวิธกีารตม 3 ชวงเวลา จากตัวอยางเสมหะ จาํนวน 10 ตัวอยาง 

รายงานผลเปนจํานวน และคํานวณเปนรอยละ 

 

Boiling time (minutes) 
PCR (n = 36) 

30 60 90 

Positive 5 (50%) 7 (70%) 4 (40%) 

Negative 5 (50%) 3 (30%) 6 (60%) 

 

ตารางที ่13 แสดงผลความไวในการตรวจพบ DNA ของเชื้อ Pneumocystis jirovecii โดยวธิี 

PCR จากวิธีการเตรียม DNA ดวยวิธกีารตม 3 ชวงเวลา จากตัวอยางน้าํลางปอด จํานวน 10

ตัวอยาง รายงานผลเปนจาํนวน และคํานวณเปนรอยละ 

 

Boiling time (minutes) 
PCR (n = 36) 

30 60 90 

Positive 8 (80%) 10 (100%) 7 (70%) 

Negative 2 (20%) 0  3 (30%) 

 

เปรียบเทยีบวิธีการเตรยีม DNA โดยชุดเตรียม DNA สําเร็จรปู และวธิีการเตรียม DNA 
โดยวิธกีารตม ดวยวิธ ีPCR 

ผลจากการเปรียบเทียบ 2 วธิีในการเตรียม DNA จากตวัอยางเสมหะ และน้ําลางปอด

จํานวนตวัอยางละ 36 ตัวอยาง พบวาวิธกีารเตรียม DNA โดยชุดเตรียม DNA สําเร็จรูปใหผลการ

ตรวจพบดวยไพรเมอร pAZ102X และ pAZ102Y ในปฏิกิริยา PCR รอบสองจากตัวอยางเสมหะที่

รอยละ 100 (36 ตัวอยาง) และน้ําลางปอดที่รอยละ 100 (36 ตัวอยาง) โดยผลการตรวจพบดวย

ไพรเมอร PJDHFRF1 และ PJDHFRR1 ในปฏิกิริยา PCR รอบสองจากตัวอยางเสมหะที่รอยละ 
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94.4 (34 ตัวอยาง) และน้าํลางปอดที่รอยละ 100 (36 ตวัอยาง) สําหรบัวิธีการเตรียม DNA โดย

วิธีการตมใหผลการตรวจพบดวยไพรเมอร pAZ102X และ pAZ102Y ในปฏิกิริยา PCR รอบสอง

จากตัวอยางเสมหะที่รอยละ 66.7 (24 ตัวอยาง) และน้าํลางปอดที่รอยละ 100 (36 ตัวอยาง) โดย

ผลการตรวจพบดวยไพรเมอร PJDHFRF1 และ PJDHFRR1 ในปฏิกิริยา PCR รอบที่สองจาก

ตัวอยางเสมหะที่รอยละ 38.9 (14 ตัวอยาง) และน้ําลางปอดที่รอยละ 94.4 (34 ตัวอยาง) (ตาราง

ที่14) 

ตารางที ่14 แสดงผลบวกการตรวจพบ DNA ของเชื้อ Pneumocystis jirovecii ดวย 2 วิธ ีPCR 

จากตัวอยางเสมหะ และน้าํลางปอด  

 

Sputum BAL 
Target gene 

Commercial Kit Boil Commercial Kit Boil 

mt LSU rRNA PCR 36 (100%) 24 (66.7%) 36 (100%) 36 (100%) 

DHFR PCR 34 (94.4%) 14 (38.9%) 36 (100%) 34 (94.4%) 

 

เปรียบเทยีบความไวและความจาํเพาะของวธิี PCR โดยการเตรียม DNA ดวยวธิีการตม 
กับชุดเตรียม DNA สําเร็จรูป 

ผลการศึกษาเปรียบเทียบความไว และความจําเพาะของวิธี PCR ดวยไพรเมอรใน

ตําแหนงของยนี mt LSU rRNA จากตัวอยางเสมหะ (36 ตัวอยาง) โดยวิธีการเตรียม DNA ทั้งสอง

แบบพบวาวิธกีารเตรียม DNA จากชุดเตรียม DNA สําเร็จรูปมีคาความไวในการตรวจพบคิดเปน

รอยละ 100 และคาความจําเพาะคิดเปนรอยละ 0 (ตัวอยางที่ใชในการศึกษานี้เปนผูติดเชื้อ 

Pneumocystis jirovecii ทั้งหมด) โดยวิธกีารเตรียม DNA ดวยวิธกีารตมมีคาความไวในการตรวจ

