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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

ความสาํคัญและที่มาของปญหาการวจิัย (Background and Rationale) 
ปอดติดเชื้อนิวโมซิสติสจิโรเวคซีเปนสาเหตุของความเจบ็ปวยและการตายที่สาํคัญในผูปวย

เอดส[1,2] ถึงแมวาในยุคปจจุบันซึง่มีการใชยาตานไวรัสหลายขนานที่มปีระสิทธภิาพสูง (Highly 

active retroviral therapy, HAART Era) ทําใหอุบัตกิารณการติดเชื้อนิวโมซิสติสจิโรเวคซีลดลงก็

ตาม แตยังคงเปนปญหาการติดเชื้อที่สําคัญของผูปวยเอดสในประเทศไทย โดยความชุกของปอดติด

เชื้อนิวโมซิสติสจิโรเวคซีในประเทศไทยพบประมาณรอยละ 27-40 

 การวนิิจฉัยปอดติดเชื้อนิวโมซิสติสจิโรเวคซีตองอาศัยอาการทางคลินิก การตรวจรางกาย 

ผลภาพรังสีวทิยาของปอด และผลการตรวจเสมหะหรือน้ําลางปอด ถึงแมวาผูปวยโรคเอดสทีส่งสัย

ปอดติดเชื้อนี้ จะไดรับยารักษาทันททีี่ไดรับการวินจิฉัย โดยไมตองรอผลการตรวจเสมหะหรือน้าํลาง

ปอดก็ตาม แตการตรวจเสมหะหรือ น้ําลางปอด นับวามีความสาํคัญ โดยจะชวยยนืยนัการวนิิจฉัย 

เพื่อชวยตัดสินใจในการรักษาปอดติดเชื้อนิวโมซิสติสจโิรเวคซี ในกรณีที่ผูปวยมกีารตอบสนองตอ

การรักษาชาหรือมีอาการรุนแรง 

 เนื่องจากเชื้อนิวโมซิสติสจิโรเวคซีไมสามารถทาํการเพาะเชื้อได การตรวจเชื้อโดยการยอมสี

ชนิดตางๆ หรืออิมมูโนฟลูโอเรสเซน ตลอดจนการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของเชื้อโดยอาศัยปฏิกริิยา

ลูกโซโพลเีมอรเรสหรือพีซีอาร (polymerase chain reaction, PCR) จากน้ําลางปอด จึงเปนวิธี

มาตรฐาน (gold standard) ในการสงตรวจเชื้อเพื่อวนิิจฉัยปอดติดเชื้อนิวโมซิสติสจิโรเวคซี แตเปน

วิธีการที ่ invasive การตรวจเชื้อจากเสมหะเปนวธิี noninvasive ที่ใชตรวจวนิิจฉัยการติดเชื้อที่

ไดผลดีเชนกัน ความไวของการตรวจเชื้อจากเสมหะ โดยการยอมสี ยิมซา(Giemsa) และ โกโมไรมิ

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

กับอิมมูโนฟลโูอเรสเซน(Immunofluorescent, IFA) และปฏิกิริยาลูกโซ โพลีเมอรเรสหรือพซีีอาร 

(Polymerase chain reaction, PCR) แตกตางกนัตามการศึกษา [3-22] นอกจากน้ีการสงเสมหะ

ตรวจเชื้อหลายๆครั้งอาจเพิม่ความไวในการวินิจฉยัการติดเชื้อนี้ และอาจสามารถทดแทนการตรวจ 

เชื้อจากน้ําลางปอดได 

 ซึ่งกอนหนานีม้ีการศึกษาของ Narasimha PD และคณะ เพียงการศึกษาเดยีว ที่ศึกษา

บทบาทการสงเสมหะยอมสีหลายๆ คร้ัง เพื่อเพิม่ความไวในการวินิจฉัยปอดติดเชื้อ นวิโมซิสติสจิโร

เวคซี โดยการยอมเสมหะดวยโทลูอิดนิบลูโอ 3 คร้ังมีความไวในการวนิิจฉัยรอยละ 70 โดยความไว
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จากการยอมเสมหะครั้งที ่1 รอยละ 21.4 คร้ังที่ 2 รอยละ 47.1 และครั้งที ่3 รอยละ 31.4 [11] แตไม

