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ปอดอักเสบจากการติดเชื้อนิวโมซิสติส จิโรเวคซีไอ ซึ่งเปนเชื้อราฉวยโอกาสในกลุมแอสโคมัยซีตีส 

นับเปนสาเหตุที่สําคัญของการเจ็บปวยและเสียชีวิตในผูปวยที่ภูมิคุมกันบกพรอง โดยเฉพาะผูปวยที่ติดเชื้อเอช

ไอวีมากอน แมวานิวโมซิสติส นิวโมเนียสามารถวินิจฉัยไดจากการตรวจหาระยะโทรฟก ฟอรม หรือระยะซิสติก 

ฟอรมในตัวอยางจากระบบทางเดินหายใจโดยวิธีการยอมสี  แตประสิทธิในการวินิจฉัยดังกลาวมีความผันแปร 

และขึ้นอยูกับคุณภาพ และชนิดของตัวอยาง จํานวนเชื้อที่อยูในส่ิงสงตรวจ ตลอดจนประสบการณของผูตรวจ 

ในขณะที่การประยุกตใชวิธีปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส หรือพีซีอาร ทําใหผลการตรวจหาเชื้อในตัวอยางตางๆ   

มีความไวมากขึ้น อยางไรก็ตามความไวในการตรวจวินิจฉัยของวิธีพีซีอารที่แตกตางกันมักขึ้นอยูกับคุณลักษณะ

ของไพรเมอร และจํานวนชุดของดีเอ็นเอเปาหมาย นอกจากนี้ประสิทภาพของการเตรียมดีเอ็นเอจากสิ่งสงตรวจ

นับเปนปจจัยที่สําคัญตอประสิทธิภาพของพีซีอาร ในการศึกษานี้ไดทําการเปรียบเทียบประสิทธิภาพของวิธี

เตรียมดีเอ็นเอเพื่อการวินิจฉัยดวยวิธีพีซีอารดวยชุดเตรียมดีเอ็นเอสําเร็จรูปเปรียบเทียบกับวิธีการตม ผูวิจัยได

รวบรวมตัวอยางจากผูปวย 36 รายที่มีทั้งเสมหะ และน้ําลางปอด ซึ่งประกอบดวยผูปวยที่ติดเชื้อเอชไอวี และมี

คาซีดี 4 นอยกวา 200 เซลลตอไมโครลิตร และผูปวยที่ไมติดเชื้อเอชไอวี ซึ่งผูปวยเหลานี้มีอาการไข เหนื่อยหอบ 

และไอ รวมกับภาพรังสีปอดผิดปกติ โดยทุกตัวอยางไดรับการตรวจหาเชื้อโดยการยอมสียิมซา โทลูอิดีนบลู 

และอิมมูโนฟลูโอเรสเซนต (ไอเอฟเอ) จากชุดตรวจสําเร็จรูปนิวโมเซลล ผลการตรวจดังกลาวพบเชื้อใน 8, 20 

และ 31 ตัวอยางจากเสมหะตามลําดับ ในขณะที่พบเชื้อจากน้ําลางปอดจํานวน 32, 33 และ 35 ตัวอยาง

ตามลําดับ ทําการตรวจสอบประสิทธิภาพของการเตรียมดีเอ็นเอทั้ง 2 วิธี โดยใชการตรวจโดยวิธีพีซีอาร       

การเตรียมดีเอ็นเอจากเสมหะ และน้ําลางปอดจากชุดเตรียมดีเอ็นเอสําเร็จรูปใหผลบวกของตัวอยางมากกวา

วิธีการตม (36 และ 46 เปรียบเทียบกับ 24 และ 36 ตัวอยางตามลําดับ) นอกจากนี้อัตราสวนของผลบวกจากวิธี

พีซีอารเม่ือใชดีเอ็นเอจากเสมหะ และน้ําลางปอดที่เตรียมโดยวิธีการตมตอดีเอ็นเอที่เตรียมจากชุดเตรียมดีเอ็น

เอสําเร็จรูปมีคา 0.67 และ 1.0 ตามลําดับ ดังนั้นแมวาผลิตผลดีเอ็นเอที่เตรียมไดจากวิธีการตมจะมีจํานวนนอย

กวาที่เตรียมไดจากชุดเตรียมดีเอ็นเอสําเร็จรูป แตวิธีการเตรียมดีเอ็นเอโดยวิธีการตมนาจะนาํมาใชประโยชนใน

การประยุกตใชสําหรับตัวอยางน้ําลางปอดดวยวิธีพีซีอารตอไป   
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               REACTION METHOD. THESIS ADVISOR : ASSOC. PROF. CHATURONG PUTAPORNTIP, THESIS 

               CO-ADVISOR : PROF. SOMCHAI JONGWUTIWES, M.D, THESIS CO-ADVISOR : ASST. PROF.  

               PRASERT SITTHICHAREONCHAI, M.D,  84 pp.  

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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วิทยานิพนธนีส้ําเร็จลุลวงไดดวยความชวยเหลืออยางดียิง่ของ รองศาสตราจารย ดร.
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มหาวิทยาลยั ที่ไดกรุณาใหความรู ขอแนะนําในการแกไขปญหาตางๆ ในการศึกษาวิจัยและดูแล

เอาใจใสตอขาพเจาเปนอยางดียิ่ง ตลอดจนแกไขขอบกพรองวทิยานพินธฉบับนี้ใหสมบูรณมาก

ยิ่งขึ้น ขาพเจาขอกราบขอบพระคุณเปนอยางสงูไว ณ ทีน่ี้  

ขอกราบขอบพระคุณศาสตราจารย นายแพทย ดร. สมชาย จงวฒุิเวศย ที่ไดกรุณาให

ความรู เสนอแนะเทคนิคและความคิดเหน็ตางๆ ในการศกึษาวิจัย ตลอดจนแกไขขอบกพรอง

วิทยานิพนธมาดวยดียิง่ ขาพเจาขอกราบขอบพระคุณเปนอยางสงูไว ณ ทีน่ี้   

ขอกราบขอบพระคุณผูชวยศาสตราจารย นายแพทย ประเสริฐ สิทธเิจริญชัย ที่ไดกรุณาให

ความรู ขอเสนอแนะตางๆ เพื่อใหวทิยานพินธฉบับนี้มีความสมบูรณครบถวน รวมทัง้สนับสนุนให

ขาพเจาไดนําความรูที่ไดศึกษามาประยุกตใชในงานของขาพเจาตอไปในอนาคต ขาพเจาขอกราบ

ขอบพระคุณเปนอยางสงูไว ณ ทีน่ี ้

 ขอกราบขอบพระคุณ รองศาสตราจารยณัฐรส จันทชมุ ภาควิชาปรสิตวิทยา คณะ

แพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย และผูชวยศาสตราจารย ดร. ธนาภรณ รุงเรือง ที่ไดกรุณา

ใหคําแนะนําและแกไขวิทยานิพนธฉบับนี้ใหมีความถกูตองและสมบูรณมากยิง่ขึ้น 

  ขอกราบขอบพระคุณ รองศาสตราจารย ดร. อริยา จินดามพร และเจาหนาที่ภาค 

วิชาจุลชวีวทิยา ที่ไดเอื้อเฟอตัวอยางเชื้อรา และเชื้อแบคทีเรีย รวมทัง้คําแนะนําที่เปนประโยชน

เพื่อใหวิทยานพินธฉบับนี้มีความถูกตองและสมบูรณมากยิ่งขึ้น 

 ขอขอบพระคุณ แพทยหญงิ ณับผลิกา กองพลพรหม หนวยโรคทางการหายใจและภาวะ

วิกฤตทางการหายใจ ภาควชิาอายุรศาสตร คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวทิยาลัย ที่ได

เอ้ือเฟอตัวอยางผูปวยโรคปอดอักเสบที่ใชในการศึกษานี ้รวมถงึขอมูลผูปวยทีจ่ําเปนในการ

วิเคราะหขอมูลเพื่อใหวิทยานิพนธฉบับนีม้ีความถูกตองและสมบูรณมากยิง่ขึ้น 

 ขอขอบพระคุณคุณอุรัสยา พัฒนวงศ คุณรัตนติพร โกสุวินทร และเจาหนาที่ภาควิชา

ปรสิตวิทยา คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลยั ทกุทานที่ไดเอ้ือเฟอสถานที่ และ

เครื่องมือตางๆ ตลอดจนความชวยเหลือในการศึกษาวจิัย     

 สุดทายนี้ขาพเจาขอกราบขอบพระคุณ บิดา-มารดา พีน่อง และเพื่อนๆ ทุกคนที่ให

กําลังใจ คําปรกึษาและใหการสนับสนนุขาพเจาในการทาํวทิยานพินธคร้ังนี้มาโดยตลอด 
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บทที่  1 

บทนํา 

ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
โรคปอดอักเสบจากเชื้อ Pneumocystis jirovecii (Pneumocystis pneumonia, PCP) 

เปนโรคปอดอักเสบอยางหนึง่ที่เกิดจากเชือ้รา ซึ่งเปนสาเหตุของการติดเชื้อฉวยโอกาสทีพ่บไดบอย 

กอใหเกิดความเจ็บปวยและการตายของประชากรโลก เปนเชื้อที่พบเฉพาะในมนุษย ขณะที่สาย

พันธุอ่ืน ๆ ของเชื้อชนิดนี้เปนปรสิตในสัตวเลี้ยงลกูดวยนมเทาที่มีการศึกษาในปจจุบัน เชื้อชนิดนี้

พบไดทั่วไปในปอดของคนปกติ แตทําใหเกิดการติดเชื้อฉวยโอกาสในผูปวยทีม่ีภูมิคุมกันต่าํ โดย

พบบอยในผูปวยโรคเอดส โรคมะเร็ง และผูปวยที่ใชยาที่สงผลตอระบบภูมิคุมกันรวมทัง้เด็กแรก

เกิดที่มีภาวะขาดสารอาหาร หรือคลอดกอนกําหนด Pneumocystis jirovecii  เปนหนึ่งในเชื้อฉวย

โอกาสที่มีความรุนแรงและเปนสาเหตุของการเสียชวีิตทีสํ่าคัญในผูปวยที่ติดเชื้อเอชไอวี (human 

immunodeficiency virus, HIV) ทั่วโลก ชวงสิบปแรกหลังจากมกีารระบาดของเชือ้ HIV มีรายงาน

ผูปวยโรค PCP มากกวา 100,000 รายในสหรัฐอเมริกา (CDC, 1989, Glatt et al., 1990) ซึ่ง

อุบัติการณของการกอโรคสัมพันธกับจาํนวนของผูติดเชือ้ HIV และพบการเสียชวีิตเพิ่มสูงขึน้ใน

ผูปวยโรคเอดส (Acquired Immune Deficiency Syndrome, AIDS) (CDC, 1977)  

เชื้อ Pneumocystis ไดรับความสนใจครั้งแรกในชวงสงครามโลกครั้งที่ 2 หลังจากถกูพบ

เปนสาเหตุทาํใหเกิดโรคปอดอักเสบของเนื้อปอด (interstitial pneumonia) ของทารกที่ขาด

สารอาหารอยางมากและทารกคลอดกอนกําหนดในยุโรปตอนกลางและทางตะวนัออก กอน

ทศวรรษ ค.ศ.1980 มีรายงานผูปวย PCP ในสหรัฐอเมรกิาไมเกนิหนึง่รอยรายตอป (CDC, 1989) 

ตอมาหลงัจากไดมีการระบาดของโรคเอดส พบอัตราการติดเชื้อ PCP สูงขึ้นมากในสหรัฐอเมริกา

โดยเฉพาะผูใหญที่เปนเพศชายมีอัตราการเปนโรค PCP สูงถงึรอยละ 64 (CDC, 1986) ซึ่งในป 

ค.ศ.1997 กรมควบคุมโรค กระทรวงสาธารณสุข ประเทศสหรัฐอเมริกา ไดใหคาํแนะนาํสําหรับผู

ติดเชื้อ HIV ทีม่ีคาลิมโฟซัยดชนิด CD4 นอยกวา 200 เซลลตอลูกบาศกไมโครลิตร ตองไดรับการ

ใหยาปองกนัโรค PCP ควบคูไปดวย (CDC, 1997) 

 ในปจจุบนั ไดมีการใชยาตานไวรัสหลายขนานทีม่ีประสิทธิภาพสูง (Highly active 

retroviral therapy) รวมกับการใหยาปองกันเชื้อราต้ังแตแรกเริ่ม (primary prophylaxis) ในกลุม

ผูปวย AIDS ทําใหอุบัติการณการติดเชื้อ Pneumocystis jirovecii ลดลงอยางมาก (Morris, 

2008) แตยังคงเปนปญหาการติดเชื้อที่สําคัญของผูปวย AIDS ในประเทศไทยเปนอนัดับสองรอง

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

ในกลุมโรคติดเชื้อฉวยโอกาสที่พบมากที่สุด 5 อันดับแรก ในทางตรงกนัขามพบวาขอมูล
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อุบัติการณของผูปวยที่เปนโรค PCP ในกลุมผูปวยที่มีภูมิคุมกันบกพรองจากโรคอื่น กลับมี

แนวโนมเพิ่มสูงขึ้น (Enomoto et al, 2010, Kovacs et al., 1984, Mansharamani et al., 2000) 

โดยเฉพาะในกลุมผูปวยที่ไดรับยากลุมสเตียรอยดและยากดภูมิคุมกนัตางๆ 

PCP ในผูปวยเด็กอาจมีอาการรวดเร็วหรือคอยเปนคอยไป แตสุดทายจะมีอาการรุนแรง 

และถาไมไดรับการรักษาจะเสียชีวิตเกือบทั้งหมด จากการศึกษาการใหยาปองกนั PCP ในทารก

ทุกรายที่เกิดจากมารดาที่ตดิเชื้อ HIV ในประเทศไทย เร่ิมต้ังแตอายุ 1 ถึง 6 เดือน แมวาจะยัง

วินิจฉัยไมไดวาทารกติดเชื้อ HIV หรือไม แตถาทารกยงัแข็งแรงดีใหหยดุยาปองกัน PCP ไดเมื่อ

อายุ 6 เดือน และติดตามการรักษาตอ เพราะทารกทีย่ังดูแข็งแรงดีแตเปน PCP มักอายุต่ํากวา 6 

เดือนทัง้สิ้น ถาทารกมีอาการของการติดเชื้อ HIV ปรากฏขึ้นมาภายหลังอาย ุ6 เดือน จงึคอยเริ่มยา

ใหม พบวาวธินีี้ไดผลดี เพราะใหยาระยะสัน้เพยีงประมาณ 5 เดือน ทารกทนยาไดดีและมีแนวโนม

ในการชวยลดอุบัตกิารณปอดอักเสบโดยสาเหตุตาง ๆ และเสียชีวิตกอนอาย ุ6 เดือน ไดโดยไม

พบวามีทารกที่ติดเชื้อ HIV มีอันตรายจากการหยุดยาที่ 6 เดือน และรอยละ 95 ของทารกที่ไมตดิ

เชื้อ HIV ไดรับการหยุดยาที่ 6 เดือน พบวาวิธีใหยาแบบนี้ชวยลดปญหา PCP ไดอยางชัดเจนใน

โรงพยาบาลศริิราช  ดังนัน้การใหยาปองกนั PCP แกทารกทุกคนที่เกิดจากมารดาที่ตดิเชื้อเอชไอวี

ในชวงอาย ุ1 ถึง 6 เดือน (จากนัน้ใหยาตอเฉพาะทารกที่มีอาการสงสยัวาติดเชื้อ HIV เทานั้น) 

นับเปนวิธหีนึง่ที่แนะนําใหใชในประเทศไทย ไมแนะนําใหยาปองกนั PCP กอนอาย ุ1 เดือน เพราะ

อุบัติการณของโรคในทารกแรกเกิดอาการนอย และยา Co-trimoxazole ซึ่งเปนยาหลักอาจเกดิผล

อันไมพงึประสงคในทารกแรกเกิดได (เชิดเกียรติ : ออนไลน)   

อยางไรก็ตามปญหาสาํคัญประการหนึ่งคอืการรักษา และปองกนัการติดเชื้อ 

Pneumocystis jirovecii คือการดื้อยา (drug resistance) ของเชื้อ Pneumocystis jirovecii ซึ่ง

เกิดจากการผาเหลาของยนี dihydropteroate synthase (DHPS) ทําใหเชื้อดื้อตอยาในกลุมซัลฟา 

sulfamethoxazole (SMX), sulfadoxine (SD), และ dapsone (D) สวนการผาเหลาของยนี 

dihydrofolate reductase (DHFR) ทําใหเชื้อด้ือตอยาในกลุม diaminopyrimidines 

trimethoprim (TMP) และกลุม pyrimethamine (PM) ทําใหการรักษาโรค PCP ดวยยา 

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

Bactrim(R) เปนชื่อทางการคา ซึง่เปนยาที่ใชในการรักษาเปนลําดับแรกแตกลับลมเหลวในผูปวย

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

การตรวจวนิิจฉัยโรค PCP ในทางคลนิิกนัน้ แพทยจะทาํการวนิิจฉัยโดยดูจากอาการแสดง

ของผูปวยรวมกับการซักประวัติ ลักษณะอาการแสดงของโรคเชน เหนือ่ยงาย หายใจลําบาก มีไข

ต่ําๆ ไอแหงๆไมมีเสมหะ รวมกับภาพถายรังสี  X- ray ทรวงอก จะมีลกัษณะคลายหมอกหรือควนั

กระจายเขาไปในปอด การฟงเสียงของปอดอาจไมพบความผิดปกต ิการตรวจเลือด ในกรณีที่คา
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เม็ดเลือดขาว CD4 นอยกวา 200 เซลลตอไมโครลิตร พบวามีความเสีย่งในการเกิดโรคโดยเฉพาะ

ผูปวยทีม่ีการติดเชื้อ HIV และอาจพบเมด็เลือดขาวชนดิ eosinophil เพิ่มสูงขึน้ หากมีการติดเชื้อ

ไมมากการตรวจรางกายจะไมพบอาการผดิปกติใด ๆ 

การวนิิจฉัยปอดติดเชื้อ Pneumocystis jirovecii ทางหองปฏิบัติการจากสิ่งสงตรวจใน

ระบบทางเดินหายใจเชน เสมหะ หรือน้ําลางปอด นับวามีความสาํคัญเปนอยางมากตอการพิสูจน

ทราบวาผูปวยที่มีอาการทางปอดเปนโรค PCP หรือไมเพื่อกําหนดแนวทางในการรกัษาผูปวยได

อยางมีประสิทธิภาพ ชวยประหยัดการใชยา ลดความเสีย่งตอการแพยา ลดปญหาเชือ้ด้ือยา และ

ลดภาวะแทรกซอนจากการใหยาหลายขนานเปนเวลานานโดยเฉพาะอยางยิ่งในผูปวยทีม่ีอาการ

หนกัหรือเด็กทีเ่กิดจากมารดาที่ติดเชื้อ HIV  

สิ่งสงตรวจทางหองปฏิบัติการที่ใชในการตรวจวินิจฉัยไดแก ชิ้นเนื้อปอด (biopsy) น้ําลาง

ปอด (bronchoalveolar lavage, BAL) และเสมหะ (sputum) การสงชิ้นเนื้อปอดแมวาจะมี

ความจาํเพาะสูง (specificity) แตไมเปนทีน่ิยม เนื่องจากเปนวิธทีี่กอใหเกิดการเจ็บปวดและอาจ

เกิดภาวะแทรกซอนแกผูปวยสูง ดงันัน้ BAL จึงเปนสิง่สงตรวจที่ดทีีสุ่ดในการตรวจหาเชื้อ เพราะ

เปนวธิีทีก่อใหเกิดการเจ็บปวดนอย มีปริมาณเชื้อมาก แตการเก็บส่ิงสงตรวจ BAL ทาํไดไมงายนัก

เมื่อเทียบกับวธิีการเก็บส่ิงสงตรวจเสมหะ ซึ่งเปนวิธทีี่งายกวา และไมกอใหเกิดการเจ็บปวดตอ

ผูปวย ถึงแมวาจะมีเชื้อปนออกมาในเสมหะนอยกวา BAL ดังนัน้จึงมีความจาํเปนตองพัฒนาการ

ตรวจวินิจฉัยหาเชื้อ Pneumocystis jirovecii  ในสิง่สงตรวจเพื่อเพิม่ความไว (sensitivity) และ

ความจาํเพาะ (specificity) มากขึ้น  

เนื่องจากเชื้อ Pneumocystis jirovecii  ไมสามารถเพาะเชื้อไดภายนอกรางกายของ

ส่ิงมีชีวิต การตรวจวินิจฉัยหาเชื้อ Pneumocystis jirovecii  โดยวิธกีารยอมสี Giemsa เปนวิธทีี่ดี