พบคิดเปนรอยละ 66.67 และคาความจําเพาะคิดเปนรอยละ 0 เชนกนั (ตารางที่15)  

สําหรับผลการศึกษาเปรียบเทียบความไว และความจาํเพาะของวิธ ีPCR ดวยไพรเมอรใน

ตําแหนงของยนี mt LSU rRNA จากตัวอยางน้ําลางปอด (36 ตัวอยาง) โดยวธิีการเตรียม DNA ทั้ง

สองแบบพบวาวิธกีารเตรียม DNA จากชดุเตรียม DNA สําเร็จรูปมีคาความไวในการตรวจพบคิด

เปนรอยละ 100 คาความจาํเพาะคิดเปนรอยละ 0 (ตัวอยางที่ใชในการศึกษานี้เปนผูติดเชื้อ 

Pneumocystis jirovecii ทั้งหมด) โดยวิธกีารเตรียม DNA ดวยวิธกีารตมมีคาความไวในการตรวจ

พบคิดเปนรอยละ 100 คาความจาํเพาะคดิเปนรอยละ 0 เชนกนั (ตารางที่16) เมื่อคิดเปน
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อัตราสวนของผลบวกจากวธิพีีซีอารเมื่อใชดีเอ็นเอจากเสมหะ และน้าํลางปอดทีเ่ตรียมโดยวิธกีาร

ตมตอดีเอ็นเอที่เตรียมจากชดุเตรียมดีเอ็นเอสําเร็จรูปมีคา 0.67 และ 1.0 ตามลาํดับ 

ตารางที ่15 แสดงผลความไว และความจําเพาะ ของการตรวจพบ DNA ของเชื้อ Pneumocystis 

jirovecii โดยวธิี PCR ดวยไพรเมอรในตําแหนงของยนี mt LSU rRNA จากตัวอยางเสมหะ  

 

Boil Sputum 
mt LSU rRNA PCR(N=36) 

Positive Negative Total 
Sensitivity, Specificity (%) 

Kit Sputum Positive 24 a 12 c 36  Sens.=100  

  Negative 0 b 0 d 0  Spec.=0 

  Total 24 12    

Kit Sputum 
mt LSU rRNA PCR (N=36)   

Positive Negative Total 
Sensitivity, Specificity (%) 

Boil Sputum Positive 24 a 0 c 24  Sens.=66.67  

  Negative 12 b 0 d 12  Spec.=0 

  Total 36 0    

Sensitivity = a / (a + b) x 100; Specificity = d / (c + d) x 100 

ตารางที ่16 แสดงผลความไว และความจําเพาะ ของการตรวจพบ DNA ของเชื้อ Pneumocystis 

jirovecii โดยวธิี PCR ดวยไพรเมอรในตําแหนงของยนี mt LSU rRNA จากตัวอยางน้าํลางปอด  

 

Boil BAL 
mt LSU rRNA PCR (N=36)   

Positive Negative Total 
Sensitivity,  Specificity (%) 

Kit BAL Positive 36 a 0 c 36 Sens.=100  

  Negative 0 b 0 d 0 Spec.=0 

  Total 36 0    

Kit BAL 
mt LSU rRNA PCR (N=36)   

Positive Negative Total 
Sensitivity,  Specificity (%) 

Boil BAL Positive 36 a 0 c 36 Sens.=100  

  Negative 0 b 0 d 0 Spec.=0 

  Total 36 0    

Sensitivity = a / (a + b) x 100; Specificity = d / (c + d) x 100 
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เปรียบเทยีบผลการตรวจพบเชื้อ Pneumocystis jirovecii  โดยวธิีการยอมสกีบัวิธี PCR 
 ผลการศึกษาวิธีการตรวจพบเชื้อ Pneumocystis jirovecii ในตัวอยางเสมหะเรยีงจาก

นอยไปมากตามลําดับดังนี ้Giemsa (8 ตัวอยาง), Tuoludine blue O (20 ตัวอยาง), Boil PCR 

(24 ตัวอยาง), IFA (31 ตัวอยาง), Kit PCR (36 ตัวอยาง) (ตารางที ่17) สําหรับผลการตรวจพบ