มีการเปรียบเทียบความไวที่ไดกับการยอมสีจากน้ําลางปอด และยงัไมมีการศึกษาการยอมอิมมูโน

ฟลูโอเรสเซนจากเสมหะหลายๆครั้งเพื่อเพิม่ความไวในการวินิจฉยั  

ดังนัน้วัตถุประสงคของการศึกษานี้จึงเปนการเปรยีบเทียบความไวในการตรวจวินจิฉัยโดย

การยอมสียมิซา โกโมไรมิเทนนามินซิลเวอร โทลูดีนบลูโอ กับอิมมโูนฟลโูอเรสเซน และปฏิกิริยา

ลูกโซโพลเีมอรเรส ตลอดจนทาํการเปรียบเทียบความไวของการยอมแตละชนิด และปฏิกิริยาลกูโซ

โพลีเมอรเรส เปรียบเทียบความไวระหวางการยอมและปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรสจาก เสมหะ 1คร้ัง

กับเสมหะ 3 คร้ัง และน้ําลางปอดกับเสมหะ 3 คร้ัง โดยถาการตรวจเสมหะ 3 คร้ังมีความไวมากกวา

หรือเทากับน้ําลางปอด ก็จะสามารถใชเปนมาตรฐานในการวนิิจฉัยปอดติดเชื้อ นิวโมซิสติสจิโรเวคซี 

ในผูปวยเอดสตอไป  

 
คําถามการวจิัย (Research Question) 

คําถามหลัก (Primary Research Question) 

การสงเสมหะเพื่อตรวจหาเชือ้นิวโมซิสติสจิโรเวคซ ี3 คร้ัง โดยการยอมสียิมซา โกโมไรมิเทน

นามนิซิลเวอร โทลูดนีบลูโอ อิมมูโน ฟลูโอเรสเซน และปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส มคีวามไวมากกวา

หรือเทากับการตรวจ เชื้อจาก น้าํลางปอดหรือไม 

คําถามรอง (Secondary Research Question) 

การสงเสมหะเพื่อตรวจหาเชือ้นิวโมซิสติสจโิรเวคซ ี3 คร้ัง โดยการยอมสียิมซา โกโมไร มิเทน

นามนิซิลเวอร โทลูดนีบลูโอ อิมมูโนฟลโูอเรสเซน และปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส จะสามารถเพิ่ม

ความไวในการวินิจฉัยการตดิเชื้อนิวโมซิสติสจิโรเวคซี มากกวาการสงเสมหะตรวจ 1 คร้ัง ไดหรือไม 

  การยอมสียมิซา โกโมไรมิเทนนามินซิลเวอร โทลูดีนบลูโอ กับ อิมมูโนฟลูโอเรสเซน และ

ปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส มีความไวในการวินิจฉยัการติดเชื้อนวิโมซิสติสจิโรเวคซี แตกตางกนั

หรือไม 

 
วัตถุประสงคของการวิจยั (Objectives) 

1. เพื่อศึกษาความไวของการตรวจเชื้อจากเสมหะและจากน้ําลางปอด โดยการยอมสียิม

ซา โกโมไรมิเทนนามินซิลเวอร โทลูดีนบลูโอ กับ อิมมูโนฟลูโอเรสเซน และปฏิกิริยา

ลูกโซ โพลีเมอรเรส  

2. .เพื่อศึกษาการเพิ่มความไว ในการวนิิจฉัยปอดติดเชื้อนิวโมซิสติสจิโรเวคซี โดยการสง

ตรวจเสมหะ 3 คร้ัง โดยการยอมสียิมซา โกโมไรมิเทนนามินซิลเวอร โทลูดีนบลูโอ กับ 
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อิมมูโน ฟลูโอเรสเซน และปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส เปรียบเทียบกับการสงตรวจ

เสมหะ 1 คร้ัง 

3. เพื่อเปรียบเทยีบความไวการสงตรวจเสมหะ 3 คร้ังกับความไวการตรวจเชื้อจาก น้ําลาง

ปอด 

 
สมมติฐาน (Hypothesis) 
  การสงเสมหะตรวจเชื้อนิวโมซิสติสจิโรเวคซี 3 คร้ัง จะสามารถเพิม่ความไวในการวินิจฉยั