ในการตรวจหา PCP เนื่องจากมีคาใชจายนอย สามารถตรวจพบไดทั้งระยะ cystic form และ 

trophic form แตมี sensitivity และ specificity ต่ํากวาวธิียอมสีอ่ืน ๆ สําหรับวธิีการยอมสี 

Toluidine blue O และ Gomori methenamine silver (GMS) มี specificity สูงกวาวิธกีารยอมสี 

Giemsa  แตตรวจพบไดเพียงระยะ cystic form เทานั้น ไมสามารถตรวจพบระยะ trophic form 

อยางไรก็ตามวิธีการตรวจวนิิจฉัยหาเชื้อภายใตกลองจุลทรรศนมขีอจํากัดความไวในการตรวจพบ 

DNAของเชื้อในกรณีที่เชื้อมปีริมาณนอยมาก คุณภาพของสีที่ใชยอมตลอดจนการเตรียมสียอมทีด่ี 

นอกจากนีย้ังตองอาศัยความชํานาญในการตรวจวินจิฉัยซึ่งมีความสาํคัญเปนอยางยิ่งในกรณีที่

เชื้อไมปรากฏระยะ cystic form ทาํใหเกิดผลลบเทียมได (ไมพบเชื้อ) 

 การวนิิจฉัยในเวลาตอมาไดมีการพัฒนาวิธีการตรวจโดยใช monoclonal antibody เพื่อ

ตรวจวินิจฉัยเชื้อ Pneumocystis jirovecii (Kovacs et al., 1988, Linder et al., 1986) ซึ่งพบวามี 

sensitivity และ specificity สงูกวาวธิียอมสี 3 วิธีขางตน แตวิธีการตรวจโดยใช monoclonal 



 

    
4 

antibody อาจมีผลบวกเทยีมไดจากเชื้อราชนิดอื่น และข้ันตอนในการตรวจวินจิฉัยที่ยุงยาก มี

คาใชจายสงูรวมถงึมีชวงอายุในการใชงานจํากัด (Koch et al., 1990)  

ในปจจุบนัพบวา วิธกีารทางดานชวีโมเลกลุโดยใชเทคนคิการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA) 

เฉพาะสวนอยางจาํเพาะในหลอดทดลอง (Polymerase Chain Reaction, PCR) เพือ่การวนิิจฉัย 

มีความไวในการตรวจสูงที่สุดนับต้ังแตไดมีการนาํมาใชในการตรวจวนิิจฉัยโรค PCP เปนครั้งแรก

ในป ค.ศ. 1990 (Wakefield et al., 1990) หลังจากนั้นไดมีการศึกษาพฒันาวิธีการตรวจ

วินิจฉัยโรคโดยวิธ ีPCR จากสิ่งสงตรวจชนิดตาง ๆ นอกจากเสมหะและน้ําลางปอด เชน น้าํบวน

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

et al., 1992., Rabodonirina et al., 1999) เปนตน นอกจากนี้ยังมีการเปรียบเทียบวธิีการตรวจ

วินิจฉัยในแตละวิธี (Eisen et al., 1994, Flori et al., 2004, Torres et al., 2000) รวมถึงการ

เปรียบเทียบความไวและความจําเพาะของยีนเปาหมายที่ใชในการตรวจดวยวิธี PCR (Lu et al., 

1995, Robberts et al., 2007) 

จากทั้งหมดทีก่ลาวมาขางตนการวินิจฉัยปอดติดเชื้อ Pneumocystis jirovecii ทาง

หองปฏิบัติการมีประสิทธิผลในการตรวจพบเชื้อแตกตางกนัไปในแตละวิธี และตามแตละ

การศึกษา ซึง่วิธีที่ดทีี่สุดในการตรวจวนิิจฉัยหาเชื้อ Pneumocystis jirovecii คือวิธี PCR จาก

หลายๆการศึกษาที่ผานมาพบวาวธิี PCR มีความไวในการตรวจพบเชือ้สูงสุด สวนความจาํเพาะ

ตอเชื้อ Pneumocystis jirovecii ข้ึนอยูกบัไพรเมอรที่ใชในกระบวนการ PCR ดังนัน้วิธ ีPCR นับวา

มีความสาํคัญเปนอยางยิง่ในการวินิจฉัยปอดติดเชื้อ Pneumocystis jirovecii เพื่อชวยเพิ่ม

ประสิทธิภาพในการตรวจพบ DNA ของเชื้อเพิ่มสูงสุด ลดการเกิดผลลบปลอมซึ่งมีผลตอการรักษา

และเปนแหลงรังโรคตอไป โดยเฉพาะอยางยิ่งในกรณีทีม่ีการติดเชื้อ Pneumocystis jirovecii 

รวมกับจุลชพีอื่น (Khawcharoenporn et al., 2006) สําหรับคาใชจายในการตรวจวินิจฉัยหาเชื้อ

Pneumocystis jirovecii ทั้งวิธีการยอมสี, IFA และวิธี PCR ในปจจุบนัวิธกีารยอมสีมีคาใชจายใน

การตรวจวนิิจฉัยหาเชื้อ Pneumocystis jirovecii นอยทีสุ่ด แตผลความไวในการตรวจพบเชื้อก็

นอยกวาวิธีการอื่นๆดวย สาํหรับวิธ ีIFA แมวาจะมีความไวสูงขึ้นมากกวาวิธีการยอมสี แตก็มีราคา

ของ monoclonal antibody ที่สูงมากทําใหคาใชจายในการตรวจวินจิฉัยสูงกวาวิธีการอ่ืนๆ ซึ่งวิธี 

PCR แมมีความไวในการตรวจสูงที่สุด แตวิธีนี้มกีารใหบริการในการตรวจวินิจฉัยหาเชื้อ 

Pneumocystis jirovecii  ในสถานบริการทางการแพทยนอยกวาทุกวธิีการทีก่ลาวมา โดยในดาน

คาใชจายในการตรวจวินจิฉัยดวยวธิี PCR ยังมีราคาสงูอยูมาก โดยเฉพาะการเตรียม DNA จาก

ตัวอยางสิ่งสงตรวจโดยใชชดุเตรียม DNA จากชุดเตรียม DNA สําเร็จรูป (commercial DNA 

extraction kit) มีหลายขั้นตอน ใชเวลานาน และมีราคาสูง อยางไรก็ตามจากการศึกษาโดยวิธีการ

ตมแยก DNA ออกจากตัวอยางในจุลชพีอืน่เชนเชื้อรา และแบคทีเรีย (Koch et al., 1990) พบวา
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ใหผลการเตรยีม DNA ที่มคีวามเหมาะสมตอการการนาํไปใชเปน DNA ตนแบบสําหรับการทาํ 

PCR แตสําหรบัเชื้อ  Pneumocystis jirovecii ยังไมมกีารศึกษาใดเลยทีน่ําวิธีการตมมาใชเตรียม 

DNA โดยตรง ดังนัน้ในการศึกษาครั้งนี้จงึมุงเนนเพื่อศึกษาวิธกีารเตรียม DNA จากการตม ซึ่งเปน

วิธีทีม่ีคาใชจายนอยกวา และใชเวลาไมนาน สามารถทําไดงาย โดยทาํการเปรียบเทยีบกับวธิีการ

เตรียม DNA จากชุดเตรียม DNA สําเร็จรูป  และเปรียบเทียบกบัผลการยอมสี เพื่อผลการศึกษาที่

ไดจะนํามาเปนแนวทางในการนํามาประยกุตใชในการตรวจวินจิฉัยหาเชื้อ Pneumocystis 

jirovecii ดวยวิธี PCR เพื่อการควบคุมปองกัน การรักษา และควบคุมโรคตอไปในอนาคต 
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บทที่  2 
ทบทวนวรรณกรรมที่เกีย่วของ (Review of the related literatures) 

                
ประวัติความเปนมาของเชื้อ Pneumocystis   

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

จากการศึกษาการติดเชื้อ Trypanosoma cruzi ของคนงาน (ทํารางรถไฟในรัฐ Minas Gerais) 

ประเทศบราซลิ โดยสังเกตพบซิสตระยะ 8 สปอร (eight-spore cyst) ในปอดหนู guinea pig ที่

ไดรับการฉีด (inoculate) เชื้อจากเลือดผูปวยที่ติดเชื้อ Trypanosoma cruzi ซึ่ง Chagas เรียก

ซิสตนี้วา schizogonicas (Chagas, 1909b) และรวมเขาเปนสวนหนึ่งของวงจรชีวิตของเชื้อ 

Trypanosoma cruzi (รูปที่1) และไดตั้งเปน Genus ใหมของเชื้อ Trypanosoma cruzi ที่มีซิสตนี้

วา Schizotrypanum cruzi (Chagas, 1909c) นอกจากนี้ยงัพบซิสตดังกลาวนี้เปนครั้งแรกในปอด

คนจากการ autopsy ผูปวยชาวอเมรกิันทีเ่สียชีวิตจากโรค trypanosomiasis (Chagas, 1911) 

ตอมาในป ค.ศ. 1910 Antonio Carini จากสถาบนัวิจยั Pasteur institute ในกรุงเซา เปาโล 

ประเทศบราซลิ ไดพบซิสตในปอดหนู rat ที่ติดเชื้อ Trypanosoma lewisi แตสงสัยวาอาจเปนเชือ้

ชนิดอื่น จึงไดสงตัวอยางชิน้เนื้อปอดหนูและสไลดชิ้นเนือ้ไปตรวจเพิ่มเติม ที่สถาบนัวิจัย Pasteur 

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

Delanoë ซึ่งเปนนกัศึกษาของ Charles Louis Alphonse Laveran ในสถาบันวิจัย Pasteur 

institute ไดทาํการสาํรวจหนู rat จากทอน้ําทิ้งในกรุงปารีส ที่ไมไดตดิเชื้อ Trypanosome โดยได

สังเกตพบซิสตในปอดหน ูและไดตรวจสอบผลการศึกษารวมทั้งตัวอยางที่สงมาของ Antonio 

Carini ทําใหพวกเขาประหลาดใจกับซิสตที่พบโดยพบวา cyst มีลักษณะเหมือนกนัแตไมเกี่ยวของ

กับเชื้อ Trypanosome ทําใหเขาใจวาเปนเชื้อชนิดใหมทีม่ีความสมัพนัธกันกับโปรโตซัวในกลุม 

coccidians และใหชื่อวา Pneumocystis carinii โดย “Pneumo” สัมพันธกับปอดสวน “cystis” 

เนื่องจากลกัษณะของเชื้อ และ “carinii” เพื่อใหเกยีรติแก Dr. Antonio Carini   (Delanoë and 

Delanoë, 1912)  
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รูปที่ 1 Chagas รวมซิสตของเชื้อ Pneumocystis carinii ที่พบเขาเปนสวนหนึง่ของวงจรชีวิตเชือ้ 

Trypanosoma cruzi โดยทีร่ะยะซิสตอยูในลําดับที่ 40-46 (Chagas, 1909b) 

กอนสงครามโลกครั้งที ่2 ราวป 1938 Ammich (Ammich, 1938) และ Benecke 

(Benecke, 1938) นายแพทยชาวเยอรมันรายงานการเกิด interstitial plasma cell pneumonitis 

โดยไมทราบสาเหตุในเด็กทารกที่ไดรับสารอาหารไมเพยีงพอ ตอมาพบความสัมพนัธระหวางการ

ติดเชื้อ Pneumocystis กับการเกิดโรคในป ค.ศ. 1942 โดย Van der Meer และ Brug  ไดพบเชื้อ 

Pneumocystis carinii ในชิน้เนื้อปอดของเด็กที่เสียชีวิตจาก plasma cell pneumonitis (Van der 

Meer and Brug, 1942) ตอมาในป ค.ศ. 1951 นักพยาธิวิทยาชาวเชคโกสโลวาเกีย Josef Vanek 

จากมหาวิทยาลัย Karls กรุงปราก ประเทศเชคโกสโลวาเกีย ไดแสดงผลการศึกษาชิน้เนื้อปอดของ
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เด็กจํานวน 60 รายที่ติดเชื้อ Pneumocystis carinii ซึ่งเปนสาเหตุทีท่าํใหเกิดโรคปอดอักเสบ 

(Vanek, 1951) ตอมาในป ค.ศ. 1952 และ ค.ศ. 1953 Otto Jirovec และ Josef Vanek ได

รายงานความสัมพันธระหวางเชื้อ Pneumocystis carinii ในปอดของเด็กทีเ่ปนโรค interstitial 

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

การศึกษาการใชยารักษา Pneumocystis carinii pneumonia เปนครั้งแรกโดย Ivady และ Paldy 

(Ivady and Paldy, 1958) ไดรายงานผลการศึกษาการตอบสนองตอยา cationic diamidine 

compound, pentamidine isethionate ซึ่งกอนหนานี้ใชสําหรับรักษาโรค African 

trypanosomiasis โดยที่ตวัยาดังกลาวนี้เปนยามาตรฐานในการรักษาโรค Pneumocystis carinii 

pneumonia จนกระทั่งถูกแทนที่ดวยยาทีม่ีประสิทธิภาพสูงขึ้นและมผีลขางเคียงนอยกวาซึ่ง

ประกอบดวยสองตัวยารวมกันคือ 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. พบความแตกตางระหวางสายพันธุทีพ่บในคนและในหนู

โดยเชื้อ Pneumocystis carinii นัน้ มีความจําเพาะตอหนู rat  และพบวาเชื้อที่กอโรคในคนนัน้มี

ความแตกตางจากเชื้อที่พบในหนู จงึมกีารจําแนกเชื้อ Pneumocystis ที่กอโรคในคนเปนสายพันธ

ใหมใหชื่อวา Pneumocystis jiroveci  โดยใหเกยีรติแก Dr. Otto Jirovec (Frenkel, 1976) แตไม

เปนทีย่อมรับในเวลานัน้ หลงัจากนัน้มาไดมีการศึกษาเรือ่งความจําเพาะตอโฮสต โดยเปรียบเทยีบ

การวิเคราะหลําดับเบสของ DNA มีความแตกตางกนัในเชื้อ Pneumocystis (Denis et al., 2000, 

Liu et al., 1992, Shah et al., 1996, Sinclair et al., 1991, Wakefield, 1998) ทีพ่บในสัตวเลี้ยง

ลูกดวยนม 

ตั้งแตมีการคนพบจุลชีพ Pneumocystis เปนตนมาจนกระทั่งปลายทศวรรษที่ ค.ศ. 1980 

เชื้อ Pneumocystis ถูกจัดเปนเชื้อโปรโตซัวเนื่องจากมลีักษณะหลายประการที่เขาไดกับกลุมโปร

โตซัวโดยมีรูปรางภายนอก (morphology) ของเชื้อคลายโปรโตซัวเมื่อดูดวยกลองจุลทรรศนแบบ  

ใชแสง, มีการขาดหายไปของสาร ergosterol ซึ่งเปนสวนประกอบของผนงัเซลล (สาร ergosterol 

เปนสวนประกอบที่สําคัญของผนงัเซลลของเชื้อรา) และตอบสนองตอการรักษาดวยยาที่รักษาเชื้อ

โปรโตซัว แตไมตอบสนองตอการรักษาดวยยารักษาเชื้อรา โดยมกีารศกึษาการใชยารักษาเชื้อรา 

amphotericin B และ ketoconazole แตไมสามารถรักษาโรค PCP ได (Hughes et al., 1989)  
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ในป ค.ศ. 1988 Edman และคณะไดศึกษาลําดับเบสใน ribosomal RNA ของ 

Pneumocystis carinii พบวามีความสัมพนัธกับเชื้อราแตไมมีความสมัพันธกับโปรโตซัว (Edman 

et al., 1988) ตอมา Stringer และคณะไดแสดงความสัมพันธถงึลําดับเบสใน 18S rRNA ระหวาง 

Pneumocystis กับลําดับเบสของเชื้อราอ่ืนๆ เชน Candida albicans, Neurospora crassa และ 

Cryptococcus neoformans เปรียบเทียบกับ Saccharomyces cerevisiae (Stringer et al., 

1989) ซึ่งภายหลังพบวาผลการวิเคราะหลําดับเบส 5.8S rRNA gene แสดงสายวิวฒันาการของ

จุลชีพ Pneumocystis มีความสมัพนัธกบัเชื้อราในกลุม Ascomycota (รูปที่2)                                                       

 จากการวิเคราะหลําดับ DNA พบวา Pneumocystis carinii  จัดอยูใน  Kingdom Fungi 

โดยพบวาลําดบัของ 16S rRNA gene ของ Pneumocystis carinii มีความคลายคลึงกับยีสต 

นอกจากนี ้mitochondrial DNA ยังมีความคลายคลึงกับ DNA ของเชื้อรา และพบวาผลการ

วิเคราะหลําดบั β-tubulin gene (Edlind et al., 1991, Edman et al., 1988, Edlind et al., 1992, 

Dyer et al., 1992) ไดใหผลการสนับสนุนการจัดกลุมดังกลาว นอกจากนี้ยงัพบวา gene ที่สราง

เอนไซม dihydrofolate reductase (DHFR) และ thymidylate synthase (TS) อยูบนคนละ

โครโมโซมซึง่ตางจากโปรโตซวัโดยทัว่ไปที่จะอยูติดกันและเปน bifunctional protein (Edman et 

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

ในการวิเคราะห major surface glycoprotein (MSG) ของ Pneumocystis carinii พบวา 

gene ที่สรางโปรตีนดังกลาวมีความหลากหลายในรูปแบบของ gene (genetic diversity) ในการ

ติดเชื้อ อาจพบเชื้อมาจากตางสายพนัธุรวมกันไดในหน ูทั้งนี้สายพนัธุของเชื้อมีความสัมพนัธกับ 

species ของโฮสตอยางชัดเจน แมเชื้อ Pneumocystis จะพบในสัตวเลี้ยงลูกดวยนมหลายชนิด

แตพบการกอโรคในมนุษยเพยีงชนิดเดียว การวิเคราะหความแตกตางของลําดับเบสในโมเลกุล 

18S rRNA gene เชื้อ Pneumocystis ในคนและในหนมูีความตางกนัรอยละ 5 (Stringer et al., 

2001) สรุปไดวาเชื้อ Pneumocystis สายพันธุที่ติดเชือ้ในคนเปน Pneumocystis jiroveci  และมี

การกําหนดชือ่ของเชื้อ Pneumocystis jiroveci ตามระบบการตั้งชื่อ Vienna code ICBN 

(International Code of Botanical Nomenclature) เปน Pneumocystis jirovecii (McNeill et 

al., 2006, Redhead et al., 2006) 
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แมวา Pneumocystis jirovecii มีความคลายคลึงทางพนัธุกรรมกับยสีตในกลุม 

Ascomycota แตการเจริญเติบโตและวงชวีิตของเชื้อมีความแตกตางจากยีสตอยางชดัเจน 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่2 สายวิวฒันาการของ Pneumocystis จากการวิเคราะหลาํดับเบสของยีน 5.8S rRNA. โดย

ที ่A: Ascomycota, B: Basidomycota และ C: Chytridiomycota เปนเชื้อรา ซึ่งวดัระยะหาง

ระหวางสายววิัฒนาการ (p-distance) ดวยโปรแกรม MEGA version 3 (ดัดแปลงจาก Li et al., 

2008) 
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อนุกรมวธิานของเชื้อ Pneumocystis  
เชื้อใน genus Pneumocystis เปนสิ่งมีชีวติแบบพึ่งเซลลที่ไมลุกลามเขาเซลลของโฮสต 

สามารถจัดหมวดหมูในอนกุรมวิธานของเชื้อ Pneumocystis jirovecii ไดดังนี ้  

 

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

2010) 

 
 

 ในปจจุบนัพบวามีสายพันธุของเชื้อ Pneumocystis ในสิ่งมีชีวิตอืน่ ๆ และไดนิยามชื่อที่

ถูกตองแลวอกี 4 สายพนัธุคือ  

Pneumocystis carinii               สายพันธุที่พบในหนู rat (Delanoë, 1912) 

Pneumocystis wakefieldiae    สายพนัธุที่พบในหนู rat (Cushion et al., 2004, 

                                                Cushion et al., 2005) 

Pneumocystis murina             สายพนัธุที่พบในหน ูmouse (Keely et al., 2004) 

Pneumocystis oryctolagi        สายพนัธุที่พบในกระตาย (Dei-Cas et al., 2006) 

รูปรางลักษณะของเชื้อ Pneumocystis  

Pneumocystis เปนเชื้อราทีอ่าศัยอยูในถุงลมปอดของสิ่งมีชีวิตที่จําเพาะแตละชนิดที่

แตกตางกนั ไมสามารถติดเชื้อขามสิ่งมชีีวติที่แตกตางกนัได การศึกษาภาพจากกลองจุลทรรศน