เชื้อ Pneumocystis jirovecii ในตัวอยางน้ําลางปอดซึง่มีอัตราการตรวจพบเชื้อไดมากกวา

ตัวอยางเสมหะอยางมีนยัสําคัญโดยเรียงจากนอยไปมากตามลําดับดังนี ้Giemsa (32 ตัวอยาง), 

Tuoludine blue O (33 ตัวอยาง), IFA (35 ตัวอยาง), Boil PCR (36 ตัวอยาง), Kit PCR (36 

ตัวอยาง) (ตารางที ่17) 

ตารางที ่17 แสดงผลการตรวจพบเชื้อ Pneumocystis jirovecii โดยวิธียอมสี, IFA และ PCR 

จาก 2 วิธกีารเตรียม DNA ดวยไพรเมอรในตําแหนงของยนี mt LSU rRNA จากตัวอยางเสมหะ 

และน้ําลางปอด  

 

  Giemsa 
Tuoludine 

blue O 
IFA Boil PCR Kit PCR 

Sputum Positive 8 20 31 24 36 

 Negative 28 16 5 12 0 

 Total 36 36 36 36 36 

BAL Positive 32 33 35 36 36 

 Negative 4 3 1 0 0 

 Total 36 36 36 36 36 
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บทที่  5 

สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 
 

อภิปรายผลการวิจัย 
โรคปอดอักเสบที่เกิดจากเชือ้ Pneumocystis jirovecii pneumonia (PCP) เปนโรคติด

เชื้อฉวยโอกาสที่สําคัญในผูปวย HIV และผูปวยที่ภาวะภูมิคุมกันบกพรองอื่น ๆ ซึง่กอใหเกิดความ

เจ็บปวย และเสียชีวิตสูงถาไมไดรับการรักษา หรือรักษาชาเกนิไป แมวาการวนิิจฉัยโรค PCP 

สามารถวินจิฉัยจากอาการทางคลินกิ และใหยารักษาทันทีที่สงสัยปอดติดเชื้อนี้ โดยไมตองรอผล

การตรวจเสมหะ หรือน้าํลางปอดก็ตาม แตการตรวจเสมหะ หรือน้ําลางปอดนบัวามีความสาํคัญ 

เปนอยางมากโดยจะชวยยนืยันการวนิิจฉัย เพื่อชวยตัดสินใจในการรักษาปอดติดเชื้อ 

Pneumocystis jirovecii ไดอยางถูกตอง การวนิิจฉัยจาํเปนตองอาศัยวิธีการตรวจพบเชื้อจาก

ตัวอยางสิ่งสงตรวจในหองปฏิบัติการ เนื่องจากเชื้อนี้ในปจจุบันยงัไมสามารถเพาะเลี้ยงเชื้อได

ภายนอกปอดของโฮสต เปนผลใหขาดแคลนวิธวีินจิฉัยที่เปนวิธีมาตรฐาน (gold standard) ทําให

การวนิิจฉัยหาเชื้อมีความสําคัญตอการรักษาเปนอยางยิง่ เนื่องจากโรค PCP มีอาการคลายคลึง

กับโรคปอดติดเชื้ออ่ืนๆ อีกหลายโรค  

การวนิิจฉัยเชือ้ Pneumocystis jirovecii ที่ถูกตองคือการตรวจพบเชือ้หรือตรวจพบ DNA 

ของเชื้อจากตวัอยางชิน้เนื้อปอด เสมหะ หรือนําลางปอด กอนที่จะมกีารพัฒนาเทคนิคทางอณู

ชีววทิยามาใชในการวินจิฉัย พบวาการวนิจิฉัยจากผลการตรวจดวยกลองจุลทรรศนจากการยอมสี

ส่ิงสงตรวจดวยสี Giemsa, Toluidine blue O หรือ Methenamine silver strin นั้นมคีวามในการ

ตรวจคอนขางต่ํา แมวาตอมาจะไดมีการพฒันาการตรวจดวยวธิี IFA ซึ่งเปนวิธทีี่ใหผลการวนิิจฉัย

ที่มีความไว และความถูกตองสูงกวาการตรวจดวยวธิีการยอมสีดังกลาวขางตน แตอยางไรก็ตาม

ความไวของการตรวจดวยวธิี IFA ก็ยังใหผลตํ่ากวาความเปนจริง (Pinlaor et al., 2004, Azoulay 

et al., 2009, Jarboui et al., 2010) นอกจากนีก้ารอานผล IFA ยังมีอุปสรรคจากความไมชัดเจน