การติดเชื้อนวิโมซิสติสจิโรเวคซี ไดมากกวาหรือเทากับการตรวจหา เชื้อจากน้ําลางปอด  

  
ขอบเขตของการวิจัย 
 การวิจยันีท้ําการศึกษาในผูปวยเอดสทกุรายทีเ่ขารับการรักษาในรพ.จุฬาลงกรณ ที่มีอาการ

ทางคลินิก และภาพรังสีปอดเขาไดกับปอดติดเชื้อนิวโมซิสติสจิโรเวคซี ในชวงเดือนมีนาคม 2549 ถึง

เดือนพฤศจกิายน 2549 
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กรอบความคิดในการวิจยั (Conceptual Framework) 
 

ขอตกลงเบื้องตน (Assumption) 
 การคัดเลือกผูปวยที่วนิิจฉัยวามีอาการปอดติดเชื้อจากเชื้อนิวโมซิสติสจิโรเวคซี อาศยัอาการ

ทางคลินิกและความผิดปกติของภาพรังสปีอดซึ่งมีขอกาํหนดดังนี ้

 1.อาการทางคลินิกทีเ่ขาขายภาวะปอดตดิเชื้อนิวโมซิสติสจิโรเวคซี ตองมีอยางนอย 3 ใน 5 

ขอ ตอไปนี้ 

1.1 ไข 3 วัน ถงึ 3 สัปดาห  

1.2 อาการเหนื่อยที่ดําเนินไปอยางชาๆ  

1.3 ไอ  

1.4 ภาวะออกซิเจนในเลือดต่ํา 

1.5 ตอบสนองตอการรักษาดวัยยารักษา PCP ไดแก trimethoprim-

sulfamethoxazole หรือ clindamycin กบั primaquine  

เทคนิค 

Cytochemical stain 

Giemsa GMS โทลูอิดินบลูโอ 

Immunofluorescent 

PCR 

Specimens collection 

Sputum  

น้ําลางปอด 

 การติดเชื้อ PCP  

ผลบวกในการตรวจ 

Underlying HIV 

ระยะของโรค AIDS 

CD4 level 

PCP prophylaxis 
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2. ภาพรงัสีปอด ของโรคปอดติดเชื้อนิวโมซิสติสจิโรเวคซีอาจมีลักษณะอยางใดอยางหนึ่ง

ดังนี ้

2.1 ปกต ิ

2.2 diffuse infiltration  

2.3 perihilar infiltration  

 
ขอจํากัดของการวิจัย (Limitation) 
 เชื้อนิวโมซิสติสจิโรเวคซีไมสามารถเพาะเชือ้ได จึงตองใชการยอมเช้ือเปนวธิีมาตรฐานใน

การวนิิจฉัย 

 
ผลหรือประโยชนที่คาดวาจะไดรับจากการวิจัย (Expected Benefits and Application) 
 ถาการสงเสมหะตรวจเชื้อนวิโมซิสติสจิโรเวคซี หลายๆครั้งมีความไวในการวินิจฉยัปอด ติด

เชื้อนิวโมซิสติสจิโรเวคซีสูง และเทียบไดกับความไวจากการตรวจน้ําลางปอด จะสามารถหลีกเลี่ยง

การสองกลอง(bronchoscopy) ซึ่งเปนหตัถการที ่ invasive เพื่อใชวนิิจฉัยปอดติดเชื้อ นิวโมซิสติสจิ

โรเวคซีได 

 
อุปสรรคที่อาจเกิดขึ้นระหวางการวิจยัและมาตรการในการแกไข (Obstacles and Strategies 
to Solve The Problems) 

1. ขั้นตอนการเกบ็ตัวอยางสิ่งสงตรวจอาจมกีารปนเปอนหรอืลาชา ซึง่อาจแกไขโดยการ

ทําความเขาใจ และสงตัวอยางไปที่หองปฏิบัติการดวยตนเองของผูวจิัย 

2. การเก็บเสมหะอาจไดปริมาณเสมหะไมมากพอ ซึง่อาจแกไขโดยการเก็บเสมหะตาม

ขั้นตอน (protocol) ที่ตั้งไว 
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บทที่ 2 
 

ความรูพืน้ฐานเกี่ยวกับ เชื้อนิวโมชสิติสจิโรเวคซ ี
 

  เชื้อนิวโมชิสติสจิโรเวคซ ี คนพบครั้งแรกโดย Carlos Chagas [22] ตั้งแตตนศตวรรษที่ 20 