อิเล็กตรอนพบวาม ี3 รูปแบบที่สําคัญคอื  

             cystic form (sporangium) คือระยะทีเ่ชื้อมีรูปรางกลมหรือกลมรี มีผนงัหนา ขนาด

ประมาณ 5- 8 ไมโครเมตร ภายในประกอบดวย daughter form (spores หรือ endospores หรือ

เดิมเรียกวา intracystic body) โดยมีจํานวนไดมากถึง 8 spores ตอมาจะเกิดกระบวนการ 

excystation โดยที่แตละ spores จะเจริญไปเปน trophic form (รูปที่ 3) 
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             trophic form (trophozoite) คือระยะทีเ่ชื้อมีรูปรางไมแนนอนแตเปนระยะที่มปีริมาณมาก

ที่สุดในปอด มขีนาด 1-4 ไมโครเมตร ผนังบางม ีnucleus เดียวเพิม่จํานวนโดยวิธี binary fission 

หรือ endodyogeny ระยะนี้จะพบ filopodia ซึ่งเปน multiple tubular expansion มักพบใน

บริเวณที่อยูใกลชิดกับเซลลของโฮสต (รูปที่ 3) 

             precyst เปนระยะทีพ่บไดนอยสวนใหญพบในขณะที่มกีารแบงเซลลโดย trophic form 

เปล่ียนรูปรางเปนทรงรี ผนงัเซลลหนาตัวขึน้ภายในจะพบโครงสรางทีม่ีลักษณะเปนเสน เรียกวา 

synaptonemal complex ซึ่งในระยะ trophic form กอนที่จะเปลีย่นเปนระยะ precyst มี DNA 

เปน diploid 

 

  
Cystic form  Trophic form 

รูปที่ 3 แสดงแบบจําลองลกัษณะและองคประกอบภายในของเชื้อ Pneumocystis 

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

Benchimol, 2005) 

 
วงจรชวีิตของเชื้อ Pneumocystis jirovecii 
 แมวาวงชวีิตจะยังไมทราบชดัเจนเนื่องจากเชื้อ Pneumocystis ไมสามารถเพาะเลีย้ง

ภายนอกรางกายของโฮสต (Aliouat et al., 1996, Cushion et al., 2000, Lee et al., 1993, 

Sloand et al., 1993) และไมตองการพาหะในการเจรญิเติบโตนอกปอดของสัตวเลี้ยงลูกดวยนม 

รวมทัง้ทกุระยะของการเจรญิเติบโตพบไดภายในปอด บางครั้งอาจพบไดนอกปอดบางในผูปวยที่มี

ภูมิคุมกันต่ําทีม่ีอาการรนุแรง โดยเชื้ออาจกระจายไปทางระบบเลือดหรือระบบน้ําเหลืองสูอวัยวะ

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

 วงจรชวีิตของเชื้อไดมาจากการสังเกตระยะของเชื้อดวยกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนจาก

การเพาะเลี้ยงเชื้อ Pneumocystis carinii ในหนู ซึง่ในวงจรชีวิตของเชือ้มีทั้งการสืบพันธุแบบอาศัย
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เพศและแบบไมอาศัยเพศ พบไดทั้งระยะ trophic form, sporocytes (precyst) และ mature cyst 

สําหรับระยะ trophic form เปนระยะที่มีจาํนวนมากที่สดุประมาณ 90-95 เปอรเซ็นต (Aliouat-

Denis et al., 2009)  

      หลังจากการติดเชื้อโดยการหายใจเอาระยะ cystic form ของเชื้อ Pneumocystis 

jirovecii เขาสูรางกาย (inhalation) cystic form จะเขาแนบติดกับเซลล pneumocyte type l ใน

ถุงลมปอด (alveolar sac) จากนัน้แตละ spore ซึ่งมีจาํนวนโครโมโซมเพียงชุดเดียว (haploid) จะ

เกิดกระบวนการ excystation โดยที่แตละ spores จะเจรญิไปเปน trophic form ซึ่งมทีั้งการเจริญ

แบบอาศัยเพศ (sexual stage) และแบบไมอาศัยเพศ (asexual stage) (รูปที่ 4) 

 การเจริญแบบอาศัยเพศโดยเริ่มจาก trophic form  (haploid) เกิดการรวมตัวกนั 

(conjugate) เปน thin-walled round early sporocyte (Matsumoto and Yoshida, 1984, 

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

การจําลองตัวในกระบวนการ meiotic จนกระทั่งสิ้นสุดกระบวนการได eight spores ซึ่งในระหวาง

กระบวนการ ผนังของ sporocyte มีความหนาเพิม่มากขึ้นเปน thick-walled late sporocyte 

(mature cyst) โดยที่แตละ spore ใน mature cyst จะออกจาก cyst ไปยึดติดกับ pneumocyte 

type l ตอไป 

 การเจริญแบบไมอาศัยเพศโดยเริ่มจาก trophic form  (haploid) มีการเจริญเติบโตขยาย

ขนาดขึ้น จากนั้นเกิดกระบวนการแบงตัวจากหนึง่เปนสอง (binary fission) แลวเจรญิเติบโตวนซ้าํ

ในกระบวนการเดิมไดจํานวนเพิม่ข้ึนแบบเรขาคณิต (2n) 

 

 
รูปที่ 4 แสดงวงจรชวีิตของเชื้อ Pneumocystis jirovecii (Beck, และ Cushion, 2009) 
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การกระจายทางภูมศิาสตร และระบาดวิทยาของเชื้อ Pneumocystis jirovecii 
เชื้อ Pneumocystis สามารถพบไดในสัตวเลี้ยงลกูดวยนมหลายชนิด มีการแพรกระจาย

อยูในทกุภูมิภาคทั่วโลกยกเวนในเขตขั้วโลกใต (Antarctica) (Morris et al., 2004) โดย

สถานการณของการเกิดโรค PCP มีความสัมพันธกับการระบาดของการติดเชื้อ HIV และการเกิด

โรค AIDS เปนอยางมาก อัตราการติดเชื้อโดยสวนใหญมักไมมีอาการ การติดเชื้อที่มีอาการอาจ

พบในเด็กที่คลอดกอนกําหนด หรือเด็กทีข่าดอาหาร สาํหรับอุบัติการณของโรคพบมากที่สุดใน

ผูปวยโรค AIDS เชื่อวาราวรอยละ 80 ของผูปวยดังกลาวจะมีอาการของโรคนี้ นอกจากนี้ยงัพบ

ปรากฏการณการแพรกระจายของโรค PCP อยางรุนแรงในหลายภูมภิาคของโลก (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 ทัว่โลกลาสุดในป ค.ศ. 2009 (www.unaids.org/unaids/ 

(English orignial, December 2009) นบัต้ังแตมีการแพรระบาดของเชื้อไวรัส HIV 

(UNAIDS/WHO) คาดวามผูีที่ติดเชื้อ HIVแลวประมาณ 60 ลานคน และมีผูทีเ่สียชีวิตจากสาเหตุ

การติดเชื้อ HIV อีกประมาณ 25 ลานคน โดยเฉพาะใน พ.ศ.2551 มีผูติดเชื้อ HIV ทั่วโลกประมาณ 

33.4 ลานคน (31.1-35.8 ลานคน) เปนผูใหญประมาณ 31.3 ลานคน (29.2-33.7 ลานคน) มี

ผูหญิงที่ติดเชือ้ ประมาณ 15.7 ลานคน (14.2-17.2 ลานคน) เปนเด็กที่อายุต่าํกวา 15 ป ประมาณ 

2.1 ลานคน (1.2-2.9 ลานคน) และเปนผูที่เสียชวีิตจากโรค AIDS ประมาณ 2.0 ลานคน (1.7-2.4 

ลานคน) ซึ่งคาดวาจะมีผูตดิเชื้อรายใหมเพิ่มข้ึน ประมาณ 2.7 ลานคน (2.4-3.0 ลานคน) ทั่วโลก 

โดยคาดวาจะมีเด็กวัยรุนที่อาย ุ15-24 ป มีการติดเชื้อรอยละ 40 ในขณะที่ผูหญงิมกีารติดเชื้อถึง

รอยละ 48 ซึ่งพบวาประเทศในแถบทางตอนใตของทวีปแอฟริกา เปนพืน้ทีท่ี่ไดรับผลกระทบจาก

การติดเชื้อไวรัส HIV มากทีสุ่ดประมาณรอยละ 67 ของผูติดเชื้อทั่วโลก มีเด็กที่ติดเชื้อรายใหม

ประมาณ รอยละ 91 และมีเด็กกําพรามากกวา 14 ลานคน รองลงมาอยูในประเทศในแถบเอเซีย

ใต และเอเซียตะวันออกเฉียงใต ประมาณ 3.8 ลานคน สวนใหญประเทศที่มกีารติดเชื้อสูง รอยละ 

97 อยูในประเทศที่มีรายไดต่ําหรือยากจนและอยูในกลุมประเทศทีม่ีรายไดปานกลาง (รูปที่ 5) ซึ่ง

สัมพันธกับการเกิดโรค PCP 

 โดยประเทศอตุสาหกรรม (ในทวีปอเมริกาเหนือ, ยุโรป และ เอเซียตะวนัออก) นับต้ังแต

เร่ิมมีการใชยาตานไวรัส HAART เปนตนมาความชุกของการเกิดโรค PCP ลดลงเปนอยางมาก แต

อยางไรก็ตามโรค PCP ก็ยังคงเปนปญหาสําคัญของโรคฉวยโอกาสทีพ่บไดบอยในผูติดเชื้อ HIV 

และโรค AIDS โดยมีอัตราการเกิดโรค PCP รอยละ 9 ถงึรอยละ 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) สําหรับผูปวยที่ไดรับยากดภูมิคุมกนัมีความสัมพนัธกับการเพิ่มความเสีย่งของการเกิดโรค 

PCP มากขึ้น (Neff et al., 2009)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
รูปที ่5 แสดงการกระจายตวัของเชื้อ Pneumocystis jirovecii โดยอางอิงการติดเชื้อ HIV/AIDS 

(UNAIDS, 2009) 
  

สําหรับทวีปแอฟริกานับต้ังแตมีการระบาดของเชื้อ HIV โรค PCP พบไดนอยในผูใหญใน

ประเทศในแถบทางตอนใตของทวีปแอฟริกา อาจเปนเพราะความสามารถในการกอโรคของสาย

พันธุของเชื้อ Pneumocystis หรือพันธุกรรมของชาวแอฟริกันมีความตานทานตอเชือ้ 

Pneumocystis แตไมเหมือนกนัในเด็กแอฟริกันที่ติดเชื้อ HIV ซึ่งมีอัตราการเกิดโรค PCP สูงมาก  

นับต้ังแตทศวรรษที่ ค.ศ. 1980 ถึงทศวรรษที่ ค.ศ. 1990 เด็กแอฟริกนัที่ติดเชื้อ HIV มีอัตราการเกิด

โรค PCP สูงกวาผูใหญที่ติดเชื้อ HIV โดยผลการชันสูตรศพผูติดเชื้อ HIV ในหลายๆสวนของทวีป

แอฟริการะหวางป ค.ศ. 1992 ถึง ค.ศ. 2000 แสดงใหเหน็ถึงอัตราการเกิดโรค PCP รอยละ16 ถึง

รอยละ 29 (Morris et al., 2004) จากการศึกษาลาสุดของผูปวยเด็กเนื่องจากปอดอักเสบทัง้ที่ตดิ
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เชื้อ HIV และไมติดเชื้อ HIV ที่พักรักษาตวัในโรงพยาบาลในแถบทางตอนใตของทวปีแอฟริกา 

พบวามีจํานวนถึงรอยละ 21 ที่เปนโรค PCP จากรอยละ 77 ที่ติดเชื้อ HIV (Morrow et al., 2010) 

ในทวีปอเมริกากลาง และอเมริกาใต โรค PCP พบไดบอยเปนอนัดับสองของโรคฉวย

โอกาสในผูติดเชื้อ HIV ที่รอยละ 22 จากการสํารวจในประเทศบราซิลระหวางป ค.ศ. 2001 ถึง 

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

เกิดโรครอยละ 6 ถึงรอยละ 9 ในผูปวย AIDS ระหวางป ค.ศ. 1995 ถึง ค.ศ. 2002 (Perez et al., 

2005) แตในผูปวยเด็ก และทารกที่ติดเชื้อ HIV จํานวน 132 ราย พบโรค PCP สูงถึงรอยละ 35 ซึ่ง

มากเปนอันดบัสองของเชื้อฉวยโอกาสทีพ่บในผูติดเชื้อ HIV (Fallo et al., 2002) 

 ประเทศในแถบเอเชียตะวนัออกเฉียงใต อยางเชนประเทศไทยไดมีรายงานการพบโรค 

PCP ทั้งในเดก็ และในผูใหญโดยมีความชุกของการเกดิโรคที่รอยละ 27 ถึงรอยละ 40 ในผูติดเชือ้ 

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

จาํนวนผูปวยดวยโรค PCP มากขึ้นในประเทศไทยในระหวางป ค.ศ. 1992 ถึง ค.ศ. 2003 จากที่

นอยกวา 100 รายตอป กลายเปนมากกวา 6,000 รายตอป (Sritangratanakul et al., 2004)  จาก

การศึกษาติดตามผูปวย AIDS ในประเทศไทย พบวาราวรอยละ 20 ของผูปวย AIDS ลมปวยดวย

โรค PCP ในระหวางป ค.ศ. 1994 ถึง ค.ศ. 1998 (Chariyalertsak et al., 2001) ในประเทศ

มาเลเซยี โรค PCP พบมากเปนอันดับสองรองจากวัณโรคในผูปวย AIDS จากผูติดเชื้อ HIV และ

โรค AIDS 419 รายในโรงพยาบาล Kuala Lumpur ระหวางป ค.ศ. 1994 ถึง ค.ศ. 2001 

(Nissapatorn et al., 2003) 

สถานการณของโรค PCP อางอิงกับผูปวยโรค AIDS ในประเทศไทย โดยพบผูปวยจาก

การติดเชื้อ Pneumocystis jirovecii ไดทั่วทุกภูมิภาคของประเทศ โดยเฉพาะจังหวดั 

กรุงเทพมหานครซึ่งเปนจงัหวัดที่มีอัตราการติดเชื้อ Pneumocystis jirovecii สูงสุด (รูปที่ 6) ในป 

พ.ศ. 2552 สํานักระบาดวิทยาไดรับรายงานผูปวยโรค AIDS 14,644 ราย เปนผูที่เร่ิมปวยในป 

พ.ศ. 2552 จาํนวน 5,964 ราย (รอยละ 40.73) อัตราปวย 9.40 ตอประชากรแสนคน เปนเพศชาย 

3,688 ราย และเพศหญงิ 2,276 ราย อัตราสวนเพศชายตอเพศหญิงเทากับ 1.6 : 1 เสียชีวิต 545 

ราย ภาคกลางมีอัตราปวยสงูสุดรอยละ 14.96 ตอประชากรแสนคน รองลงมาคือภาคเหนือรอยละ 

9.22 ภาคใตรอยละ 6.47 และภาคตะวันออกเฉียงเหนอืรอยละ 5.16 ตามลาํดับ การคาดประมาณ

ผูติดเชื้อ HIV และผูปวย AIDS ในประเทศไทยโดยคณะผูเชี่ยวชาญ Thai Working Group และทีม 

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

ไดคาดประมาณตัวเลขผูติดเชื้อ HIV และผูปวย AIDS ในป พ.ศ. 2553 คาดวาจะมีผูใหญที่ติดเชื้อ 

HIV สะสมประมาณ 1,138,020 ราย เปนผูใหญที่เสียชวีิตจากโรค AIDS ประมาณ 641,633 ราย 
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เปนผูใหญที่ตดิเชื้อและผูปวย AIDS ที่ยงัมชีีวิตอยู ประมาณ 499,324 ราย และคาดวาจะมีผูใหญ

ที่ติดเชื้อ HIV รายใหม 10,853 ราย 

โรคติดเชื้อฉวยโอกาส ทีพ่บมาก 5 อันดับแรก คือ Mycobacterium tuberculosis รอยละ 

30.19 รองลงมา คือโรคปอดบวมจากเชื้อ Pneumocystis jiroveciii รอยละ 19.92 Wasting 

syndrome รอยละ 19.32 Cryptococcosis รอยละ 13.74 และ Candidiasis ของหลอดอาหาร 

หรือหลอดลมรอยละ 4.87 (แผนภูมิที่ 1) (สํานักระบาดวทิยา กรมควบคุมโรค กระทรวง

สาธารณสุข) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
รูปที่ 6 แสดงจังหวัดที่มีอัตราการปวยโรค AIDS โดยเรยีงลําดับจากมากไปนอยในประเทศไทยป 

พ.ศ. 2552 ไดแก 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 อันดับแรกในผูปวยโรค AIDS ตั้งแต 

กันยายน 2527 - 31 กรกฎาคม 2553 โดยเรียงลําดับจากมากไปนอยดังนี ้Mycobacterium 

tuberculosis, pulmonary หรือ extrapulmonary 110,797 ราย (รอยละ 30.19) รองลงมา คือ 

โรคปอดบวมจากเชื้อ Pneumocystis jirovecii 73,094 ราย (รอยละ 19.92), Wasting syndrome 

(emaciation, slim disease) 70,909 ราย (รอยละ 19.32), Cryptococcosis 50,419 ราย (รอย

ละ 13.74) และ Candidiasis (trachea, bronchi) 17,862 ราย (รอยละ 4.87) (ดัดแปลงจาก 

สํานักระบาดวทิยา, 2553)  

 
การติดตอของเชื้อ Pneumocystis jirovecii 
 รูปแบบของการติดตอของเชื้อในมนษุยยงัไมรูแนชัด แตเชื่อวาติดเชือ้ผานทางอากาศเขาสู

ระบบทางเดินหายใจ จากมนุษยสูมนษุย ไมพบการติดตอระหวางสัตวและมนษุย (zoonosis) มี

การศึกษาจํานวนนอยมากที่ตรวจพบ DNA ของเชื้อ Pneumocystis jirovecii ในสิง่แวดลอม

ภายนอกโฮสต จากตวัอยางเชื้อในอากาศ (Wakefield, 1996) และในแหลงน้าํจืด (Casanova –

Cardiel and Leibowitz, 1997) ซึ่งมีบางการศึกษาที่สามารถตรวจพบ DNA ของเชื้อ 

Pneumocystis jirovecii ในอากาศภายในหองที่มีผูปวยโรค PCP (Olsson et al.,1996, Bartlett 

et al., 1997) สอดคลองกับการศึกษาแบบจําลองการตดิเชื้อในสัตวทดลองที่แสดงใหเหน็วาการ

ติดเชื้อผานทางอากาศเปนสาเหตุการติดเชื้อจากมนุษยสูมนุษย (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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การตอบสนองทางภูมิคุมกันตอเชื้อ Pneumocystis jirovecii  
การตอบสนองทางภูมิคุมกนัของโฮสตเปนกลไกสําคัญในการควบคุมการติดเชื้อ แตทําให

มีการอักเสบของปอดเพิ่มมากขึ้นโดยพบวา alveolar macrophage และ CD4 T lymphocyte มี

บทบาทสําคญัในการควบคุมและทําลายเชื้อ อยางไรก็ตามการจับกินตัวเชื้อโดย macrophage จะ

ไมสามารถทําลายเชื้อไดโดยปราศจาก antibody ตอ Pneumocystis jirovecii แมวา 

complement อาจไมมีผลในการทาํลายเชือ้โดยตรงแตอาจสงเสริมใหเกิด phagocytosis และการ

สราง free-oxygen radical เพื่อทาํลายเชือ้ไดดีข้ึน ผูปวยที่เปนโรคเอดสมกัเกิดภาวะแทรกซอนใน

ปอดจากการติดเชื้อนี้เมื่อระดับ CD4 lymphocyte นอยกวา 200 เซลลตอลูกบาศกมิลลิเมตร เชื่อ

วา interferon gamma ที่สรางจาก activated CD4 เซลล จะกระตุน mononuclear cell และ 

macrophage ใหมกีารทาํลายเชื้อตอไป สาํหรับ interleukin 1 และ 6 มีผลตอกระบวนการทาํลาย

เชื้อไดเชนกนั  specific IgG และ IgA นาจะมีบทบาทในการทําลายเชื้อเนื่องจาก antibody ที่

จําเพาะดังกลาวสามารถจับกับผนงัเซลลในระยะ cystic form และ trophic form ของเชื้อได

เชนกนั เกิดการอักเสบระหวางปฏิกิริยาของภูมิคุมกนัและเซลลที่เชื้อยดึติด เปนผลทาํใหเกิดการ

ทําลายเนื้อเยือ่ปอด (diffuse alveolar damage) การแลกเปลี่ยนกาซผิดปกติ และเกิดภาวะ