ของตัวอยางเชื้อในบางตัวอยาง โดยเฉพาะระยะ trophic จึงทาํใหเกิดความผิดพลาดในการอาน

ผลได (Robberts et al., 2007) จากผลการศึกษาครั้งนีจ้ะเหน็ไดวาผลการตรวจดวยวิธี IFA ใหผล

ไวกวาการตรวจดวยวธิีการยอมสี Toluidine blue O และ Giemsa ทั้งจากตัวอยางเสมหะ และน้าํ

ลางปอด ซึง่ใหผลการตรวจพบเชื้อรอยละ 86.1, 55.6, 22.2 และ 88.9, 91.7, 97.2 ตามลําดับ ยิ่ง

ไปกวานั้นการตรวจดวยการยอมสี Giemsa ใหผลความไวต่ําสุดในทัง้สองตวัอยางสิง่สงตรวจ 

นอกจากนีน้้าํลางปอดยงัเปนสิ่งสงตรวจทีใ่หผลบวกตอการตรวจพบเชื้อมากกวาเสมหะ โดยทั่วไป

การรายงานผลจากวธิีการตรวจหาเชื้อภายใตกลองจุลทรรศนยังขึ้นอยูกับทักษะของผูทดสอบ
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ตัวอยางแตละบุคคลทําใหวธิีการเหลานี้มโีอกาสเกิดความไมจําเพาะ และความไวทีห่ลากหลาย

มากขึ้น 

วิธีการตรวจวนิิจฉัยหาเชื้อ Pneumocystis jirovecii ดวยวิธ ีPCR นั้น ใหผลความไวที่

ดีกวาการตรวจดวยวธิีการยอมสี สงผลใหจํานวนตวัอยางที่พบเชื้อมีเพิ่มมากขึ้นจากการศึกษาใน

หลาย ๆ พื้นที่ (Carmona et al., 2011) ในปจจุบันการตรวจดวยวธิี PCR โดยใชไพรเมอร 

pAZ102H และ pAZ102E สําหรับ PCR รอบแรก และ pAZ102X และ pAZ102Y สําหรับ PCR 

รอบที่สองนัน้เปนทีน่ิยมแพรหลายในกลุมผูวิจัยทั่วไปสําหรับการตรวจหาเชื้อ Pneumocystis 

jirovecii (Wakefield et al., 1990, Tamburrini et al., 1996) ซึ่งผลความไวของการตรวจดวยวธิี 

PCR นั้นยังคงขึ้นอยูกับจาํนวน copy number ของยีนเปาหมาย ดังนัน้ความไวของการตรวจเมื่อ

ใชยีนเปาหมายที่เปน single copy gene จะตองใหผลทีต่่ํากวาการตรวจโดยการใชยีนเปาหมายที่

เปน multicopy gene เชน mtLSU rRNA อยางเชนที่ใชในการศึกษาครงนี้ (Robberts et al., 

2007) อยางไรก็ตามความไวของการตรวจโดยการทํา PCR โดยใชไพรเมอร pAZ102H และ 

pAZ102E ของยีน mtLSU rRNA คร้ังเดียวก็ยงัใหผลตํ่ากวาการตรวจดวยการทํา PCR สองรอบ

ของ single copy gene เชน ITS และ 18S rRNA (Lu et al., 1995) แตจากผลการศึกษาครงนี้จะ

พบวาผลการเปรียบเทียบความไวของการใชไพรเมอรที่คณะผูวิจัยไดนาํมาใชศึกษาเปรียบเทียบใน

ตําแหนงของยนี DHFR คือไพรเมอร PJDHFRF0 และ PJDHFRR0 สําหรับ PCR รอบแรก และ 

PJDHFRF1 และ PJDHFRR1 สําหรับ PCR รอบที่สอง โดยทีว่ิธกีารเตรียม DNA จากชุดเตรียม 

DNA สําเร็จรูปจากตัวอยางเสมหะดวยไพรเมอร pAZ102X และ pAZ102Y ตรวจพบ DNA ของ

เชื้อ Pneumocystis jirovecii ไดมากกวาไพรเมอร PJDHFRF1 และ PJDHFRR1 2 รายจากผูปวย

ที่พบเชื้อ Pneumocystis jirovecii 36 รายคิดเปนอัตราการตรวจพบเชื้อสูงกวาที่รอยละ 5.6  โดย