ในป ค.ศ. 1909 จากการศึกษาการติดเชื้อของคนงานทํารางรถไฟในรัฐ Minas Gerais สหพนัธ

สาธารณรัฐบราซิล โดยสังเกตพบ multinuclear cystic bodies ในปอดหน ูguinea pig ที่ไดรับการ

ฉีด(inoculate) เชื้อจากเลือดผูปวยที่ติดเชื้อ Trypanosoma cruzi และยังพบเชื้อนีจ้ากการ autopsy 

ในปอดผูปวยชาวอเมรกิาที่เสียชีวิตจากโรค trypanosomiasis และตั้งชื่อซิสตใหมนี้วา 

Schizotrypanum cruzi และคนพบตอมาโดย Antonio Carinii [23] ใน ค.ศ. 1910 โดยพบซิสต ใน

ปอดหนู (rat) ที่ติดเชื้อ Trypanosoma lewisi แตสงสัยวา ซิสตนี้อาจเปนเชื้ออ่ืน จึงไดสงไปตรวจเพิม

เติมที่ Pasteur institute of Paris หลังจากนัน้ ใน ค.ศ. 1912 Delanoes [24] ไดพบวาเปนเชื้อใหม 

โดยการฉีด(inoculate) ซสิตในหนูที่ไมไดติดเชื้อ และพบวา ซิสตนี้ไมไดเจริญตามวงจรชีวิตของ 

Trypanosome ใหชื่อวาเชื้อใหมนีว้า Pneumocystis carinii โดยจัดเปนกลุม โปรโตซัว (Protozoa) 

(รูปที่1) 

ตอมาในป ค.ศ. 1988 มีการศึกษาหลายการศึกษาเกี่ยวกับคุณสมบัติของเชื้อ และ ได

วิเคราะหพบ ribosomal RNA, mitochondrial genomic gene sequences, amino acid 

sequences และโปรตีนของเชื้อ และพบวามีความเชือ่มโยงของสายใยพนัธุกรรม (phylogenetic 

linkage) กับเชื้อรามากกวาโปรโตซวั ดังนัน้จึงจัดนวิโมชิสติสใหมใหอยูในกลุมราAscomycetous 

fungi แทน [26] 

จากการศึกษาตอมาพบวา เชื้อนิวโมซิสติสมี host specificity กลาวคอืเชื้อที่กอโรคในคนจะ

ไมกอโรคในสัตวอ่ืนๆ จงึตั้งชื่อใหมเปน นวิโมชิสติสจิโรเวคซี (Pneumocystis jirovecii) 

เชื้อนิวโมชิสติสจิโรเวคซ ี ไมสามารถเพาะเชื้อไดนอกปอดของโฮสต (host) มีการใชสารเลี้ยง

เชื้อเปน cell free system media, tissue culture system media และ supplement media ที่เติม 

surfactant, lung homogenates และสารที่มีคุณสมบัติใกลเคียงกับส่ิงแวดลอมในปอด 

(intraalveolar environment) แตไมสามารถเพาะเชื้อสําเร็จ แตเพาะเชื้อไดเฉพาะในสัตวทดลอง

เทานัน้  

เชื้อนิวโมชิสติสจิโรเวคซ ี เปนเชื้อในปอด (alveolar pathogen) ที่ไมลุกลามเขาเซลลของ

โฮสต ทั้งนี้วงจรชีวิตของเชือ้นิวโมชิสติสจโิรเวคซีนัน้ซับซอน พบไดทัง้ซิสต (cyst form) และ โทรโฟ

ซอยต (trophic form, trophozoites) โดยโทรโฟซอยตเปลี่ยนแปลงมาจากซิสตที่โตเต็มวัย (mature 
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cyst) โดยตรง ในแตละซิสตที่โตเต็มวยั จะประกอบดวย 8 intracystic bodies ซึ่งจะเปลี่ยนเปน 8 

โทรโฟซอยต โดยแตละโทรโฟซอยตจะแบงตัวแบบ binary fission โทรโฟซอยต 2 ตัว จะรวมตวักัน

เปน 1 diploid cell และมีการแบงตัวแบบ mitosis และ meiosis ตามลําดับ เพื่อเจริญตอไปเปนซิสต 

(รูปที่2) โดยการติดเชื้อในปอดจะพบโทรโฟซอยตมากกวา ในอัตรา โทรโฟซอยต ตอ ซิสต คือ 9:1  