หายใจลมเหลว ความรุนแรงของการติดเชือ้มีความสมัพนัธกับปฏิกิริยาการตอบสนองทาง

ภูมิคุมกันมากกวาปริมาณเชือ้ที่พบในปอด โดยพบวาปรมิาณ interleukin-8 (IL-8) และจํานวน

เม็ดเลือดขาวชนิดนวิโตรฟลมีความสมัพนัธกับความรุนแรงของการตดิเชื้อ (Kongpolprom et al., 

unpublished data) 

พยาธิกําเนิดและพยาธสิภาพ 

เนื่องจาก Pneumocystis jirovecii เปนจุลชีพที่อาศัยอยูนอกเซลลของโฮสตมีเมทาบอลิ

ซึมแบบใชออกซิเจน แมระยะตาง ๆ ในวงชีวิตจะพบในปอดแตอาศัยการเกาะติดกบัเซลลของ

โฮสตเทานัน้ ในระยะเริ่มตนของการติดเชือ้ trophic form หรือ cystic form จะเกาะติดกับ 

pneumocyte type I (Itatani and Marshall, 1988) (รูปที่7) ซึ่งเปนเซลลที่บุรอบ ๆ ถงุลมในปอด 

เมื่อศึกษาภาพถายจากกลองจุลทรรศนอิเล็คตรอนจะพบ filopodia ยดึติดกับ membrane ของ

เซลลปอด pneumocyte type I ดงันัน้ตัวเชื้อนาจะไดรับอาหารจากเซลลของโฮสตโดยวิธนีี้ สําหรับ

โมเลกุลที่เกี่ยวของในกระบวนการเกาะตดิดังกลาวไดแก major surface glycoprotein (MSG) ที่มี

ขนาด 95-140 กิโลดาลตนั (kD) ของตัวเชือ้กับโปรตีนบนผิวของเซลลโฮสต ไดแก laminin 

fibronectin และ fibrinogen ภายหลงัการเกาะติดจะพบ vesicle จํานวนมากใน cytoplasm ของ

โฮสตใกลกับบริเวณที่เกาะตดิ เชื่อวามีการขนสงสารระหวางตวัเชื้อและเซลล พยาธสิภาพที่เกิดขึ้น

ในระยะแรกจะพบการเพิ่มข้ึนของ alveolar-capillary membrane permeability ในสวนที่มีการ
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เกาะติดตอมาจะเกิดการทําลายและหลุดลอกของเซลลรอบ ๆ ถุงลมรวมทัง้ basement 

membrane ซึ่งอาจเกิดจากเอนไซมที่สรางจากตัวเชื้อ ดังนั้นจงึมีภาวะการตอบสนองของโฮสต 

โดยพบ hypertrophy และ hyperplasia ของ pneumocyte type II ซึ่งเปนเซลลที่จะพัฒนาตอไป

เปน 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 ใหองคประกอบของ 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 กับเซลลถุงลมปอด 

pneumocyt type l ดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน (ดัดแปลงจาก Itatani and Marshall, 1988) 

 

 

 

 

C 
T 
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 พยาธิสภาพในปอดจะพบการเพิ่มข้ึนของขนาดและน้าํหนกัของปอด เยื่อหุมปอดจะหนา

ตัวกวาปกต ิภาพตัดขวางของปอดจะพบวาเปนสีคล้าํ มกีารหนาตวัของผนงักัน้ปอดแตละกลีบ 

เมื่อดูดวยกลองจุลทรรศนจะพบการหนาตวัขึ้นของ interstitial tissues และพบการแทรกของเซลล

จํานวนมากสวนใหญเปน mononuclear cell และ plasma cell ผนังถุงลมหนาตัวขึ้นชองวาง

ภายในถงุลมจะเต็มไปดวย eosinophilic amorphous exudates ปนกบั histiocyte lymphocyte 

plasma cell และตัวเชื้อ (รูปที่8) เมื่อยอมดวยส ีGomori methenamine silver จะเหน็ระยะ 

cystic form ของเชื้อ Pneumocystis jirovecii อยูภายในถุงลมปอดเปน foamy exudates (รูปที่9) 

 

 

 

 

 

 
 
 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
รูปที่ 8 ภาพตดัขวางของปอดแสดงพยาธสิภาพเมื่อยอมดวยสี Hematoxylin-Eosin จะเหน็

ภายในถงุลมเต็มไปดวยสารน้ําที่มีเซลลเมด็เลือดขาว eosinophilic exudates และตัวเชื้อรวมกัน

เปนกลุมกอน (ลูกศรสีน้ําเงนิ) รวมเรียกวา foamy exudates  
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รูปที่ 9 ภาพตดัขวางของปอดแสดงพยาธสิภาพเมื่อยอมดวยส ีGomori methenamine silver 

ภายในถงุลมจะเหน็ระยะ cystic form (C) ของเชื้อ Pneumocystis jirovecii 

 
อาการและลกัษณะแสดงทางคลินกิ   

อาการมกัเกิดขึ้นคอยเปนคอยไปและการดําเนนิของโรคจะเกิดขึ้นชา ๆ แตอาจพบอาการ

ปอดอักเสบเฉียบพลนัและการดําเนนิของโรคเปนไปอยางรวดเร็วไดในผูปวยโรคเอดส ระยะฟกตัว

ของโรคประมาณ 1-2 เดือน ผูปวยจะมีอาการไอแหง ๆ ไมมีเสมหะ จนในที่สุดจะเกิดสภาวะการ

หายใจลมเหลว และอาการขาดออกซิเจน การฟงเสียงผิดปกติในปอดมักพบนอยกวาอาการของ

โรคซึ่งรุนแรงกวา อาจมีไขต่าํๆ แตสวนใหญมักไมมีไข การตรวจเลือดจะพบปริมาณเม็ดเลือดขาว

ปกติหรือตํ่ากวาปกติเลก็นอย ตลอดจนอาจพบปริมาณ eosinophil เพิม่ข้ึน สําหรับการติดเชื้อ

นอกปอดอาจพบอาการซีด ตอมน้ําเหลืองโต ตับและมามโต หรือพยาธิสภาพในอวยัวะอืน่ ๆ ที่มี

การติดเชื้อเชน ในหูสวนนอก เปนตน 

ผูติดเชื้อ HIV เสี่ยงตอการเกดิโรค PCP เมื่อระดับ CD4 ต่ํากวา 200 เซลลตอไมโครลิตร 

อยางไรก็ตามผูปวยโรค AIDS ทีม่ีระดับ CD4 มากกวา 200 เซลลตอไมโครลิตรก็อาจเกิดโรค PCP 

ได โดยเฉพาะอยางยิ่งผูปวยที่มีโรคเชื้อรา Candida ในปากมีไขไมหายนานเกิน 2 สปัดาหมี

ปริมาณ plasma HIV RNA load ในเลือดสูงหรือระดับ CD4 มีแนวโนมที่จะลดลงอยางรวดเร็ว 

ผูปวยโรค PCP แทบทุกรายมีอาการทางระบบทางเดนิหายใจเชน ไอ สวนมากไอไมมีเสมหะ 

หายใจหอบเหนื่อย อาการไอเปนเลือดพบนอยมาก อาการอื่นซึ่งไมจําเพาะไดแก ไข ออนเพลยี 

น้ําหนกัลด อาการดังกลาวจะเปนมากขึน้เรื่อยๆ ในเวลาเปนสัปดาห โดยเฉลี่ยผูปวยมีอาการมา

C C 



 

    
23 

กอนเฉลี่ยประมาณ 28 วนักอนไดรับการวนิิจฉัยวาเปนโรค PCP ตางจากโรค PCP ในผูปวย

ภูมิคุมกันต่ําทีไ่มไดติดเชื้อ HIV ซึ่งมกัมีอาการมาไมนาน (เฉล่ีย 5 วนั) กอนไดรับการวินิจฉัยวาเปน

โรค PCP  

ผูปวยโรค PCP ที่มาดวยอาการไขหนาวสัน่แบบเฉียบพลันพบไดไมบอย การตรวจรางกาย

อาจไมพบความผิดปกติยกเวนหายใจเร็ว หรือชีพจรเตนเร็ว อาจฟงไดแผวเบาที่ชายปอดทั้งสอง

ขางบางครั้งพบเชื้อรา Candida ในปากหรือ oral hairy leukoplakia รวมดวย ภาพถายรังสทีรวง

อกปกติหรือก้าํกึ่งระหวางปกติกับผิดปกตพิบไดรอยละ 10 ถึง 39 ความผิดปกติของภาพถายรังสี

ทรวงอกทีพ่บไดบายที่สุดเปน diffuse symmetrical interstitial infiltrates (รูปที่ 10) ที่พบนอย

ไดแก focal infiltrates, lobar consolidation, nodule (อาจมี cavity รวมดวยหรือไมก็ได ), 

pneumomediastinum, military infiltrates สวน apical infiltrates หรือ fibrocavitary PCP ซึ่ง

คลายวัณโรคปอดมักพบในผูปวยที่ไดรับยา pentamidine ชนิดพน (aerosolized pentamidine) 

เพื่อปองกันโรค PCP spontaneous pneumothorax พบไดในผูปวยทีเ่ปนโรค PCP ซ้ําหลายๆครั้ง 

ความผิดปกตขิองภาพถายรงัสีทรวงอกที่พบไดนอยไดแก pneumatocele, mediastinal/hilar 

lymphadenopathy และน้ําในชองเยื่อหุมปอด นอกจากนี้มีรายงานผูปวยโรค PCP ที่มีภาพรังสี

ทรวงอกเปน pleural-based masses รวมกับตอมน้าํเหลืองที่ขั้วปอดโต การตรวจดวย high 

resolution computerized tomography (HRCT) อาจมปีระโยชนในรายที่ภาพถายรังสีทรวงอก

ปกติ  อยางไรก็ตามมีรายงาน HRCT ปกตใินผูปวยโรค PCP ได การเปลี่ยนแปลงของภาพถายรงัสี

ทรวงอกอาจชากวาการเปลีย่นแปลงของอาการทางคลินิกไมวาอาการเปลี่ยนแปลงไปในทางที่ดี

ขึ้นหรือเลวลง ในระยะแรกของการรักษาพบการเปลี่ยนแปลงของภาพถายรังสเีลวลงไดบอย และ

ในรายที่โรครุนแรงอาจมกีารเปลี่ยนแปลงเปน consolidation ไดถาใหการรักษาเกนิ 7-10 วันแลว

ยังพบมีการเปลี่ยนแปลงของภาพรงัสีที่เลวลงจะพิจารณาวาการรักษาลมเหลวระดับ serum 

lactate dehydrogenase (LDH) สูงพบไดบอยในผูปวยโรค PCP มากกวาปอดอักเสบจากการติด

เชื้ออื่นแตไมจําเพาะในการชวยวนิิจฉัยโรค PCP รอยละ 7 ของผูปวยโรค PCP มีระดับ serum 

LDH ปกติระดับ LDH จะลดลงขณะที่ผูปวยมีอาการดีข้ึน และจะสูงในกรณีที่ผูปวยมีอาการเลวลง 
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รูปที่ 10 แสดงภาพถายรงัสปีอดในผูปวยรายหนึ่งที่มกีารติดเชื้อ Pneumocystis jirovecii รวมกับ 

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

1. แสดงภาพถายรังสปีอดปกติ (ยังไมตดิเชื้อ Pneumocystis jirovecii) 

2. แสดงภาพถายรังสปีอดมีลักษณะเปน diffuse symmetrical interstitial infiltrates 

3. แสดงภาพถาย HRCT มีลักษณะเปน diffuse ground glass 

4. แสดงภาพถายรังสปีอดมีลักษณะเปน diffuse ground glass 

5. แสดงระยะ cystic form ของเชื้อ Pneumocystis jirovecii เมื่อยอมดวยสี Gomori  

    methenamine silver จาก BAL 

6. แสดงภาพถาย HRCT ภายหลงัจากที่ไดรับการรักษาดวยยา TMP-SMZ มีลักษณะการกระจาย  

    ตัว diffuse ground glass ลดลงผูปวยมีอาการดีขึ้น 

 

การตรวจ arterial blood gas โดยทั่วไปพบ P(A-a)O2 เพิ่มข้ึน สวนคา PaO2 ขึ้นกับความ

รุนแรงของโรค รอยละ 25 ของผูปวยอาจมีคา PaO2 มากกวาหรือเทากับ 80 มิลลิเมตรของปรอท

ในขณะหายใจอากาศธรรมดา P(A-a)O2 ที่มากกวา 29 หรือ PaO2 ทีน่อยกวา 71 มีการพยากรณ

โรคที่ไมดี พบการติดเชื้อ Pneumocystis jirovecii นอกปอดรอยละ 13 (7 ใน 56 ราย) สวนใหญ

พบที่ตอมน้ําเหลือง ห ูและที่ตาชัน้ choroid การติดเชื้อที่อวัยวะอืน่ไดแก ตอมไทรอยด ตับ มาม 

ตอมหมวกไต เยื่อหุมปอด ไขกระดูก กลามเนื้อ สมอง และเยื่อหุมสมอง ซึง่ทางเดนิอาหารผูปวย
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อาจไมมีโรค PCP รวมดวยโดยเฉพาะผูปวยโรค AIDS ทีไ่ดรับยา pentamidine ชนิดพนเพื่อ

ปองกันโรค PCP (เชิดเกียรติ : ออนไลน) 

 
การรกัษา 
ยาที่ควรใชเปนอันดับแรก 

Cotrimoxazole (trimethoprim-sufamethoxazole) (TMP-SMX) TMP 15 มิลลิกรัมตอ

กิโลกรัมตอวนัรวมกับ SMX 75 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมตอวนั แบงใหวนัละ 4 คร้ัง รับประทานหรือฉีด

เขาหลอดเลือดดําเปนเวลา 21 วัน โดยแบงใหวันละ 3 ถึง 4 คร้ังถาผูปวยทานยา Cotrimoxazole 

ไมไดเชน แพมผีื่นขึ้นใหใชยาอันดับรองตอไปนี ้

ยาทีเ่ลือกใชเปนอันดับรอง 

Clindamycin 600 มิลลิกรัม ฉีดเขาหลอดเลือดดําทุก 8 ชั่วโมง หรือ 300 ถงึ 450 

มิลลิกรัม รับประทานทกุ 6 ชั่วโมง และ primaquine 30 มิลลิกรัมตอวนั รับประทานนาน 21 วัน 

หรือ TMP 15 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมตอวันหรือ 100 มิลลิกรัมตอวันรวมกบั dapsone 100 มิลลิกรัม

ตอวัน รับประทานนาน 21 วัน หรือ pentamidine 4 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมตอวัน หยดเขาหลอด

เลือดดําในเวลา 60 นาทหีรือนานกวา เปนเวลา 21 วัน (มักใหในรายที่อาการรุนแรง) (ตารางที่4) 

ผูติดเชื้อ HIV เกิดอาการไมพงึประสงคจาก TMP-SMX ไดบอยกวาผูปวยที่ไมไดติดเชื้อ HIV 

ผลขางเคียงของ TMP-SMX ทีพ่บบอยไดแก ผื่น (มักเกิดใน 7-14 วันหลังไดรับยา) ในรายที่แพยา

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

exfoliative dermatitis ไดผลขางเคียงอื่น ๆ ไดแก ไข ระดับเอ็นไซมตับขึ้นสูง คลืน่ไส อาเจียน 

โลหิตจาง เม็ดเลือดขาวชนิดนิวโตรฟลตํ่า ระดับ creatinine สูงขึ้นและ hyponatremia ผูปวยรอย

ละ 25 ถึง 50 ไมสามารถทานยา TMP-SMX ไดและมักเกิดผื่นรวมกับไขผลขางเคียงของ dapsone 

ที่พบบอยไดแก ผื่น คัน ตับอักเสบ โลหิตจาง และหรือเม็ดเลือดขาวชนิดนิวโตรฟลตํ่า ที่สําคัญคือ

ทําใหเกิดโลหติจางจากเม็ดเลือดแดงมาก โดยผูปวยขาด glucose-6-phosphate 

dehydrogenase (G6-PD) หรือไมก็ได ดังนั้นผูปวยที่ขาด G6-PD ควรหลีกเลี่ยงการใช dapsone

นอกจากนี ้dapsone ยังทําใหเกิด methemoglobinemia, agranulocytosis และ aplastic 

anemia ได TMP ทําใหระดบัยา dapsone เพิ่มข้ึน เมื่อใหรวมกนัซึง่อาจทาํใหเกิด 

methemoglobinemia ไดงายขึ้น ผูปวยทีแ่พ TMP-SMX ไมจําเปนตองแพ dapsone ดวย 

Pentamidine มีผลขางเคียงคือ ความดนัโลหิตต่ํา ไตวาย ระดับโปแตสเซียมสูง ระดบัน้ําตาลใน

เลือดต่ํา ระดับน้ําตาลในเลอืดสูง ตับออนอักเสบ เม็ดเลอืดขาวต่ํา เกร็ดเลือดต่ํา ตับอักเสบ ระดับ

แคลเซียมและแมกนีเซยีมในเลือดต่ํา คลื่นไสอาเจียน ปวดทอง และเบือ่อาหาร อาการไมพึง

ประสงคที่สาํคัญของ clindamycin คือ ผ่ืน คลื่นไสอาเจียนและทองเสีย primaquine ทําใหปวด
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ทองใตลิ้นป คลื่นไส อาเจยีน และเกิด methemoglobinemia ได  ควรหลีกเลี่ยงการใช 

clindamycin รวมกับ primaquine ในการรักษาผูปวยทีข่าด G6-PD (เชิดเกียรติ : ออนไลน) 

ผูปวย PCP ทีม่ีอาการรนุแรง (PaO2 ต่ํากวา 70 มม.ปรอทหรือ A-a gradient มากกวา 35 

มม.ปรอทหรือ oxygen saturation นอยกวารอยละ 90 ขณะหายใจอากาศปกต)ิ ควรไดรับ 

corticosteroids รวมดวย โดยให prednisolone 40 มิลลิกรัม รับประทานเชา-เย็นนาน 5 วันแลว

ลดเหลือ 40 มลิลิกรัมวันละคร้ัง นาน 5 วนั ตอดวย 20 มิลลิกรัม วันละคร้ังอีก 11 วนั โดยทัว่ไป

ผูปวยตอบสนองตอการรักษาดีถาใหการรกัษากอนเกิดการหายใจวาย  ถาผูปวยไมตอบสนองตอ

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

pentamidine ใหนึกถึงภาวะอื่นรวมดวย เชน การติดเชื้ออ่ืน (โดยเฉพาะเชื้อวัณโรคและ 

cytomegalovirus), fibrosis, adult respiratory distress syndrome, การแพยา เปนตน  มี

รายงานการเปลี่ยนแปลงพันธุกรรมของ dihydropteroate synthase (DHPS) gene (amino acid 

substitution ที่ codon 55 และ 57) ของ เชื้อ Pneumocystis jirovecii ทําใหเชื้อดื้อตอยา 

sulfamethoxazole และ dapsone ได มีรายงานผูปวยที่เกิด PCP จากเชื้อที่ดื้อยามอัีตราการรอด

ชีวิตที ่3 เดือนต่ํากวาผูปวยที่เกิด PCP  จากเชื้อที่ไมดื้อยา แตบางรายงาน ผูปวยทีเ่กิด PCP จาก

เชื้อที่ไมดื้อยาตอบสนองตอการรักษาไมตางไปจาก PCP ที่ดื้อยา การให corticosteroids รวมดวย

ในการรักษาผูปวยทีเ่ปน PCP ชนิดรุนแรงโดยทั่วไปไมไดเพิ่มความเสี่ยงในการเกิดผลแทรกซอน

จากโรคติดเชือ้ฉวยโอกาสชนิดอื่นยกเวนมีรายงานพบหลอดอาหารอักเสบจาก Candida เพิ่มข้ึน 

นอกจากนี้ผูปวยที่ไดรับ corticosteroids มีอัตราการรอดชีวิตเพิ่มข้ึนและภาวการณหายใจวาย

ลดลงในระยะเวลา 7 วนัแรกของการรักษา (เชิดเกียรติ : ออนไลน)   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

    
27 

ตารางที ่2 สรุปแนวทางในการใชยารักษาโรค 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. 
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การด้ือตอยาที่ใชรักษาโรค PCP 
ยาทีม่ีซัลฟาเปนสวนประกอบที่ใชในการรักษา และปองกันการติดเชือ้ Pneumocystis 

jirovecii นับวามีความสําคญัเปนอยางมากนับต้ังแตทศวรรษที่ ค.ศ. 1970 เปนตนมา ซึง่เปนการ

ใชตัวยารวมกนัของสองอนพุันธที่ยับยั้งในกระบวนการสรางกรดโฟลคิของเชื้อ (sufamethoxazole 