ที่วิธกีารเตรียม DNA จากชดุเตรียม DNA สําเร็จรูปจากตัวอยางน้าํลางปอดดวยไพรเมอร 

pAZ102X และ pAZ102Y ตรวจพบ DNA Pneumocystis jirovecii ไดเทากนักับไพรเมอร 

PJDHFRF1 และ PJDHFRR1 สําหรับวิธกีารเตรียมเตรยีม DNA ดวยวิธีการตมจากตัวอยาง

เสมหะดวยไพรเมอร pAZ102X และ pAZ102Y ตรวจพบ DNA ของเชื้อ Pneumocystis jirovecii 

ไดมากกวาไพรเมอร PJDHFRF1 และ PJDHFRR1 10 รายจากผูปวยที่พบเชื้อ Pneumocystis 

jirovecii 36 รายคิดเปนอัตราการตรวจพบเชื้อสูงกวาที่รอยละ 27.8  โดยที่วธิีการเตรียม DNA 

ดวยวิธกีารตมจากตัวอยางน้าํลางปอดดวยไพรเมอร pAZ102X และ pAZ102Y ตรวจพบ DNA 

ของเชื้อ Pneumocystis jirovecii ไดเทากนักับไพรเมอร PJDHFRF1 และ PJDHFRR1 

 จากผลการศกึษาวิธีการเตรียม DNA โดยวิธีการตมเปรียบเทียบกับวธิีการเตรยีม DNA 

โดยชุดเตรียม DNA สําเร็จรูปจากตัวอยางเสมหะ และน้าํลางปอดมีอัตราสวนผลบวก 0.67 และ 

1.0 ตามลําดบั นัน้แสดงใหเห็นวา วธิีการเตรียม DNA โดยวิธีการตมจากไพรเมอร pAZ102X และ 
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pAZ102Y ในตัวอยางเสมหะ และน้าํลางปอดสามารถนํามาประยกุตใชตรวจหาเชื้อ 

Pneumocystis jirovecii ดวยวิธ ีPCR ไดโดยสามารถลดคาใชจายตอหนวย (Unit Cost) สําหรับ

วิธีการตรวจหาเชื้อ Pneumocystis jirovecii ในหองปฏิบัติการเมื่อเปรียบเทียบกับวธิีการเตรียม 

DNA จากชุดเตรียม DNA สําเร็จรูปโดยวิธกีารตมมีคาใชจายเมื่อรวมกบัคาสารเคมีทีใ่ชใน

ปฏิกิริยา PCR 2 รอบ PCR ตอ 1 ตัวอยางประมาณ 40 บาท เปรียบเทยีบกับวธิีเตรียม DNA จาก

ชุดเตรียม DNA สําเร็จรูปมคีาใชจายเมื่อรวมกับคาสารเคมีที่ใชในปฏกิิริยา PCR 2 รอบ PCR ตอ 

1 ตัวอยางประมาณ 220 บาท ดังนั้นการตรวจหาเชื้อ Pneumocystis jirovecii ดวยวิธี PCR ควร

ทําการเตรียม DNA โดยวิธีการตมแลวทาํ PCR เมื่อทราบผล ตัวอยางใดที่ใหผลการตรวจพบเชื้อ

เปนลบ จึงคอยนําตวัอยางนัน้มาเตรียม DNA ดวยชุดเตรียม DNA สําเร็จรูป โดยที่ตวัอยางที่ใหผล

บวกก็ไมตองนํามาเตรียม DNA ดวยชุดเตรียม DNA สําเร็จรูป ทาํใหประหยัดคาใชจายตรงสวนนี้

ไปได นอกจากนี้วธิี PCR สําหรับการวนิิจฉัยหาเชื้อ Pneumocystis jirovecii ยังมีคาใชจายถูกกวา

มากเมื่อเปรียบเทียบกับวิธ ีIFA ถึงแมวาวธิีการยอมสีจะมีราคาคาใชจายตอหนวยนอยกวาวิธ ี