 

 
 

รูปที่ 1 Chagas evolutive cycle scheme of Trypanosoma ที่เดิมคิดวา Pneumocystis 

carinii อยูใน scheme นี้ cyst และ precyst ของ Pneumocystis carinii อยูในลําดบัที่ 40-46 [25] 

 

ผนังซิสต (cyst wall) ประกอบดวยไคติน (chitin) และ complex polymer เชน กลูแคน

(glucan) ซึ่งเปนสวนสําคัญที่ทาํใหเกิดการอักเสบ (inflammatory response) ในปอดของผูที่ ติด

เชื้อ(infected host) 
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 โทรโฟซอยต จะเกาะติดกับเซลลบุผนังปอด (pneumocyte type 1) และจะกระตุนเชื้อ 

(specific signal pathway ในตัวเชื้อ) ทาํใหเชื้อเพิ่มจํานวนในปอดมากขึ้น โดยการจับกับเซลล เยื่อ

บุผนังปอดนี้ไมทําใหกลไกการปองกนัการติดเชื้อ(barrier function) สูญเสียการทาํงานไป แตทาํให

กลไกการซอมแซมเซลลเยื่อบุผนังปอดลดลง 

 

 
  

 รูปที่ 2 วงจรชีวิตเชื้อนวิโมชสิติสจิโรเวคซี [27] 
 

 การตอบสนองของโฮสตเมือ่มีการติดเชื้อนิวโมชิสติสจิโรเวคซี 

 ปฏิกิริยาการตอบสนองทางภูมิคุมกัน (inflammatory response) เปนกลไกสาํคัญในการ

ควบคุมการตดิเชื้อ แตทําใหมีการอักเสบของปอดเพิ่มมากขึ้น ผูปวยที่มีการติดเชื้อรุนแรง จะพบ การ

อักเสบจากเมด็เลือดขาวชนดินิวโตรฟล (neutrophilic inflammation) ซึ่งเปนผลทําใหเกิด การ

ทําลายเนื้อเยือ่ปอด (diffuse alveolar damage) การแลกเปลี่ยนกาซผิดปกติ และเกิดภาวะหายใจ

ลมเหลว ความรุนแรงของการติดเชื้อ และการตายจากการติดเชื้อ มคีวามสัมพันธกับปฏิกิริยาการ

ตอบสนองทางภูมิคุมกนัมากกวาปริมาณเชื้อที่พบในปอด โดยพบวาปริมาณ interleukin-8 (IL -8) 

และจํานวนเมด็เลือดขาวชนดินิวโตรฟลมคีวามสัมพันธกับความรนุแรงของการติดเชื้อ  

 กลไกการตอบสนองตอเชื้อมทีั้งการตอบสนองทางภูมิคุมกันชนิด innate immunity และ 

adaptive immunity ผูปวยเอดสมีความบกพรองในการตอบสนองทางภูมิคุมกนัทัง้ 2 ชนิด (innate 

และ adaptive immunity) คือมีความบกพรองของ phagocytosis respiratory burst และ ปฏิกิริยา

การกระตุนของเม็ดเลือดขาวชนิดแมคโครฟาจ (macrophage) ทําใหเม็ดเลือดขาวชนิดแมคโครฟาจ
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ไมสามารถเกบ็กินเชื้อนิวโมซิสติสได การสูญเสียการทาํงานของเม็ดเลือดขาวชนิดแมคโครฟาจ ทํา

ใหมีการสะสมของ glycoprotein เชน fibronectin vitronectin ในถุงลมปอด (alveolar space) และ

มีการเปลี่ยนแปลง surfactant เกิดขึ้น 

 

 ระบาดวิทยาของการติดเชื้อนิวโมซิสติสจิโรเวคซ ี

  ในค.ศ. 1980 มีผูปวยเอดส (Acquired immunodeficiency syndrome defined illness) 

ติดเชื้อนิวโมชสิติสจิโรเวคซีถึง 2 ใน 3 มกีารประเมนิวารอยละ 75 ของผูปวยเอดสจะปวยจากภาวะ

ปอดติดเชื้อนิวโมชิสติสจิโรเวคซีในชวงชวีติที่เหลือ โดยมีการติดเชื้อนี ้ 20 ราย ตอ 100 รายในแตละ

รอบป (person year) ของผูปวยเอดสทีม่ี CD4 นอยกวา 200 เซลตอไมโครลิตร แตหลังจากป ค.ศ.