และ trimethoprim) โดยมีเอนไซมที่สาํคัญสองตัวคือ DHPS และ DHFR จากการศึกษาใน

สัตวทดลองพบวา trimethoprim สามารถยับยั้งเชื้อ Pneumocystis ไดแตการใชเพยีง 

trimethoprim เพียงตัวยาเดยีวในการรักษายังมีประสิทธภิาพไมเพยีงพอในมนษุย การใช 

trimethoprim-sufamethoxazole รวมกนัใหผลการรักษา และปองกันไดดกีวาที่จะใหยาซัลฟา

เพียงอยางเดยีว โดยที่ตวัยาจะไปยับยัง้เอนไซม DHPS ซึ่งทําหนาที่เรงปฏิกิริยารวมตัวของกรด 

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

(DHPPP) จากการศึกษาพบวาเชื้อด้ือตอยาซัลฟาเนื่องจากเกิดการผาเหลาในตําแหนงของ gene 

DHPS ทําใหเชื้อด้ือตอยา sufamethoxazole (รูปที ่17) และการผาเหลาในตําแหนงของ gene 

DHFR ทําใหเชื้อด้ือตอยา trimethoprim (Kovacs et al., 2001) 

 
 

รูปที ่11 แสดงตําแหนงที่มกีารผาเหลาของ gene DHPS ทําใหเชื้อด้ือตอยา sufamethoxazole 

โดยที่มกีารแทนตําแหนงที่ 55 จาก Threonine เปน Alanine และตําแหนงที ่57 จาก Proline 

เปน Serine (วงกลมสีแดง) (ดัดแปลงจาก Achari et al., 1997) 
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การปองกันโรค PCP 
ในผูปวยโรค AIDS หรือผูติดเชื้อ HIV วิธีที่ดีที่สุดคือการรับประทานยาตานไวรัส เพือ่ให

ระดับ CD4+ สูงมากขึ้น โดยมากกวา 200 ข้ึนไป การรับประทานยา Cotrimoxazole ในผูปวย 

AIDS ที่มี CD4+ นอยกวา 200 ก็มีสวนชวยในการปองกันโรค PCP สําหรับผูที่เคยตดิเชื้อ 

Pneumocystis jirovecii หรือเคยเปนโรค PCP จะตองไดรับยา Cotrimoxazole เปนเวลาตอเนื่อง

เพื่อปองกันการกลับมาเปนโรคซ้ําอีกครั้ง ควรปฏิบัติตัวใหถูกสุขอนามัยเชนสวมผาปดจมูกเมื่อตอง

สัมผัสใกลชิดกับผูปวยโรค PCP หรือในบริเวณที่มีผูปวยโรค PCP เพือ่ปองกันการติดเชื้อตอไป 
 
การตรวจวนิจิฉัยทางหองปฏิบัติการ 
การตรวจหาเชื้อภายใตกลองจุลทรรศน (Microscopic detection) 

ในชวงทศวรรษที่ ค.ศ. 1960 ถึงทศวรรษที่ ค.ศ. 1970 ไดมีการใชวิธกีารยอมสีที่จาํเพาะ

ตอระยะ cystic form ของเชือ้ Pneumocystis jirovecii อยางเชน Gomori methenamine silver 

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

สามารถตรวจหาไดทัง้ระยะ trophic form และกลุมของ cystic form ได จําเปนตองอาศัย

ประสบการณในการตรวจหาเชื้อ เนื่องจากตัวอยางเสมหะของผูปวยดวยโรค PCP มักมีจาํนวน

ระยะ cystic form นอยหรือไมพบ ทําใหมโีอกาสตรวจพบระยะ trophic form ไดมากกวาแตระยะ 

trophic form นั้นวินิจฉัยไดยากกวาระยะ cystic form ตอมาในชวงแรกถึงกลางทศวรรษที่ ค.ศ. 

1970 ไดมีการใชวิธี transbronchial biopsy (TBB) และ BAL สําหรับตรวจวินิจฉัยหาเชื้อ 

Pneumocystis jirovecii ซึ่งตัวอยางที่ไดมคีวามไวในการตรวจพบเชื้อที่ดีกวา หลังจากนัน้มา

ในชวงกลางทศวรรษที่ ค.ศ. 1980 ไดมีการใชวิธีกระตุนเสมหะดวยเครื่อง Ultrasonic nebulizer 

เพื่อเพิม่ปริมาณสารน้ําบนผวิเซลลเยื่อบุในหลอดลมดวยละอองน้ําเกลือเจือจาง (nebulized 

saline) ซึ่งสามารถเพิ่มความไวในการตรวจพบเชื้ออยูในชวงรอยละ 60 ถึงรอยละ 95 เมื่อเทียบกบั

การเก็บเสมหะแบบเดิมที่ไมไดถูกกระตุน (Masur et al., 1988) อยางไรก็ดีการรายผลของแตละ

บุคคลทําใหวธิีการเหลานี้มโีอกาสเกิดความไมจําเพาะ (เกิดผลลบปลอมได ) และความไวของการ

ทดสอบขึ้นอยูกับ ชนิดของสิง่สงตรวจ และทักษะของผูทดสอบตัวอยางเหลานัน้ 

ในป ค.ศ. 1986 monoclonal antibodies ไดถูกพัฒนาขึน้เพื่อใชตรวจหาเชื้อ 

Pneumocystis jirovecii (Kovacs et al., 1986) เปนวธิกีารยอมเชื้อโดยใชแอนติบอดีที่จําเพาะตอ

เชื้อที่ติดฉลากดวยสารเรืองแสงจับกับแอนติเจนของเชื้อ Pneumocystis jiroveci จะจับกันเปน

สารเชิงซอน (antigen-antibody complex) เรียกวิธีการนี้วา Immunofluorescence assay เมื่อดู

ดวยกลองจุลทรรศนฟลูโอเรสเซนต จะเหน็เซลลที่ติดเชื้อนี้เรืองแสงสีเขียวอมเหลือง สามารถตรวจ

พบไดทั้งระยะ trophic form และระยะ cystic form (รูปที่ 15, 16) รวมทั้งมีความไวในการตรวจ
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พบเชื้อและความจําเพาะตอเชื้อสูง และใชเวลาในการตรวจไมเกนิ 2 ชัว่โมง (Gill et al., 1987) 

อัตราการตรวจพบเชื้อจาก BAL และ induced sputum อาจลดลงในผูปวยที่ไดรับยาพน 

pentamidine (Levine et al., 1991) 

 

 
 

รูปที ่12 แสดงเชื้อ Pneumocystis jirovecii ระยะ Cystic form เมื่อยอมดวยสี Gomori 

methenamine silver 

 

 
 

รูปที ่13 แสดงเชื้อ Pneumocystis jirovecii ระยะ Cystic form เมื่อยอมดวยส ีToluidine blue O 
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รูปที ่14 แสดงเชื้อ Pneumocystis jirovecii ระยะ Cystic form เมื่อยอมดวยสี Giemsa 

C: Cystis form 

 

 
 

รูปที ่15 แสดงเชื้อ Pneumocystis jirovecii ระยะ Trophic form เมื่อยอมดวยส ีGiemsa 

C: Cystis form, T: Trophic form  

C 

T 

C 
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รูปที ่16 แสดงเชื้อ Pneumocystis jirovecii ระยะ Cystic form เมื่อยอมดวยวธิี IFA 

 

 
 

รูปที ่17 แสดงเชื้อ Pneumocystis jirovecii ระยะ Trophic form เมื่อยอมดวยวิธี IFA 

C: Cystis form, T: Trophic form  

C 

T 
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ปจจุบันการวนิิจฉัยโรค PCP จากผูปวยทีไ่มไดติดเชื้อ HIV ซึ่งมีจาํนวนเชื้อ 

Pneumocystis jirovecii ในสิ่งสงตรวจนอยทําใหยากตอการตรวจพบเชื้อ จึงไดมีการพัฒนา

วิธีการตรวจดวยวธิีการทางชีวโมเลกุลซึ่งมีความไวในการตรวจพบมากกวาวิธกีารอืน่ๆที่กลาวมา 

อยางไรก็ดีการตรวจหาเชื้อ Pneumocystis jirovecii จากสิ่งสงตรวจในระบบทางเดินหายใจเชน 

เสมหะ หรือน้าํลางปอด โดยการตรวจจากน้ําลางปอดเปนวิธมีาตรฐาน การตรวจหาเชื้อจาก

เสมหะมีความไวในการตรวจดวยวิธกีารยอมสีต่ํากวาวธิีการอื่น แตความไวในการตรวจสูงขึน้มาก

ดวยวิธ ีPCR ทําใหลดความเจ็บปวด และความเสีย่งจากภาวะแทรกซอน รวมทัง้ลดความจําเปน

ของการสองกลองเพื่อวินิจฉัยได การตรวจหาเชื้อ Pneumocystis jirovecii จากสิง่สงตรวจมี

ความสาํคัญเปนอยางมาก โดยเฉพาะอยางยิง่ในผูปวยที่เชื้อมีการดื้อตอยารักษา หรือตอบสนอง

ตอยารักษาชา เพื่อยนืยนัการติดเชื้อ และเปนแนวทางในการรกัษาโรค PCP ที่มีประสิทธิผลสูงสุด 

การตรวจหาเชื้อดวยวิธี Polymerase chain reaction (PCR detection) 

 การศึกษาการตรวจวินิจฉัยเชื้อ Pneumocystis jirovecii โดยวธิี PCR จากสิ่งสงตรวจของ

ผูปวยโรคปอดอักเสบไดมีรายงานการศึกษาเปนครั้งแรกโดย Wakefiled (Wakefiled et al., 1990) 

โดยการสกัด DNA จาก BAL ดวยวธิีฟนอลคลอโรฟอรม และใช primer pAZ102-E กับ pAZ102-

H จากตาํแหนงของยนีบน mitochondrial large subunit rRNA (mtLSU rRNA) สามารถตรวจพบ 

DNA ของเชื้อ Pneumocystis jirovecii จาก BAL  หลงัจากนัน้มาไดมีรายงานการตรวจหาเชื้อ 

Pneumocystis jirovecii โดยวิธ ีPCR อีกมากมายโดยการศึกษาทั้งจากตําแหนงของยีนตางๆ เชน 

ITS, 18srRNA, mt LSU rRNA, mt SSU rRNA, TS, 5S rRNA, DHPS, DHFR, MSG เปนตน 

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

ตัวอยางที่ใชในการศึกษา (BAL, sputum, lung biopsy, oral wash, oropharyngeal wash, 

blood, serum และ nasopharyngeal aspirates) การเปรียบเทยีบวิธีการ PCR กับวธิีการยอมสี 

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

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

specificity ที่ไดพบวาวิธ ีPCR ใหผล sensitivity สูงที่สุดและ specificity ก็มีความจาํเพาะตอเชื้อ

สูงเชนกัน เมื่อเทียบกบัการยอมสีมีความจาํเพาะสงูถึงรอยละ 100 แตความไวในการตรวจพบนอย

กวารอยละ 60 (Flori et al.; 2004) ตอมาไดมีการเปรียบเทียบวิธี PCR กับวิธ ีPCR แบบอ่ืนๆ 

(nested PCR,  real-time PCR) (ตารางที ่3) พบวา nested PCR มี sensitivity ที่ดกีวา single 

PCR แต specificity ต่ํากวา single PCR สวน real-time PCR sensitivity จะต่ํากวา nested 

PCR เล็กนอยแตจะใหผล  specificity ที่ดีกวาเลก็นอย  

 

 



 

    
34 

ตารางที ่3 แสดง Primer ที่ใชในวิธ ี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 ของแตละวิธี PCR โดยใชตัวอยาง 

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 ของแตละวิธี PCR โดยใชตัวอยาง 

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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หลักการและวิธีปฏิบัติของการทดสอบที่ใชการสกัด DNA จากการตม 
 เนื่องจากเชื้อ Pneumocystis jirovecii ไมสามารถเพาะเลี้ยงไดในหองปฏิบัติการ เปนผล

ใหขาดแคลนวธิีวินิจฉัยทีเ่ปนวิธีมาตรฐาน (gold standard) จึงเปนโอกาสสําคัญในการหาแนว

ทางการวินิจฉัยที่ดีที่สุด การไมมีขอมูลทางเลือกของการวินิจฉัยที่มีคาใชจายที่สมเหตุสมผลและ

การโตแยง เร่ืองปญหาการดื้อยาบอยครั้ง การวนิิจฉัยและการรักษาจงึมาจากประสบการณ

มากกวาการทดลอง  

 จากขอมูลการศึกษาที่ผานมาการสกัด DNA จากการตมในเชื้อ malaria (Henning et al., 

1998) ซึ่งเปนเชื้อโปรโตซัวโดยการเปรียบเทียบวธิีการสกดั DNA จากการตมกับวิธีอ่ืนๆอีก 3 วิธีคอื 

ฟนอล คลอโรฟอรม QIAamp® blood kit และ template preparation dipstick ซึ่งไดผลไม

แตกตางกนั และจากการศึกษาในเชื้อ Mycobacterium avium (Sweeney et al., 2006) ซึ่งเปน

เชื้อแบคทีเรียโดยการเปรียบเทียบวิธีการสกัด DNA จากการตมกับชุดสกัด DNA สําเร็จรูปและการ

ใชตัวอยางโดยตรงในการทาํ PCR ผลที่ไดจากการสกัด DNA ทั้ง 2 วธิีจากการทาํ PCR พบวาไม

แตกตางกนัอยางมีนยัสําคญัเมื่อเทียบกบัการใชตัวอยางโดยตรงซึ่งใหผลที่ต่าํกวาอยางชัดเจนและ

การสกัด DNA จากการตมตัวอยางเชื้อ Mycobacterium tuberculosis (Afghani and Stutman, 

1996) ซึง่เปนเชื้อแบคทีเรียโดยการเปรียบเทียบวิธีการสกัด DNA จากการตมกับการสกัด DNA 

จากสารเคมโีดยเทียบ sensitivity ดวยวธิ ีPCR และเทยีบ specificity จากการเพาะเลี้ยง (culture) 

พบวาวิธกีารสกัด DNA จากการตมใหผลดีกวาการสกัด DNA จากสารเคมีอยางชัดเจน อยางไรก็

ตาม การนาํตัวอยางทีเ่ปนเสมหะมาตรวจดวยวธิีการ PCR โดยการใชสารเคมีที่ใชยอยหรือทํา

ละลายเมือก (mucolytic agent) ไดมีรายงานการศึกษาถึงผลการยับยัง้ปฏิกิริยา PCR (Deneer, 

and Knight, 1994) ดังนัน้ในการศึกษานีจ้ะทําการศึกษาเปรียบเทียบวิธีการสกัด DNA จากการ

ตม และชุดสกดัสําเร็จรูปรวมทั้งการเลือกใชปฎิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรสพรอมกับการออกแบบไพร

เมอรที่เหมาะสม เพื่อการตรวจวินจิฉัยเชือ้ Pneumocystis jirovecii  อันจะเปนขอมูลในการ

นํามาใชประโยชนตอไปในอนาคต  
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บทที่  3 

วิธีดําเนินการวิจัย 

 
รูปแบบการวจิัย 

การศึกษาการประเมินเครื่องมือที่ใชในการทดสอบเพื่อวนิิจฉัยโรค (Diagnostic study) 

วัตถุประสงคของการวิจยั  
เพื่อศึกษาประสิทธิภาพของการเตรียม DNA จากเชื้อ Pneumocystis jirovecii โดยวิธีตม 

และชุดเตรียมสกัดสําเร็จรูป พรอมทัง้เลือกยีนเปาหมายและไพรเมอรที่เหมาะสมตอปฏิกิริยาลูกโซ

โพลิเมอรเรส เพื่อประเมนิประสิทธิภาพการตรวจวินิจฉัยเชื้อ Pneumocystis jirovecii เมื่อ 

เปรียบเทียบกบัวิธียอมสี Giemsa และ IFA จากผูปวยตดิเชื้อที่รับการวินิจฉัยจากโรงพยาบาล

จุฬาลงกรณ สภากาชาดไทย 

 
คํากําจัดความที่ใชในการวิจัย 

ประชากรเปาหมาย (target population) คือ ตัวอยางจากสิ่งสงตรวจจากผูปวยที่สงสัย 

การติดเชื้อ Pneumocystis pneumonia ไดแก น้ําลางปอด และเสมหะ ทีม่ารับการตรวจรักษา ณ 

โรงพยาบาลจฬุาลงกรณ สภากาชาดไทย  

 ประชากรตัวอยาง (population sample) คือ กลุมตัวอยางเสมหะ และน้ําลางปอด ทีเ่ก็บ

มาจากประชากรเปาหมาย  

การตรวจฟลมแบบหนา (thick smear film) คือ การตรวจวนิิจฉัยดวยการยอมสีตวัอยาง

บนกระจกสไลด การยอมลักษณะนี้จะมีปริมาณตัวอยางมากกวาฟลมแบบบาง ทาํใหพบเชื้อ 

Pneumocystis jirovecii ไดงาย แตการตรวจพบเชื้อ จาํเปนที่จะตองปนเหวี่ยงเพื่อนาํตะกอนมา

ยอม จะทาํใหมีโอกาสพบเชือ้ไดงายขึ้น 

ปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอรเรส (polymerase chain reaction, PCR) เปนวิธีการเพิ่มปริมาณ 

DNA เฉพาะสวนอยางจําเพาะในหลอดทดลอง โดยอาศัยเอนไซมจาํเพาะเปนตวัเรงการ

เกิดปฏิกิริยา ภายใตสภาวะที่เหมาะสม 

 

 
 
 

 



 

    
39 

ระเบียบวิธวีจิัย (Research methodology) 
สิ่งสงตรวจที่ไดจากสารคัดหลั่งของผูปวยที่เปนโรคปอดอักเสบ (Pneumonia) ซึง่แตละ

ตัวอยางมีการเก็บขอมูลของผูปวยไวแลว 
            Inclusion criteria  
            คือส่ิงสงตรวจทีม่ีเชือ้ Pneumocystis jirovecii และไมมีเชื้อ Pneumocystis jirovecii  

จากสารคัดหลั่งของผูปวยทีเ่ปนโรคปอดอักเสบในโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ สภากาชาดไทย 
            Exclusion criteria 
            คือส่ิงสงตรวจของผูปวยที่ไมเปนโรคปอดอักเสบ 

 
ขนาดของตัวอยาง (Sample size) 

จากการศึกษานี้ไดทําการเกบ็ตัวอยางจากสิ่งสงตรวจ ซึ่งมีตัวอยางทัง้ น้ําลางปอด และ

เสมหะ ที่ไดจากผูปวยทีม่ีภาวะภูมิคุมกันบกพรองของโรงพยาบาลจฬุาลงกรณ จาํนวน 36 

ตัวอยาง  
 

เครื่องมือและสารเคมทีี่ใชในการวจิัย 
 
เครื่องมือ : ชนิดเครื่องมือและบริษัทผูผลิต 
ชนิดเครื่องมอื      บริษัทผูผลิต 
เครื่องใหความรอน (Heat block) รุน dry thermo unit JAPAN 

เครื่องปนตกสาร (Spin down)    Prouge 6K, KOREA 

เครื่องผสมสารละลาย (Vortex mixer) 

ไมโครปเปต ขนาด 10, 200  และ1,000 ไมโครลิตร  EPPENDORF, U.S.A. 

เครื่องควบคุมอุณหภูมิและเวลาอัตโนมัต ิ   TAKARA, JAPAN 

(PCR cycle รุน TP650) 

เครื่องปนความเร็วสูง (Centrifuge) รุน MX-301  TOMY, JAPAN 

เครื่องชั่งน้าํหนักทศนิยม 4 ตําแหนง รุน FY-300  DIETHELM&CO.,LTD, JAPAN 

ตูปลอดเชื้อ (Lamina flow)    ENGLAND 

เครื่องแยกแถบดีเอนเอโดยกระแสไฟฟา   MUPID-EXU, JAPAN 

หมอนึง่ปลอดเชื้อภายใตความดันและอุณหภูมิสูง  TOMY, JAPAN 

(High pressure stream sterilizer รุน ES-315) 

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

ChemiDoc XRS system 
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ตูเย็น -20 องศาเซลเซียส     BRANDT, ENGLAND 

ตูเย็น -80 องศาเซลเซียส     PUFFER HUBBARD, U.S.A. 