PCR แตก็ใหผลความไวในการตรวจพบนอยกวาชัดเจน สาํหรับคาความจําเพาะตอเชื้อใน

การศึกษานี้มคีาเทากับศูนยเนื่องจากตัวอยางทัง้หมดเปนตัวอยางผูปวยโรค PCP จึงทาํใหขาด

ตัวอยางที่ใหผลลบจริง แตจากการศึกษากอนหนานี้พบวาไพรเมอรจากตําแหนงของยนี mtLSU 

rRNA มีคาความไวและความจําเพาะสงูสดุ (Robberts et al., 2007) โดยไมสามารถใหผลบวก

จากเชื้อชนิดอืน่ๆได (ผลบวกปลอม)  

ดังนัน้เทคนิค PCR จากวิธีการเตรียม DNA ในการศึกษาครั้งนี้จะเปนประโยชนอยางมาก

ตอการวินจิฉัยเชื้อ Pneumocystis jirovecii จากสิ่งสงตรวจของผูปวยในดานการลดคาใชจายตอ

หนวย อันจะมผีลตอการปองกัน ควบคุม และการรักษาโรคปอดอักเสบที่เกิดจากเชื้อชนิดนี้ซึง่มี

ความสาํคัญทางการแพทยทัว่โลกเปนอยางมากในปจจุบัน  
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ขอเสนอแนะ 
 

1. ควรทําการศึกษาเพิ่มเติมโดยใชจํานวนตัวอยางเชื้อเพิ่มมากขึ้นทั้งกลุม HIV และ non-HIV เพื่อ    

    วิเคราะหความสมัพนัธของการพบเชื้อในประชากรสองกลุมนี ้

 

2. ควรนําวิธทีีพ่ัฒาขึน้ไปศึกษาตอโดยใชตวัอยางเชื้อจากกลุมคนปกต ิหรือบุคลากรที่มีความ 

    ใกลชิดกับผูปวย PCP เพื่อศึกษาลกัษณะของเชื้อที่เปน colonization 

 

3. ควรตรวจหาเชื้อ Pneumocystis jirovecii จากตัวอยางเสมหะหรือ BAL ภายหลงัจากผูปวย 

    ไดรับยารักษาเพื่อติดตามผลการรักษาไดอยางมีประสิทธิภาพ  

 

4. การเตรียม DNA โดยวิธีการตม จากการศึกษานีพ้บวาความไวของการตรวจพบ DNA ของเชื้อ  

    Pneumocystis jirovecii จากตัวอยางเสมหะ และน้าํลางปอดสามารถนาํมาใชเตรียม DNA  

    แทนชุดเตรียม DNA สําเรจ็รูปได และมีความถกูตองของผลการตรวจวนิิจฉัยที่ดกีวาการนาํ 

    ตัวอยางเสมหะ และน้าํลางปอดมาใชโดยตรงในกระบวนการ PCR ซึ่งชวยใหสะดวกในการ 

    ตรวจวินิจฉัยโรค PCP อีกทั้งยงัสามารถประหยัดเวลา และคาใชจายตอการทดสอบหาเชื้อ  

   Pneumocystis jirovecii ตอไปในอนาคต 
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ภาคผนวก ก 
 

1. เกณฑเขาไดกับปอดติดเชื้อ Pneumocystis jirovecii (Kongpolprom, et al., unpublished  

    data)  
 
 มีอาการทางคลินิก 3 ใน 5 ขอ และภาพถายรังสีปอดเขาไดกับปอดติดเชื้อ Pneumocystis 

jirovecii ซึ่งมขีอกําหนดดังนี ้

1. มีไข 3 วนั ถึง 3 สปัดาห 

2. มีอาการเหนื่อยที่ดาํเนินไปอยางชาๆ 

3. มีอาการไอตอเนื่อง 

4. ภาวะออกซเิจนในเลือดต่ํา 

5. ตอบสนองตอการรักษาดวยยารักษาโรค PCP ไดแก trimethoprim-sulfamethoxazole หรือ 

    clindamycin กับ primaquine 

  

 ภาพรังสีปอดของโรคปอดติดเชื้อ Pneumocystis jirovecii อาจมีลักษณะอยางหนึ่งอยาง

ใดดังนี ้

1. ปกต ิ

2. diffuse infiltration 

3. perihilar infiltration 
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ภาคผนวก ข 
 

2.  DNA มาตรฐาน 
 

   A) DNA มาตรฐาน 50 bp. ladder                                B) DNA มาตรฐาน 100 bp. ladder  