ตูบมเชื้อ (Incubator)       MEMMERT, GERMANY 

อางน้ําปรับอุณหภูมิ     MEMMERT, GERMANY 

เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (pH meter)   SCHOTT, GERMANY 

เครื่องไมโครเวฟและแหลงกาํเนิดแสงอุลตราไวโอเลต 

กลองจุลทรรศนชนิดใชแสง    OLYMPUS, JAPAN  

กลองจุลทรรศนชนิดที่มีแหลงกําเนิดไฟฟลโูอเรสเซนต OLYMPUS, JAPAN 

กลองถายภาพดิจิตอล     OLYMPUS, JAPAN 

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

ปเปตตทิพ (pipette tip) ขนาด 10, 100, 1000 ไมโครลิตร      

กระบอกตวง ขนาด 10, 50, 100 และ 1000 มิลลิลิตร 

หลอดทดลองขนาดเล็กชนิดมีฝาปด (microtube) ขนาด 0.1, 0.5, 1.5 มิลลิลิตร 

ที่ใสหลอดทดลองขนาด 1.5 มลิลิลิตร เปนพลาสติกทนความรอนสําหรับวางแชในอางน้าํ 

หลอดทดลองพลาสติก (ficoll tube) ขนาด 50 มิลลิลิตร 

กระจกสไลด ขนาด 2.5 x 7.5 เซนติเมตร 

กระจกสไลดชนิดหลายหลมุ (glass 8-well multitest slide) 

ที่วางหลอดทดลอง สําหรับหลอดขนาด 0.5 และ 1.5 มลิลิลิตร     

กลองโฟมใสน้าํแข็ง          

กระดาษติดฉลาก         

กลองพลาสตกิสําหรับเก็บตัวอยาง 

กลองพลาสตกิสําหรับเก็บสไลดตัวอยาง        

ขวดสําหรับใสสารเคมี 

ที่คีบ (forceps)  

นาฬิกาจับเวลา         

ถุงมือยางไมมแีปง          

ถุงพลาสติก           

แทงแกวสาํหรับคนสาร          

พาราฟลม           
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ปากกาเขียนเครื่องแกว         

ชอนตักสารเคมีและกระดาษชั่งสาร 

แมเหล็ก (magnetic) สําหรบัผสมสาร 

 
เคมีภัณฑ : รายชื่อสารเคมีและแหลงที่มา 
ชื่อสารเคม ี      บริษัทผูผลิต 
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’   
 
การเก็บตัวอยางเสมหะ และน้ําลางปอด 

ตัวอยางเสมหะไดจากผูปวยโรคปอดอักเสบที่มารับการตรวจรักษาที่โรงพยาบาล

จุฬาลงกรณ สภากาชาดไทย จังหวัดกรงุเทพมหานคร จํานวน 36 ตัวอยาง ซึง่ทาํการเก็บตัวอยาง

เสมหะโดยใชวิธีบวนหรือไอออกมา และน้าํลางปอดโดยแพทยของผูปวยปริมาตร 2 มิลลิลิตร เก็บ

ในหลอดพลาติกที่มีฝาปดมดิชิดขนาด 15 มิลลิลิตร นําแตละตัวอยางมาทาํการตรวจวินิจฉัยโดย

นําตัวอยางมาละลายดวยสาร Dithiothreitol (DTT) ดูดใสหลอด microtube แบงเปน 4 หลอดทัง้ 

2 ชนิดตัวอยาง จากนั้นนําตวัอยางเสมหะ และน้ําลางปอดไปปนเหวีย่งดวยความเร็ว 10,000 รอบ

ตอนาท ีนาน 5 นาที ดูดสวนใสทิง้ นําตะกอนที่ได ดงักลาวเกบ็ไวในตูเย็นที่อุณหภมูิ -20 องศา

เซลเซียส จนกวาจะนํามาใชงาน ทําการเกบ็รวบรวมขอมลูพื้นฐานทางคลินิค ไดแก เพศ อายุ 

ภูมิลําเนา ประวัติการติดเชือ้ HIV และการรักษาผูปวย 
 
การเตรยีมตวัอยางยอมส ี(Cytochemical staining) 
 นําตะกอนที่ไดหลอดที่ 1 มาเกลี่ยลงบนกระจกสไลด (smear) จํานวน 4 แผนเพื่อ

เตรียมการยอมฟลมชนิดหนา ดวยส ีGiemsa และสี Toluidine blue O เพื่อตรวจหาเชื้อ 

Pneumocystis jirovecii ดวยกลองจุลทรรศน ดังนี ้
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การยอมสี Giemsa 
 นําสไลดที ่smear แหงแลวนาํไป fixed ดวย Absolute Methanol เปนเวลา 5 นาท ีปลอย

สไลดใหแหงทีอุ่ณหภูมิหองแลวจึงนํามายอมสี Giemsa ที่มีอัตราสวนตอ Buffer pH 7.2 เปน 1:20 

เปนเวลา 30 นาที ลางสีออกดวยน้ําปลอยทิ้งไวใหแหงและนํามาตรวจดวยกลองจลุทรรศน 

 
การยอมสี Toluidine blue O 
 สไลดที่ smear แหงแลวนาํไปแชในกรด (45 มิลลิลิตร Glacial acetic acid รวมกับ 15 

มิลลิลิตรของ Hydrochloric acid) เปนเวลา 10 นาท ีลางน้ํา (running water) 5 นาท ีนาํไปแชใน

สี Toluidine blue O ที่เตรียมไวเปนเวลา 3 นาที จุมลางสไลดใน Absolute Ethanol 3 ถึง 5 คร้ัง 2 

รอบ ทิ้งไวใหแหง และนาํมา mount slide ดวยน้าํยา permount ทิ้งไวใหแหง นาํมาตรวจดวย

กลองจุลทรรศน 
 

การยอมดวยวิธี Immunofluorescence assay (IFA) 

นําตะกอนที่ไดหลอดที่ 2 มา smear ลงใน glass 8-well multitest slide ประมาณ 10 

ไมโครลิตร ปลอยทิ้งไวใหแหงที่อุณหภูมิหอง นําไป fixed ดวย Acetone เปนเวลา 5 นาท ีปลอยไว

ใหแหงจึงนํามายอม IFA โดยใช PNEUMO CEL (Cellabs) มีข้ันตอนดังนี้  

 1. เติม RP1 ลงบนหลุมสไลด 10-15 ไมโครลิตร ใหคลุมทั่วตัวอยาง 

 2. นําสไลดใสในกลองพลาสติกที่มีความชื้น และมีฝาปดสนิทนํามาบมที่อุณหภูม ิ37  

     องศาเซลเซียสเปนเวลา 30 นาที โดยไมปลอยใหสไลดแหง 

 3. นําสไลดมาลางในภาชนะที่บรรจุดวย PBS โดยเขยาอยางตอเนื่องเปนเวลา 1-2 นาท ี

 4. นําสไลดขึ้นมาซับน้ําบริเวณรอบๆ หลุมออกดวยกระดาษชําระ 

 5. เติม RMF ลงบนหลุมสไลดและปด cover slip โดยใหมีฟองอากาศ 

 6. นําสไลดไปตรวจสอบดวยกลอง fluorescence ที่กาํลังขยาย 40x และ 100x 

 7. เชื้อ PCP จะแสดงผลเปนสีเขียวออน (apple-green fluorescence) โดย cystis form  

มีรูปรางกลม ผนังหนา และพบ plemorphic form เปนจุดสีแดงอมน้าํตาล 

 8. ถายรูปตัวอยางและเก็บสไลดไวในกลองที่มีความชื้นและมืด ที่อุณหภูมิ 2-8 องศา 

เซลเซียส สามารถเก็บรักษาไวไดประมาณ 1 เดือน 
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การสกัด DNA จากเสมหะ และน้าํลางปอดดวย innuSPEED Tissue DNA Kit 
 นําตะกอนที่ไดหลอดที่ 3 มาสกัด DNA (รหัส KS= Kit Sputum และ KB= Kit BAL) ดวย 

innuSPEED Tissue DNA Kit ทาํตามวิธกีารที่ระบุโดยบริษัทผูผลิต  ดังตอไปนี้ 

1. นําเสมหะปริมาตร 50 ถึง 100 ไมโครลิตร มาเติม TLS บัฟเฟอรปริมาตร 400  ไมโครลิตร 

แลวผสมใหเขากัน  

2.    เติม proteinase K ปริมาตร 25 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั แลวนําไปบมไวที่อุณหภูมิ    

             50 องศาเซลเซยีส โดยผสมทกุ ๆ 5 นาท ีเปนเวลา 30 นาท ีหรือจนกวาเสมหะจะแตกตัว 

      3.    เติม TBS binding solution ปริมาตร 400 ไมโครลิตร แลวผสมใหเขากนั (vortex) 

      4.    ใชไมโครปเปตดูดสารละลายทั้งหมดจากขอ 3 ใสลงใน innuSPEED Spin Column 

      5.    นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 2 นาท ีจากนัน้จึงนํา    

             innuSPEED Spin Column มาใสใน collection tube หลอดใหม  

      6.    เติม HS 500 ไมโครลิตร นําไปปนดวยความเรว็ 12,000 rpm เปนเวลา 1 นาที เปล่ียน 

             receiver tube หลอดใหม 

      7.    เติม MS 750 ไมโครลิตร นําไปปนดวยความเรว็ 12,000 rpm เปนเวลา 1 นาที เปล่ียน  

             receiver tube หลอดใหม 

      8.    นาํไปปนดวยความเร็วสูงสุด 2 นาที และยาย spin filter ไปยัง elution tube 

      9.    เติม elution buffer 50 ไมโครลิตร วางทิง้ไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 5 นาท ีแลวจึงนําไป 

             ปนดวยความเร็ว 8,000 rpm เปนเวลา 1 นาท ี  

10. ดูด DNA ที่ไดเก็บไวในหลอดทดลองขนาดกลาง 0.5 มลิลิลิตร นํา DNA ที่สกัดได เก็บไว 

       ที่ –20 องศาเซลเซียส เพื่อใชเปนแมแบบ สําหรับทาํ PCR ตอไป  

   
การสกัด DNA จากเสมหะ และน้าํลางปอดดวยวธิกีารตม (Boiling DNA extraction)  
 ทําการทดสอบหาชวงเวลาที่เหมาะสมสําหรับสกัด DNA โดยวิธีการตมใน 3 ชวงเวลาการ

เตรียม DNA ดังนี้ 30 นาที, 60 นาที และ 90 นาที โดยใชตัวอยางเสมหะ และน้ําลางปอด อยางละ 

10 ตัวอยาง โดยที่ตัวอยางที่นาํมาทดสอบใหผลการตรวจพบเชื้อ Pneumocystis jirovecii ภายใต

กลองจุลทรรศนจากวิธกีารยอมสี (Giemsa, Toluidine blue O) และวิธี IFA ดวยวธิี PCR ทําการ

ทดสอบซ้ําอีกครั้ง 

 นําตะกอนที่ไดหลอดที่ 4 สาํหรับสกัดดีเอ็นเอโดยวิธีการตม (รหัส BS= Boil Sputum และ 

BB= Boil BAL) ปริมาณ 50 ไมโครลิตรเติมน้ํากลั่นที่ผานการฆาเชื้อแลวปริมาณ 50 ไมโครลิตร

ผสมใหเขากนัและ spin down นําไปตมในอางน้าํรอนทีอุ่ณหภูมิ 90 -100 องศาเซลเซียส เปน
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เวลา 60 นาท ีนํามาปนตกตะกอนที่ความเร็ว 10,000 rpm เปนเวลา 5 นาที ดูดสารละลายสวนใส

เก็บรักษาไวที ่–20 องศาเซลเซียส ไวสาํหรบัข้ันตอนปฏิกริิยาลูกโซโพลิเมอรเรส (PCR) ตอไป 

 ขอควรระวัง ในกรณีที่ตัวอยางมีเลือดปนอยู จะตองทาํการปนลางดวยน้ํากลัน่ 1 ถงึ 2 

รอบที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาทเีพื่อปองกนัการแข็งตัวของเลือดเมื่อโดน

ความรอน 

 
การเพิม่ปริมาณ DNA ในหลอดทดลองโดยปฏกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส 
Sequence ทีใ่ชเปน Reference strain mt LSU rRNA คือ Accession number AF337535 

Sequence ทีใ่ชเปน Reference strain DHFR คือ Accession number DQ269975 

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

และ dihydrofolate reductase gene (DHFR) 

 

ไพรเมอรอางองิจากงานวิจัยที่มีมากอนหนานี้ในตําแหนง mt LSU rRNA คือ 

 ไพรเมอรคูนอก Forward primer pAZ102H  : 5’- GTGTACGTTGCAAAGTACTC -3’  

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

      ไพรเมอรคูใน  Forward primer pAZ102X : 5’- GTGAAATACAAATCGGGCTAGG -3’ 

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

นํา DNA ที่สกดัไวมาใชเปนแมแบบสําหรบัทํา PCR โดยจะตองใชองคประกอบที่จาํเปน

ตอการทําปฏกิิริยาตอ 1 ตวัอยาง ในปริมาณสารละลายสุทธ ิ15 ไมโครลิตร ประกอบดวย 
 

DNA แมแบบ (รอบแรก)                                    3.00        ไมโครลิตร 

ไพรเมอรทั้ง forward และ reverse อยางละ        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 ที่มีสวนผสมของการทํา PCR เขาเครื่องควบคุมอุณหภูมิ

และเวลาอัตโนมัต ิซึ่งประกอบดวยสภาวะที่เหมาะสมคอื ทําให DNA แยกสาย (DNA 

denaturation) ที่อุณหภูม ิ94 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 0.10 นาที การทําให primer จับกับสาย 

DNA แมแบบ (primer-template annealing) ที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 0.10 นาที

และการสังเคราะหสาย DNA (primer extension) ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 0.10 

นาที โดยทาํปฏิกิริยาทัง้หมด 35 รอบ จากนัน้นาํ PCR products ที่ไดนําไปตรวจหาผลผลิต PCR 

และทํา PCR รอบที่ 2 โดยจะตองใชองคประกอบที่จาํเปนตอการทําปฏิกิริยาตอ 1 ตัวอยาง ใน

ปริมาณสารละลายสทุธิ 15 ไมโครลิตร ประกอบดวย 
 

DNA แมแบบ (รอบสอง)                                    2.00        ไมโครลิตร  

ไพรเมอรทั้ง forward และ reverse อยางละ        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 ที่มีสวนผสมของการทํา PCR เขาเครื่องควบคุมอุณหภูมิ

และเวลาอัตโนมัต ิซึ่งประกอบดวยสภาวะที่เหมาะสมคอื ทําให DNA แยกสาย (DNA 

denaturation) ที่อุณหภูม ิ94 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 1.50 นาที การทําให primer จับกับสาย 

DNA แมแบบ (primer-template annealing) ที่อุณหภูม ิ50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1.50 นาที

และการสังเคราะหสาย DNA (primer extension) ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2.00 

นาที โดยทาํปฏิกิริยาทัง้หมด 35 รอบ จากนัน้นาํ PCR products ที่ไดนําไปตรวจหาผลผลิต PCR 

 

ไพรเมอรอางองิจากงานวิจัยที่มีมากอนหนานี้ในตําแหนง DHFR คือ  

ไพรเมอรคูนอก Forward primer PJDHFRF0  : 5’- ATCTGGTTTGCTAGTTACTCG -3’ 

      Reverse primer PJDHFRR0  : 5’- CGATTTAACCTTGAATGTTCC -3’ 
      Size 342 bp 
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 ไพรเมอรคูใน  Forward primer PJDHFRF1  : 5’- TCTAGGCCTCTTAAGAATCG -3’   

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

นํา DNA ที่สกดัไวมาใชเปนแมแบบสําหรบัทํา PCR โดยจะตองใชองคประกอบที่จาํเปน

ตอการทําปฏกิิริยาตอ 1 ตวัอยาง ในปริมาณสารละลายสุทธ ิ15 ไมโครลิตร ประกอบดวย 

 

DNA แมแบบ (รอบแรก)                                    3.00        ไมโครลิตร 

ไพรเมอรทั้ง forward และ reverse อยางละ        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 ที่มีสวนผสมของการทํา PCR เขาเครื่องควบคุมอุณหภูมิ

และเวลาอัตโนมัต ิซึ่งประกอบดวยสภาวะที่เหมาะสมคอื ทําให DNA แยกสาย ที่อุณหภูมิ 94 

องศาเซลเซยีส เปนเวลา 0.30 นาที การทาํให primer จับกับสาย DNA แมแบบที่อุณหภูมิ 55 

องศาเซลเซยีส เปนเวลา 0.30 นาทีและการสังเคราะหสาย DNA ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 1.00 นาท ีโดยทําปฏิกิริยาทัง้หมด 35 รอบ จากนัน้นํา PCR products ที่ไดนําไป

ตรวจหาผลผลิต PCR และทํา PCR รอบที่ 2  

 

DNA แมแบบ (รอบสอง)                                    2.00        ไมโครลิตร  

ไพรเมอรทั้ง forward และ reverse อยางละ        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 ที่มีสวนผสมของการทํา PCR เขาเครื่องควบคุมอุณหภูมิและเวลา

อัตโนมัต ิซึ่งประกอบดวยสภาวะที่เหมาะสมคือ ทาํให DNA แยกสาย ที่อุณหภูมิ 94 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 0.30 นาที การทาํให primer จับกับสาย DNA แมแบบที่อุณหภูม ิ55 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 0.30 นาทีและการสงัเคราะหสาย DNA ที่อุณหภูม ิ72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

1.00 นาที โดยทําปฏกิิริยาทั้งหมด 30 รอบ จากนัน้นาํ PCR products ที่ไดนําไปตรวจหาผลผลิต 

PCR 

 
การตรวจผลผลิต PCR โดยวิธ ีgel electrophoresis 

ทําการเตรียม agarose gel ที่มีความเขมขนรอยละ 2 โดยชั่งผง agarose 2 กรัม ละลาย

ใน 1X TBE buffer ปริมาตร 100 มิลลิลิตร นาํไปตมจนเดือดแลวเขยาให agarose เปนเนื้อ

เดียวกนั ตัง้ทิง้ไวใหเย็นลงประมาณ 50 ถึง 60 องศาเซลเซียส จากนัน้นาํ agarose ไปเทลงใน gel 

chamber ที่เตรียมไว ใส comb แลวทิ้งไวจนอะกาโรสแข็งตัว คอย ๆ ดึง comb ออก โดยดงึปลาย

ทั้งสองขางออกพรอมกนั ระวังอยาใหเจลแตกหรือฉีกขาด ทาํการเติม 1X TBE บัฟเฟอร ปริมาตร 

400 มิลลิลิตร ใน electrophoresis chamber นําผลิตผล PCR ที่ไดผสมกับ loading dye 

ปริมาตรประมาณ 1 ไมโครลิตร แลวหยอดลงในหลุมเจล และใช marker VI เปน DNA บอกขนาด 

เพื่อใชเปรียบ เทียบขนาดกบัผลผลิต PCR ดวยกระแสไฟฟา 100 โวลต เปนเวลา 30 ถึง 40 นาที 

หลังจากนั้นนาํ agarose gel ไปยอมดวย ethidium bromide เปนเวลา 10 ถึง 15 นาที นําไป

ตรวจดูการเรืองแสงของแถบ DNA ภายใตแสงอุลตราไวโอเลตและถายภาพไวเพื่อวัดขนาดของ

แถบ DNA โดยเปรียบเทยีบกับ DNA บอกขนาด 

 
การวิเคราะหขอมูล 

1. วิเคราะหขอมูลทั่วไปของกลุมตัวอยางทีเ่ปนขอมูลเชิงคณุภาพไดแก เพศ อายุ ประวตัิการ

ติดเชื้อ HIVหรือเปนโรค AIDS คา CD4+ การรักษาดวยยา Bactrim การติดเชื้อรวมกับเชื้อ

อ่ืน และสถานะผูปวย วิเคราะหขอมูลในรูปเปอรเซ็นคํานวณเปนรอยละ 

2. เปรียบเทียบความไว และความจําเพาะของวิธกีารยอมสีเปรียบเทียบกบัวิธี PCR 

3. วิเคราะหขอมูลเปรียบเทียบความไว (sensitivity) และความจาํเพาะ (specificity) ของ

วิธีการเตรียม DNA และไพรเมอรที่ใชในการทดสอบ ทําการวิเคราะหขอมูลทั้งหมดโดยคิด

เปนเปอรเซน็คํานวณเปนรอยละ 
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บทที่  4 

ผลการการวิจัย 

ลักษณะทัว่ไป และขอมูลทางคลินกิของประชากรตัวอยาง 
ตัวอยางสิ่งสงตรวจสําหรับการศึกษาในครั้งนี้มจีํานวนทัง้หมด 36 รายโดยแตละรายมีทั้ง

ตัวอยางเสมหะ และน้าํลางปอด ซึ่งไดรับการวนิิจฉัยเปนโรค PCP จากผูติดเชื้อ HIV/AIDS ที่มี

อาการทางคลินิก และภาพรงัสีปอดที่เขาเกณฑปอดติดเชื้อ Pneumocystis jirovecii  ซึง่เปน

ตัวอยางที่ไดจากผูปวยที่เปนโรค Pneumocystis pneumonia แผนกโรคปอด โรงพยาบาล

จุฬาลงกรณ เอื้อเฟอโดย แพทยหญงิ ณบัผลิกา กองพลพรหม และตัวอยางสิ่งสงตรวจไดอยูในชวง

ป พ.ศ. 2549 ถึงป พ.ศ. 2552 โดยตัวอยางผูปวยเพศชาย 17 รายคิดเปนรอยละ 47.22 และเพศ

หญิงจาํนวน 19 รายคิดเปนรอยละ 52.78 ประชากรที่ศกึษามีอายุตั้งแต 19-65 ป โดยมีอายเุฉล่ีย 

36 ป ประชากรที่ศึกษาเปนผูติดเชื้อ HIV ทั้งหมด 36 ราย คิดเปนรอยละ 100 โดยผูติดเชื้อ HIV ที่

มีคา CD4+ นอยกวา 200 เซลลตอไมโครลิตรมีจํานวน 35 ราย คิดเปนรอยละ 96.4 มีประวัติการ

รักษาดวยยา Co-trimoxazole 36 รายคิดเปนรอยละ 100 นอกจากนี้ผูปวยที่ติดเชื้อ HIV ยังมีการ

ติดเชื้ออ่ืนหรือโรคอื่นรวม ไดแก Tuberculosis จาํนวน 5 ราย คิดเปนรอยละ 13.89, Hepatitis B 

virus จํานวน 2 ราย คิดเปนรอยละ 5.56, Hepatitis C virus จํานวน 2 ราย คดิเปนรอยละ 5.56, 

Cytomegalovirus จํานวน 3 ราย คิดเปนรอยละ 8.33 ของจํานวนตัวอยางทั้งหมด (ตารางที่ 6)  
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ตารางที ่6 แสดงขอมูลทั่วไปของกลุมตัวอยางจากผูปวยโรคปอดอักเสบ (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 ภายใตกลองจลุทรรศน 

ผลการศึกษานี้พบวาการตรวจวนิิจฉัยหาเชื้อ Pneumocystis jirovecii ภายใตกลอง

จุลทรรศนดวยวิธีการยอมสี Giemsa จากตัวอยางเสมหะตรวจพบเชื้อ 8 รายคิดเปนรอยละ 22.2 

และน้ําลางปอด 32 รายคิดเปนรอยละ 88.9 สําหรับวิธีการยอมสี Toluidine blue O จากตัวอยาง

เสมหะตรวจพบเชื้อ 20 รายคิดเปนรอยละ 55.6 และน้าํลางปอด 33 รายคิดเปนรอยละ 91.7 และ

วิธ ีIFA จากตวัอยางเสมหะตรวจพบเชื้อ 31 รายคิดเปนรอยละ 86.1 และน้าํลางปอด 35 รายคิด

เปนรอยละ 97.2 จากผลการศึกษานีพ้บวาวิธ ีIFA จากตัวอยางเสมหะ และน้าํลางปอดมีคาความ

ไวในการตรวจพบเชื้อสูงกวาวิธีการยอมสีอ่ืน (ตารางที่ 7-8) 
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ตารางที ่7 เปรียบเทียบความไวการตรวจหาเชื้อ Pneumocystis jirovecii  จากตัวอยางเสมหะ

ภายใตกลองจลุทรรศน (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  จากตัวอยางน้ําลาง

ปอดภายใตกลองจุลทรรศน (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 ดวยวธิี PCR 
  จากการศึกษาพบวาการเพิ่มปริมาณ DNA ในสวนของยนี mt LSU rRNA โดยอาศัย

ปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรสจากการทํา nested PCR โดยใชไพรเมอรที่จาํเพาะตอเชื้อ 

Pneumocystis jirovecii สามารถวิเคราะหผลผลิต PCR จากตัวอยางเสมหะ และน้ําลางปอด ใน

แตละตัวอยางไดทั้งหมด 36 ตัวอยาง ทําการตรวจสอบผลผลิต PCR ดวยวธิี agarose gel 

electrophoresis โดยใช agarose gel ความเขมขนรอยละ 2 เปรียบเทียบกับ DNA มาตรฐาน

บอกขนาดคือ 100 bp. ladder พบวาใหผล PCR บวกของเชื้อ Pneumocystis jirovecii จากไพร

เมอรคูนอก pAZ102H และ pAZ102E มขีนาดประมาณ 347 bp. ดังแสดงในรูปที ่19 และไพร

เมอรคูใน pAZ102X และ pAZ102Y ซึ่งมขีนาดประมาณ 252 bp. ดังแสดงในรูปที ่20   
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รูปที่ 18 แสดงผลผลิต PCR รอบแรกของตัวอยางเสมหะ และน้ําลางปอดดวยไพรเมอร 

pAZ102H และ pAZ102E ในสวนของยนี mt LSU rRNA ของเชื้อ Pneumocystis jirovecii ดวย 

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

ตัวอยางน้าํลางปอด โดยที่ M = 100 bp. ladder     = Negative control      = Positive control  

M = DNA Ladder มาตรฐาน 100 bp.  

 

 

รูปที่ 19 แสดงผลผลิต PCR รอบที่สองของตัวอยางเสมหะ และน้าํลางปอดดวยไพรเมอร 

pAZ102X และ pAZ102Y ในสวนของยนี mt LSU rRNA ของเชื้อ Pneumocystis jirovecii ดวย  

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

ตัวอยางน้าํลางปอด 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 ดวยวิธี PCR ในตําแหนงของยีน 

mt LSU rRNA จากตัวอยางเสมหะ โดยวธิีการเตรียม DNA จากชุดเตรียม DNA สําเร็จรูป (KS) มี

อัตราการพบเชื้อในรอบแรกดวยไพรเมอร pAZ102H และ pAZ102E คิดเปนรอยละ 94.44 (34 

ตัวอยาง จาก 36 ตัวอยาง) และมีอัตราการพบเชื้อเพิม่ข้ึนในรอบที่สองดวยไพรเมอร pAZ102X 

และ pAZ102Y เปนรอยละ 100 (36 ตัวอยางจาก 36 ตัวอยาง) ในสวนของตัวอยางน้ําลางปอด 

ผลการตรวจพบ DNA ของเชื้อ Pneumocystis jirovecii ดวยวิธี PCR ในรอบแรกจากชุดเตรียม 

DNA สําเร็จรูป (KB) มีอัตราการพบเชื้อในรอบแรกดวยไพรเมอร pAZ102H และ pAZ102E คิด

เปนรอยละ 100 (36 ตัวอยางจาก 36 ตวัอยาง) และมีอัตราการพบเชือ้ในรอบที่สองดวยไพรเมอร 

pAZ102X และ pAZ102Y เปนรอยละ 100 (36 ตัวอยางจาก 36 ตัวอยาง) (ตารางที ่9) 

ตารางที ่9 แสดงผลการตรวจพบ DNA ของเชื้อ Pneumocystis jirovecii  ในตําแหนงของยีน    

mt LSU rRNA โดยวิธีการเตรียม DNA จากชุดเตรียม DNA สําเร็จรูปจากตัวอยางเสมหะ และน้ํา

ลางปอด 

 

   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 ในสวนของยีน DHFR โดยอาศัยปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส

จากการทาํ nested PCR โดยใชไพรเมอรที่จําเพาะตอเชื้อ Pneumocystis jirovecii จากตวัอยาง

เสมหะ และน้าํลางปอด ในแตละตัวอยางจํานวน 36 ตัวอยาง โดยวิเคราะหผลผลิต PCR ดวยวธิี 

agarose gel electrophoresis โดยใช agarose gel ความเขมขนรอยละ 2 เปรียบเทียบกับ DNA 

มาตรฐานบอกขนาดคือ 100 bp ladder พบวาเชื้อ Pneumocystis jirovecii จากไพรเมอรคูนอก 
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PJDHFRF0, R0 มีขนาดประมาณ 342 bp ดังแสดงในรูปที่ 23 และไพรเมอรคูใน PJDHFRF1, R1

มีขนาดประมาณ 210 bp ดังแสดงในรูปที ่24  

 

 

รูปที่ 20 แสดงผลผลิต PCR รอบแรกของตัวอยางเสมหะ และน้ําลางปอดดวยไพรเมอร 

PJDHFRF0, R0 ในสวนของยีน DHFR ของเชื้อ Pneumocystis jirovecii โดย 4, 5, 7, 11 และ 14 

= ตัวอยางเสมหะ และ 1-3, 6, 8-10, 12-14 = ตัวอยางน้ําลางปอด โดยที่ M = 100 bp ladder                              

=  = Negative control      = Positive control 

 

 

รูปที่ 21 แสดงผลผลิต PCR รอบที่สองของตัวอยางเสมหะ และน้าํลางปอดดวยไพรเมอร 

PJDHFRF1, R1 ในสวนของยีน DHFR ของเชื้อ Pneumocystis jirovecii โดย 1-7 = ตัวอยาง

เสมหะ 8-12 = ตัวอยางน้าํลางปอด 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 ดวยวิธี PCR ในตําแหนงของยีน 

DHFR จากตวัอยางเสมหะ พบวาวิธกีารเตรียม DNA จากชุดเตรียม DNA สําเร็จรูป (KS) มีอัตรา

การพบเชื้อในรอบแรกดวยไพรเมอร PJDHFRF0 และ PJDHFRR0 คิดเปนรอยละ 77.78 (28 

ตัวอยางจาก 36 ตัวอยาง) และในรอบที่สองมีอัตราการพบเชื้อเพิ่มข้ึนดวยไพรเมอร PJDHFRF1 

และ PJDHFRR1 คิดเปนรอยละ 94.44 (34 ตัวอยางจาก 36 ตัวอยาง) ในสวนของตวัอยางน้าํลาง

ปอด ผลการตรวจพบ DNA ของเชื้อ Pneumocystis jirovecii ดวยวิธี PCR ในรอบแรก จากชุด

เตรียม DNA สําเร็จรูป (KB) มีอัตราการพบเชื้อในรอบแรกดวยไพรเมอร PJDHFRF0 และ 

PJDHFRR0 คิดเปนรอยละ 97.22 (35 ตัวอยางจาก 36 ตัวอยาง) และมีอัตราการพบเชื้อเพิ่มข้ึน

ในรอบที่สองดวยไพรเมอร PJDHFRF1 และ PJDHFRR1 คิดเปนรอยละ 100 (36 ตัวอยางจาก 36 

ตัวอยาง) (ตารางที ่10) 

ตารางที ่10 แสดงผลการตรวจพบ DNA ของเชื้อ Pneumocystis jirovecii  ในตําแหนงของยีน    

DHFR โดยวิธกีารเตรียม DNA จากชุดเตรียม DNA สําเร็จรูปจากตัวอยางเสมหะ และน้ําลางปอด 

 

   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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เปรียบเทยีบความไวของไพรเมอรที่ใชในวิธ ีPCR  

จากผลการศึกษานีพ้บวาจาํนวนตัวอยางที่ตรวจพบ DNA ของเชื้อ Pneumocystis 

jirovecii จากตัวอยางเสมหะ โดยวิธีการเตรียม DNA ดวยชุดเตรียม DNA สําเร็จรูปจากไพรเมอร 

pAZ102H และ pAZ102E ในปฏิกิริยา PCR รอบแรกที่รอยละ 94.44 (34 ตัวอยาง) เปรียบเทียบ

กับจํานวนตัวอยางที่ตรวจพบ DNA ของเชื้อ Pneumocystis jirovecii จากตวัอยางเสมหะ โดย

วิธีการเตรียม DNA ดวยชุดเตรียม DNA สําเร็จรูปจากไพรเมอร PJDHFRF0 และ PJDHFRR0 ใน

ปฏิกิริยา PCR รอบแรกที่รอยละ 77.78 (28 ตัวอยาง) ซึง่ผลของไพรเมอร pAZ102H และ 

pAZ102E ใหผลการตรวจพบมากกวาไพรเมอร PJDHFRF0 และ PJDHFRR0 6 ตวัอยาง หรือ

รอยละ 16.67 และใหผลการตรวจพบ DNA ของเชื้อ Pneumocystis jirovecii จากไพรเมอร 

pAZ102X และ pAZ102Y ในปฏิกิริยา PCR รอบสองที่รอยละ 100 (36 ตัวอยาง) เมือ่เปรียบเทียบ

กับจํานวนตัวอยางที่ตรวจพบ DNA ของเชื้อ Pneumocystis jirovecii จากตวัอยางเสมหะ โดย

วิธีการเตรียม DNA ดวยชุดเตรียม DNA สําเร็จรูปจากไพรเมอร PJDHFRF1 และ PJDHFRR1 ใน

ปฏิกิริยา PCR รอบสองที่รอยละ 94.44 (34 ตวัอยาง) โดยจากไพรเมอร pAZ102X และ 

pAZ102Y ใหผลการตรวจพบมากกวาไพรเมอร PJDHFRF1 และ PJDHFRR1 2 ตัวอยาง หรือ

รอยละ 5.56 (ตารางที่ 11) 

 สําหรับจํานวนตัวอยางที่ตรวจพบ DNA ของเชื้อ Pneumocystis jirovecii จากตวัอยาง

น้ําลางปอด โดยวิธีการเตรียม DNA ดวยชุดเตรียม DNA สําเร็จรูป จากไพรเมอร pAZ102H และ 

pAZ102E ในปฏิกิริยา PCR รอบแรกที่รอยละ 100 (36 ตัวอยาง) เปรียบเทียบกับจาํนวนตัวอยาง

ที่ตรวจพบ DNA ของเชื้อ Pneumocystis jirovecii จากตัวอยางเสมหะ โดยวิธีการเตรียม DNA 

ดวยชุดเตรียม DNA สําเร็จรูป จากไพรเมอร PJDHFRF0 และ PJDHFRR0 ในปฏิกิริยา PCR รอบ

แรกที่รอยละ 97.22 (35 ตัวอยาง) โดยไพรเมอร pAZ102H และ pAZ102E ใหผลการตรวจพบ

มากกวาไพรเมอร PJDHFRF0 และ PJDHFRR0 1 ตัวอยาง หรือรอยละ 2.78 และใหผลการตรวจ

พบ DNA ของเชื้อ Pneumocystis jirovecii จากไพรเมอร pAZ102X และ pAZ102Y ในปฏิกิริยา 

PCR รอบสองที่รอยละ 100 (36 ตัวอยาง) เมื่อเปรียบเทยีบกับจํานวนตัวอยางที่ตรวจพบ DNA 

ของเชื้อ Pneumocystis jirovecii จากตวัอยางเสมหะ โดยวิธีการเตรียม DNA ดวยชดุเตรียม DNA 

สําเร็จรูป จากไพรเมอร PJDHFRF1 และ PJDHFRR1 ในปฏิกิริยา PCR รอบสองที่รอยละ 100 

(36 ตัวอยาง) โดยใหผลการตรวจพบไมแตกตางกนัในปฏิกิริยา PCR รอบสอง  (ตารางที ่11)  
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ตารางที ่11 แสดงผลการเปรียบเทียบการตรวจพบ DNA ของเชื้อ Pneumocystis jirovecii จาก

ตัวอยางเสมหะ และน้าํลางปอด จํานวน 36 ตัวอยาง ดวย 2 ไพรเมอรที่ใชในวิธี 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 %) 

ผลตาง 6 (16.67 %) ผลตาง 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 %) 

ผลตาง 1 (2.78 %) ผลตาง 0 

 

เปรียบเทยีบความไวของวิธีการเตรยีม DNA โดยวธิีการตม 

ผลการเปรียบเทียบวิธีการเตรียม DNA โดยวิธีการตมใน 3 ชวงเวลา (30, 60, 90 นาที) 

เพื่อหาชวงเวลาที่เหมาะสมสาํหรับวธิีการเตรียม DNA โดยวิธีการตม ซึ่งผลการตรวจพบ DNA 

ของเชื้อ Pneumocystis jirovecii จากตวัอยางเสมหะ 10 ตัวอยางพบวา ชวงเวลา 60 นาทีใหผล

การตรวจพบสงูสุด 7 ตัวอยางคิดเปนรอยละ 70 (ตารางที ่12) และผลการตรวจพบ DNA ของเชื้อ 

Pneumocystis jirovecii จากตวัอยางน้ําลางปอดจํานวน 10 ตัวอยางพบวาชวงเวลา 60 นาที

ใหผลการตรวจพบสูงสุด 10 ตัวอยางคิดเปนรอยละ 100 (ตารางที่ 13) ซึ่งทําการทดสอบซ้ํา

สามารถใหผลดังเดิม 
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ตารางที ่12 แสดงผลความไวในการตรวจพบ DNA ของเชื้อ Pneumocystis jirovecii โดยวธิี 

PCR จากวิธีการเตรียม DNA ดวยวิธกีารตม 3 ชวงเวลา จากตัวอยางเสมหะ จาํนวน 10 ตัวอยาง 

รายงานผลเปนจํานวน และคํานวณเปนรอยละ 

 

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 ดวยวิธกีารตม 3 ชวงเวลา จากตัวอยางน้าํลางปอด จํานวน 10

ตัวอยาง รายงานผลเปนจาํนวน และคํานวณเปนรอยละ 

 

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 
โดยวิธกีารตม ดวยวิธ ีPCR 

ผลจากการเปรียบเทียบ 2 วธิีในการเตรียม DNA จากตวัอยางเสมหะ และน้ําลางปอด

จํานวนตวัอยางละ 36 ตัวอยาง พบวาวิธกีารเตรียม DNA โดยชุดเตรียม DNA สําเร็จรูปใหผลการ

ตรวจพบดวยไพรเมอร pAZ102X และ pAZ102Y ในปฏิกิริยา PCR รอบสองจากตัวอยางเสมหะที่

รอยละ 100 (36 ตัวอยาง) และน้ําลางปอดที่รอยละ 100 (36 ตัวอยาง) โดยผลการตรวจพบดวย

ไพรเมอร PJDHFRF1 และ PJDHFRR1 ในปฏิกิริยา PCR รอบสองจากตัวอยางเสมหะที่รอยละ 
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94.4 (34 ตัวอยาง) และน้าํลางปอดที่รอยละ 100 (36 ตวัอยาง) สําหรบัวิธีการเตรียม DNA โดย

วิธีการตมใหผลการตรวจพบดวยไพรเมอร pAZ102X และ pAZ102Y ในปฏิกิริยา PCR รอบสอง

จากตัวอยางเสมหะที่รอยละ 66.7 (24 ตัวอยาง) และน้าํลางปอดที่รอยละ 100 (36 ตัวอยาง) โดย

ผลการตรวจพบดวยไพรเมอร PJDHFRF1 และ PJDHFRR1 ในปฏิกิริยา PCR รอบที่สองจาก

ตัวอยางเสมหะที่รอยละ 38.9 (14 ตัวอยาง) และน้ําลางปอดที่รอยละ 94.4 (34 ตัวอยาง) (ตาราง

ที่14) 

ตารางที ่14 แสดงผลบวกการตรวจพบ DNA ของเชื้อ Pneumocystis jirovecii ดวย 2 วิธ ีPCR 

จากตัวอยางเสมหะ และน้าํลางปอด  

 

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 ดวยวธิีการตม 
กับชุดเตรียม DNA สําเร็จรูป 

ผลการศึกษาเปรียบเทียบความไว และความจําเพาะของวิธี PCR ดวยไพรเมอรใน

ตําแหนงของยนี mt LSU rRNA จากตัวอยางเสมหะ (36 ตัวอยาง) โดยวิธีการเตรียม DNA ทั้งสอง

แบบพบวาวิธกีารเตรียม DNA จากชุดเตรียม DNA สําเร็จรูปมีคาความไวในการตรวจพบคิดเปน

รอยละ 100 และคาความจําเพาะคิดเปนรอยละ 0 (ตัวอยางที่ใชในการศึกษานี้เปนผูติดเชื้อ 

Pneumocystis jirovecii ทั้งหมด) โดยวิธกีารเตรียม DNA ดวยวิธกีารตมมีคาความไวในการตรวจ

พบคิดเปนรอยละ 66.67 และคาความจําเพาะคิดเปนรอยละ 0 เชนกนั (ตารางที่15)  

สําหรับผลการศึกษาเปรียบเทียบความไว และความจาํเพาะของวิธ ีPCR ดวยไพรเมอรใน

ตําแหนงของยนี mt LSU rRNA จากตัวอยางน้ําลางปอด (36 ตัวอยาง) โดยวธิีการเตรียม DNA ทั้ง

สองแบบพบวาวิธกีารเตรียม DNA จากชดุเตรียม DNA สําเร็จรูปมีคาความไวในการตรวจพบคิด

เปนรอยละ 100 คาความจาํเพาะคิดเปนรอยละ 0 (ตัวอยางที่ใชในการศึกษานี้เปนผูติดเชื้อ 

Pneumocystis jirovecii ทั้งหมด) โดยวิธกีารเตรียม DNA ดวยวิธกีารตมมีคาความไวในการตรวจ