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 22 แสดงแผนที่ของ DNA มาตรฐาน A) DNA ของ 50 bp. ladder ประกอบดวย

ชิ้น DNA 13 ชิ้น มีขนาด 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 250, 200,150, 100 และ 

50 bp. ตามลาํดับ โดยมี reference band ที ่250, 500 bp. (Fermentas Life Science) B) DNA 

มาตรฐาน 100 bp. ladder ประกอบดวยชิ้น DNA 10 ชิ้น มีขนาด 1000, 900, 800, 700, 600, 

500, 400, 300, 200 และ 100 bp. ตามลาํดับ โดยมี reference band ที ่500 bp. (Fermentas 

Life Science) 
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ภาคผนวก ค 
 

วิธีการเตรียมสารเคมี 
 
การเตรยีม 0.3% Dithiothreitol (DTT) 
  DTT     0.3 g 

  Double distilled water                          100 ml 

             ละลายใหเขากันแลวเก็บรักษาที่ -20 oC 

 
การเตรยีม gel-loading buffers 
  bromophenol blue  0.25 g 

  xylene cyanol FF   0.25 g 

  glycerol in water      30 g 

  ละลายในน้าํกลั่น โดยปรับปริมาตรใหเทากับ 1 ลิตร 
 
การเตรยีมส ีGiemsa (stock)  
  สี Giemsa (ผง)     25 g 

    Absolute Methanol           1650 ml 

  Glycerine            1650 ml 

 บดผงสีกอน โดยคอยๆเติม glycerine ไปทีละนอยๆ จากนัน้นาํไปอุนที่อุณหภูมิ 55-60 

องศาเซลเซยีส พรอมกับเท glycerine ที่เหลือผสมใหเขากัน จากนัน้เติม absolute methanol ลง

ไปเขยาใหเขากัน และนาํเอา stock solution นี้เก็บไวในขวดสีน้ําตาลประมาณ 1-3 เดือน กอน

นํามาใชจะทําใหการยอมสีดีกวาใชในขณะที่เตรียมเสร็จใหมๆ  
 
การเตรยีมส ีToluidine blue O (stock) 
  สี Toluidine blue O (ผง)     0.5 g 

  Absolute Methanol                        20 ml 

  น้ํากลัน่                              80 ml 

 กอนนาํไปใชให dilute สี 1 ตอ 15 (สี 1 ml ตอ น้ํา 14 ml) 
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การเตรยีม buffer ยอมส ี(stock buffer)  
buffer I  Na2H2PO4.H2O   9.2 g 

  น้ํากลัน่            1000 ml 

Buffer II Na2HPO4   9.5 g 

  น้ํากลัน่            1000 ml 

                    ผสมใหเขากัน 
  
การเตรยีม marker 
  DNA marker       20 μl 

  Gel loading buffer     80 μl 

  TE buffer               360 μl 

 
การเตรยีม TBE buffer (10x)  
  Tris base    108 g 

  Boric acid      55 g 

  EDTA       7.4 g 

ปรับคา pH และปริมาตรใหเทากับ 8.3 และ 1 ลิตร จากนัน้จึงนําไปนึ่งดวยหมอนึง่ปลอด

เชื้อเชนเดียวกนั 

 
การเตรยีม TE buffer (10x) 
  1 M Tris     800 ml 

  0.5 M EDTA    200 ml 

 ผสมใหเขากนัแลวนําไปนึ่งฆาเชื้อดวยหมอนึ่งปลอดเชือ้กอนทีจ่ะใช  
 
การเตรยีม TBS buffer 
  10 mM Tris.HCl, pH 7.5 

  150 mM NaCl 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

 

 ชื่อ – สกุล  นายทวีศักดิ์ แซเตีย 

 วันเดือนปเกิด  วันที่ 3 เดือนสงิหาคม พ.ศ. 2514 

 ภูมิลําเนา  จังหวัดกรุงเทพมหานคร 

 

 ประวัติการศึกษา 

- พ.ศ. 2539 สําเร็จการศึกษาระดับปริญญาบัณฑิต 

หลักสูตรวทิยาศาสตรบัณฑติ สาขาวชิาชวีวทิยา 

คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยรามคาํแหง 

 

- พ.ศ. 2550 เขาศึกษาตอระดับปริญญามหาบัณฑิต 
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