พบคิดเปนรอยละ 100 คาความจาํเพาะคดิเปนรอยละ 0 เชนกนั (ตารางที่16) เมื่อคิดเปน
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อัตราสวนของผลบวกจากวธิพีีซีอารเมื่อใชดีเอ็นเอจากเสมหะ และน้าํลางปอดทีเ่ตรียมโดยวิธกีาร

ตมตอดีเอ็นเอที่เตรียมจากชดุเตรียมดีเอ็นเอสําเร็จรูปมีคา 0.67 และ 1.0 ตามลาํดับ 

ตารางที ่15 แสดงผลความไว และความจําเพาะ ของการตรวจพบ DNA ของเชื้อ Pneumocystis 

jirovecii โดยวธิี PCR ดวยไพรเมอรในตําแหนงของยนี mt LSU rRNA จากตัวอยางเสมหะ  

 

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 ดวยไพรเมอรในตําแหนงของยนี mt LSU rRNA จากตัวอยางน้าํลางปอด  

 

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  โดยวธิีการยอมสกีบัวิธี PCR 
 ผลการศึกษาวิธีการตรวจพบเชื้อ Pneumocystis jirovecii ในตัวอยางเสมหะเรยีงจาก

นอยไปมากตามลําดับดังนี ้Giemsa (8 ตัวอยาง), Tuoludine blue O (20 ตัวอยาง), Boil PCR 

(24 ตัวอยาง), IFA (31 ตัวอยาง), Kit PCR (36 ตัวอยาง) (ตารางที ่17) สําหรับผลการตรวจพบ

เชื้อ Pneumocystis jirovecii ในตัวอยางน้ําลางปอดซึง่มีอัตราการตรวจพบเชื้อไดมากกวา

ตัวอยางเสมหะอยางมีนยัสําคัญโดยเรียงจากนอยไปมากตามลําดับดังนี ้Giemsa (32 ตัวอยาง), 

Tuoludine blue O (33 ตัวอยาง), IFA (35 ตัวอยาง), Boil PCR (36 ตัวอยาง), Kit PCR (36 

ตัวอยาง) (ตารางที ่17) 

ตารางที ่17 แสดงผลการตรวจพบเชื้อ Pneumocystis jirovecii โดยวิธียอมสี, IFA และ PCR 

จาก 2 วิธกีารเตรียม DNA ดวยไพรเมอรในตําแหนงของยนี mt LSU rRNA จากตัวอยางเสมหะ 

และน้ําลางปอด  

 

  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 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

    
62 

บทที่  5 

สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 
 

อภิปรายผลการวิจัย 
โรคปอดอักเสบที่เกิดจากเชือ้ Pneumocystis jirovecii pneumonia (PCP) เปนโรคติด

เชื้อฉวยโอกาสที่สําคัญในผูปวย HIV และผูปวยที่ภาวะภูมิคุมกันบกพรองอื่น ๆ ซึง่กอใหเกิดความ

เจ็บปวย และเสียชีวิตสูงถาไมไดรับการรักษา หรือรักษาชาเกนิไป แมวาการวนิิจฉัยโรค PCP 

สามารถวินจิฉัยจากอาการทางคลินกิ และใหยารักษาทันทีที่สงสัยปอดติดเชื้อนี้ โดยไมตองรอผล

การตรวจเสมหะ หรือน้าํลางปอดก็ตาม แตการตรวจเสมหะ หรือน้ําลางปอดนบัวามีความสาํคัญ 

เปนอยางมากโดยจะชวยยนืยันการวนิิจฉัย เพื่อชวยตัดสินใจในการรักษาปอดติดเชื้อ 

Pneumocystis jirovecii ไดอยางถูกตอง การวนิิจฉัยจาํเปนตองอาศัยวิธีการตรวจพบเชื้อจาก

ตัวอยางสิ่งสงตรวจในหองปฏิบัติการ เนื่องจากเชื้อนี้ในปจจุบันยงัไมสามารถเพาะเลี้ยงเชื้อได

ภายนอกปอดของโฮสต เปนผลใหขาดแคลนวิธวีินจิฉัยที่เปนวิธีมาตรฐาน (gold standard) ทําให

การวนิิจฉัยหาเชื้อมีความสําคัญตอการรักษาเปนอยางยิง่ เนื่องจากโรค PCP มีอาการคลายคลึง

กับโรคปอดติดเชื้ออ่ืนๆ อีกหลายโรค  

การวนิิจฉัยเชือ้ Pneumocystis jirovecii ที่ถูกตองคือการตรวจพบเชือ้หรือตรวจพบ DNA 

ของเชื้อจากตวัอยางชิน้เนื้อปอด เสมหะ หรือนําลางปอด กอนที่จะมกีารพัฒนาเทคนิคทางอณู

ชีววทิยามาใชในการวินจิฉัย พบวาการวนิจิฉัยจากผลการตรวจดวยกลองจุลทรรศนจากการยอมสี

ส่ิงสงตรวจดวยสี Giemsa, Toluidine blue O หรือ Methenamine silver strin นั้นมคีวามในการ

ตรวจคอนขางต่ํา แมวาตอมาจะไดมีการพฒันาการตรวจดวยวธิี IFA ซึ่งเปนวิธทีี่ใหผลการวนิิจฉัย

ที่มีความไว และความถูกตองสูงกวาการตรวจดวยวธิีการยอมสีดังกลาวขางตน แตอยางไรก็ตาม

ความไวของการตรวจดวยวธิี IFA ก็ยังใหผลตํ่ากวาความเปนจริง (Pinlaor et al., 2004, Azoulay 

et al., 2009, Jarboui et al., 2010) นอกจากนีก้ารอานผล IFA ยังมีอุปสรรคจากความไมชัดเจน

ของตัวอยางเชื้อในบางตัวอยาง โดยเฉพาะระยะ trophic จึงทาํใหเกิดความผิดพลาดในการอาน

ผลได (Robberts et al., 2007) จากผลการศึกษาครั้งนีจ้ะเหน็ไดวาผลการตรวจดวยวิธี IFA ใหผล

ไวกวาการตรวจดวยวธิีการยอมสี Toluidine blue O และ Giemsa ทั้งจากตัวอยางเสมหะ และน้าํ

ลางปอด ซึง่ใหผลการตรวจพบเชื้อรอยละ 86.1, 55.6, 22.2 และ 88.9, 91.7, 97.2 ตามลําดับ ยิ่ง

ไปกวานั้นการตรวจดวยการยอมสี Giemsa ใหผลความไวต่ําสุดในทัง้สองตวัอยางสิง่สงตรวจ 

นอกจากนีน้้าํลางปอดยงัเปนสิ่งสงตรวจทีใ่หผลบวกตอการตรวจพบเชื้อมากกวาเสมหะ โดยทั่วไป

การรายงานผลจากวธิีการตรวจหาเชื้อภายใตกลองจุลทรรศนยังขึ้นอยูกับทักษะของผูทดสอบ
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ตัวอยางแตละบุคคลทําใหวธิีการเหลานี้มโีอกาสเกิดความไมจําเพาะ และความไวทีห่ลากหลาย

มากขึ้น 

วิธีการตรวจวนิิจฉัยหาเชื้อ Pneumocystis jirovecii ดวยวิธ ีPCR นั้น ใหผลความไวที่

ดีกวาการตรวจดวยวธิีการยอมสี สงผลใหจํานวนตวัอยางที่พบเชื้อมีเพิ่มมากขึ้นจากการศึกษาใน

หลาย ๆ พื้นที่ (Carmona et al., 2011) ในปจจุบันการตรวจดวยวธิี PCR โดยใชไพรเมอร 

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

รอบที่สองนัน้เปนทีน่ิยมแพรหลายในกลุมผูวิจัยทั่วไปสําหรับการตรวจหาเชื้อ Pneumocystis 

jirovecii (Wakefield et al., 1990, Tamburrini et al., 1996) ซึ่งผลความไวของการตรวจดวยวธิี 

PCR นั้นยังคงขึ้นอยูกับจาํนวน copy number ของยีนเปาหมาย ดังนัน้ความไวของการตรวจเมื่อ

ใชยีนเปาหมายที่เปน single copy gene จะตองใหผลทีต่่ํากวาการตรวจโดยการใชยีนเปาหมายที่

เปน multicopy gene เชน mtLSU rRNA อยางเชนที่ใชในการศึกษาครงนี้ (Robberts et al., 

2007) อยางไรก็ตามความไวของการตรวจโดยการทํา PCR โดยใชไพรเมอร pAZ102H และ 

pAZ102E ของยีน mtLSU rRNA คร้ังเดียวก็ยงัใหผลตํ่ากวาการตรวจดวยการทํา PCR สองรอบ

ของ single copy gene เชน ITS และ 18S rRNA (Lu et al., 1995) แตจากผลการศึกษาครงนี้จะ

พบวาผลการเปรียบเทียบความไวของการใชไพรเมอรที่คณะผูวิจัยไดนาํมาใชศึกษาเปรียบเทียบใน

ตําแหนงของยนี DHFR คือไพรเมอร PJDHFRF0 และ PJDHFRR0 สําหรับ PCR รอบแรก และ 

PJDHFRF1 และ PJDHFRR1 สําหรับ PCR รอบที่สอง โดยทีว่ิธกีารเตรียม DNA จากชุดเตรียม 

DNA สําเร็จรูปจากตัวอยางเสมหะดวยไพรเมอร pAZ102X และ pAZ102Y ตรวจพบ DNA ของ

เชื้อ Pneumocystis jirovecii ไดมากกวาไพรเมอร PJDHFRF1 และ PJDHFRR1 2 รายจากผูปวย

ที่พบเชื้อ Pneumocystis jirovecii 36 รายคิดเปนอัตราการตรวจพบเชื้อสูงกวาที่รอยละ 5.6  โดย

ที่วิธกีารเตรียม DNA จากชดุเตรียม DNA สําเร็จรูปจากตัวอยางน้าํลางปอดดวยไพรเมอร 

pAZ102X และ pAZ102Y ตรวจพบ DNA Pneumocystis jirovecii ไดเทากนักับไพรเมอร 

PJDHFRF1 และ PJDHFRR1 สําหรับวิธกีารเตรียมเตรยีม DNA ดวยวิธีการตมจากตัวอยาง

เสมหะดวยไพรเมอร pAZ102X และ pAZ102Y ตรวจพบ DNA ของเชื้อ Pneumocystis jirovecii 

ไดมากกวาไพรเมอร PJDHFRF1 และ PJDHFRR1 10 รายจากผูปวยที่พบเชื้อ Pneumocystis 

jirovecii 36 รายคิดเปนอัตราการตรวจพบเชื้อสูงกวาที่รอยละ 27.8  โดยที่วธิีการเตรียม DNA 

ดวยวิธกีารตมจากตัวอยางน้าํลางปอดดวยไพรเมอร pAZ102X และ pAZ102Y ตรวจพบ DNA 

ของเชื้อ Pneumocystis jirovecii ไดเทากนักับไพรเมอร PJDHFRF1 และ PJDHFRR1 

 จากผลการศกึษาวิธีการเตรียม DNA โดยวิธีการตมเปรียบเทียบกับวธิีการเตรยีม DNA 

โดยชุดเตรียม DNA สําเร็จรูปจากตัวอยางเสมหะ และน้าํลางปอดมีอัตราสวนผลบวก 0.67 และ 

1.0 ตามลําดบั นัน้แสดงใหเห็นวา วธิีการเตรียม DNA โดยวิธีการตมจากไพรเมอร pAZ102X และ 
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pAZ102Y ในตัวอยางเสมหะ และน้าํลางปอดสามารถนํามาประยกุตใชตรวจหาเชื้อ 

Pneumocystis jirovecii ดวยวิธ ีPCR ไดโดยสามารถลดคาใชจายตอหนวย (Unit Cost) สําหรับ

วิธีการตรวจหาเชื้อ Pneumocystis jirovecii ในหองปฏิบัติการเมื่อเปรียบเทียบกับวธิีการเตรียม 

DNA จากชุดเตรียม DNA สําเร็จรูปโดยวิธกีารตมมีคาใชจายเมื่อรวมกบัคาสารเคมีทีใ่ชใน

ปฏิกิริยา PCR 2 รอบ PCR ตอ 1 ตัวอยางประมาณ 40 บาท เปรียบเทยีบกับวธิีเตรียม DNA จาก

ชุดเตรียม DNA สําเร็จรูปมคีาใชจายเมื่อรวมกับคาสารเคมีที่ใชในปฏกิิริยา PCR 2 รอบ PCR ตอ 

1 ตัวอยางประมาณ 220 บาท ดังนั้นการตรวจหาเชื้อ Pneumocystis jirovecii ดวยวิธี PCR ควร

ทําการเตรียม DNA โดยวิธีการตมแลวทาํ PCR เมื่อทราบผล ตัวอยางใดที่ใหผลการตรวจพบเชื้อ

เปนลบ จึงคอยนําตวัอยางนัน้มาเตรียม DNA ดวยชุดเตรียม DNA สําเร็จรูป โดยที่ตวัอยางที่ใหผล

บวกก็ไมตองนํามาเตรียม DNA ดวยชุดเตรียม DNA สําเร็จรูป ทาํใหประหยัดคาใชจายตรงสวนนี้

ไปได นอกจากนี้วธิี PCR สําหรับการวนิิจฉัยหาเชื้อ Pneumocystis jirovecii ยังมีคาใชจายถูกกวา

มากเมื่อเปรียบเทียบกับวิธ ีIFA ถึงแมวาวธิีการยอมสีจะมีราคาคาใชจายตอหนวยนอยกวาวิธ ี

PCR แตก็ใหผลความไวในการตรวจพบนอยกวาชัดเจน สาํหรับคาความจําเพาะตอเชื้อใน

การศึกษานี้มคีาเทากับศูนยเนื่องจากตัวอยางทัง้หมดเปนตัวอยางผูปวยโรค PCP จึงทาํใหขาด

ตัวอยางที่ใหผลลบจริง แตจากการศึกษากอนหนานี้พบวาไพรเมอรจากตําแหนงของยนี mtLSU 

rRNA มีคาความไวและความจําเพาะสงูสดุ (Robberts et al., 2007) โดยไมสามารถใหผลบวก

จากเชื้อชนิดอืน่ๆได (ผลบวกปลอม)  

ดังนัน้เทคนิค PCR จากวิธีการเตรียม DNA ในการศึกษาครั้งนี้จะเปนประโยชนอยางมาก

ตอการวินจิฉัยเชื้อ Pneumocystis jirovecii จากสิ่งสงตรวจของผูปวยในดานการลดคาใชจายตอ

หนวย อันจะมผีลตอการปองกัน ควบคุม และการรักษาโรคปอดอักเสบที่เกิดจากเชื้อชนิดนี้ซึง่มี

ความสาํคัญทางการแพทยทัว่โลกเปนอยางมากในปจจุบัน  
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ขอเสนอแนะ 
 

1. ควรทําการศึกษาเพิ่มเติมโดยใชจํานวนตัวอยางเชื้อเพิ่มมากขึ้นทั้งกลุม HIV และ non-HIV เพื่อ    

    วิเคราะหความสมัพนัธของการพบเชื้อในประชากรสองกลุมนี ้

 

2. ควรนําวิธทีีพ่ัฒาขึน้ไปศึกษาตอโดยใชตวัอยางเชื้อจากกลุมคนปกต ิหรือบุคลากรที่มีความ 

    ใกลชิดกับผูปวย PCP เพื่อศึกษาลกัษณะของเชื้อที่เปน colonization 

 

3. ควรตรวจหาเชื้อ Pneumocystis jirovecii จากตัวอยางเสมหะหรือ BAL ภายหลงัจากผูปวย 

    ไดรับยารักษาเพื่อติดตามผลการรักษาไดอยางมีประสิทธิภาพ  

 

4. การเตรียม DNA โดยวิธีการตม จากการศึกษานีพ้บวาความไวของการตรวจพบ DNA ของเชื้อ  

    Pneumocystis jirovecii จากตัวอยางเสมหะ และน้าํลางปอดสามารถนาํมาใชเตรียม DNA  

    แทนชุดเตรียม DNA สําเรจ็รูปได และมีความถกูตองของผลการตรวจวนิิจฉัยที่ดกีวาการนาํ 

    ตัวอยางเสมหะ และน้าํลางปอดมาใชโดยตรงในกระบวนการ PCR ซึ่งชวยใหสะดวกในการ 

    ตรวจวินิจฉัยโรค PCP อีกทั้งยงัสามารถประหยัดเวลา และคาใชจายตอการทดสอบหาเชื้อ  

   Pneumocystis jirovecii ตอไปในอนาคต 
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ภาคผนวก ก 
 

1. เกณฑเขาไดกับปอดติดเชื้อ Pneumocystis jirovecii (Kongpolprom, et al., unpublished  

    data)  
 
 มีอาการทางคลินิก 3 ใน 5 ขอ และภาพถายรังสีปอดเขาไดกับปอดติดเชื้อ Pneumocystis 

jirovecii ซึ่งมขีอกําหนดดังนี ้

1. มีไข 3 วนั ถึง 3 สปัดาห 

2. มีอาการเหนื่อยที่ดาํเนินไปอยางชาๆ 

3. มีอาการไอตอเนื่อง 

4. ภาวะออกซเิจนในเลือดต่ํา 

5. ตอบสนองตอการรักษาดวยยารักษาโรค PCP ไดแก trimethoprim-sulfamethoxazole หรือ 

    clindamycin กับ primaquine 

  

 ภาพรังสีปอดของโรคปอดติดเชื้อ Pneumocystis jirovecii อาจมีลักษณะอยางหนึ่งอยาง

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 ประกอบดวย

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 ประกอบดวยชิ้น 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 

             ละลายใหเขากันแลวเก็บรักษาที่ -20 oC 

 
การเตรยีม gel-loading buffers 
  bromophenol blue  0.25 g 

  xylene cyanol FF   0.25 g 

  glycerol in water      30 g 

  ละลายในน้าํกลั่น โดยปรับปริมาตรใหเทากับ 1 ลิตร 
 
การเตรยีมส ีGiemsa (stock)  
  สี Giemsa (ผง)     25 g 

    Absolute Methanol           1650 ml 

  Glycerine            1650 ml 

 บดผงสีกอน โดยคอยๆเติม glycerine ไปทีละนอยๆ จากนัน้นาํไปอุนที่อุณหภูมิ 55-60 

องศาเซลเซยีส พรอมกับเท glycerine ที่เหลือผสมใหเขากัน จากนัน้เติม absolute methanol ลง

ไปเขยาใหเขากัน และนาํเอา stock solution นี้เก็บไวในขวดสีน้ําตาลประมาณ 1-3 เดือน กอน

นํามาใชจะทําใหการยอมสีดีกวาใชในขณะที่เตรียมเสร็จใหมๆ  
 
การเตรยีมส ีToluidine blue O (stock) 
  สี Toluidine blue O (ผง)     0.5 g 

  Absolute Methanol                        20 ml 

  น้ํากลัน่                              80 ml 

 กอนนาํไปใชให dilute สี 1 ตอ 15 (สี 1 ml ตอ น้ํา 14 ml) 
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การเตรยีม buffer ยอมส ี(stock buffer)  
buffer I  Na2H2PO4.H2O   9.2 g 

  น้ํากลัน่            1000 ml 

Buffer II Na2HPO4   9.5 g 

  น้ํากลัน่            1000 ml 

                    ผสมใหเขากัน 
  
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 

ปรับคา pH และปริมาตรใหเทากับ 8.3 และ 1 ลิตร จากนัน้จึงนําไปนึ่งดวยหมอนึง่ปลอด

เชื้อเชนเดียวกนั 

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

  0.5 M EDTA    200 ml 

 ผสมใหเขากนัแลวนําไปนึ่งฆาเชื้อดวยหมอนึ่งปลอดเชือ้กอนทีจ่ะใช  
 
การเตรยีม TBS buffer 
  10 mM Tris.HCl, pH 7.5 

  150 mM NaCl 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

 

 ชื่อ – สกุล  นายทวีศักดิ์ แซเตีย 

 วันเดือนปเกิด  วันที่ 3 เดือนสงิหาคม พ.ศ. 2514 

 ภูมิลําเนา  จังหวัดกรุงเทพมหานคร 

 

 ประวัติการศึกษา 

- พ.ศ. 2539 สําเร็จการศึกษาระดับปริญญาบัณฑิต 

หลักสูตรวทิยาศาสตรบัณฑติ สาขาวชิาชวีวทิยา 

คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยรามคาํแหง 

 

- พ.ศ. 2550 เขาศึกษาตอระดับปริญญามหาบัณฑิต 

หลักสูตรวทิยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาวิชาปรสิตวทิยาทางการแพทย 

คณะแพทยศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวทิยาลัย 
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