1989 เร่ิมมีการใชยาปองกนัการติดเชื้อนวิโมชิสติสจิโรเวคซี และเริ่มมีการให ยาตานไวรัสเอดสในป 

ค.ศ. 1996 ทาํใหอุบัติการณการติดเชื้อนิวโมชิสติสจิโรเวคซีลดลง ในป ค.ศ. 1992-1995 ลดลงรอย

ละ 3.4 ตอป ปค.ศ.1996-1998 ลดลงรอยละ 21.5 ตอป จากการศึกษา EuroSIDA พบวากอนป 

ค.ศ. 1995 อุบัติการณ PCP 4.9 รายตอ100 รายในแตละรอบป และลดลงเหลือ 0.3 รายตอ 100 

รายในแตละรอบปหลังจากป ค.ศ. 1998 

 ในปจจุบันแมวาอุบัติการณการติดเชื้อนวิโมชิสติสจิโรเวคซีลดลงมากจากอดีต แตโรค ติด

เชื้อดังกลาวจดัเปนการติดเชื้อฉวยโอกาสที่พบไดบอย เนื่องจากยังมีผูปวยสวนหนึง่ที่ไมทราบวา

ตนเองเปนเอดส หรือทราบวาตนเองเปนเอดสแตไมไดติดตามการรักษา 

สําหรับประเทศไทยความชุกของการติดเชือ้นิวโมชิสติสจโิรเวคซีอาจพบไดมากถงึรอยละ 

27-40 

 

 อาการทางคลินิกและการวนิจิฉัย การติดเชื้อ นิวโมซิสติส ในผูปวยเอดส 

การติดเชื้อนวิโมชิสติสจิโรเวคซี ในผูปวยเอดสพบบอยเมื่อ CD4 นอยกวา 200 เซลลตอ

ไมโครลิตร โดยมีอาการไขต่ําๆ เหนื่อย ไอแหง โดยอาการคอยเปนคอยไปอยางชาๆ (subacute 

course) การตรวจรางกายไมมีอาการแสดงทางปอดชดัเจน แตมีภาวะออกซิเจนในเลือดต่ํา ภาพรังสี

ปอดที่พบบอย ไดแก bilateral diffuse symmetrical reticular หรือ granular opacity และมี

ภาพรังสีปอดปกติรอยละ 10 อาจม ี atypical pattern ประมาณรอยละ 10 เชนเดียวกัน ไดแก 

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

effusion ได และอาจพบ cystic change ซึ่งเกิดจากลมคางในถุงลมปอด (checked valve 

mechanism) ซึ่งอาจเกิดลมรั่วจากปอด (pneumothorax) ตามมาภายหลังได[28-35]  
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ตัวอยางภาพรงัสีปอดของผูปวยที่ติดเชื้อนิวโมชิสติสจิโรเวคซี มีดังตอไปนี้[36-40] 

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

  

  
  รูปที่ 4 ภาพรังสีปอดแสดง Alveolar pattern 

 

 
 รูปที่ 5 ภาพรงัสี HRCT แสดง Geographic pattern of groundglass attenuation in 

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

background 

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

background with left pneumothorax 

 

 
รูปที่ 8-9 8 (ซาย) ภาพรังสปีอดแสดง Thin wall cyst at LUL (pneumaticele) 

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

background 
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รูปที่ 10-11  10 (ซาย) ภาพรังสีปอดแสดง cavities at LUL 

   11 (ขวา) ภาพรังสHีRCT แสดง cavities at LUL 

 

  อาการ อาการแสดง และภาพรังสีปอด ไมมีความจาํเพาะ ระดับ LDH ในเลือดสูงขึ้นได[41] 

DLCO ลดลงต่ํากวารอยละ 80 ซึ่งการตรวจดงักลาวมีความไวในการวนิิจฉยัสูงมาก แตมี

ความจาํเพาะต่ํา 

Selwyn และคณะ[42] ศึกษาการวินจิฉัยแยกโรดระหวาง ปอดติดเชือ้นิวโมชิสติสจโิรเวคซี 

ปอดติดเชื้อแบคทีเรีย และปอดติดเชื้อวัณโรค พบวา ถาประเมนิจากอาการเหนื่อยเวลาออกแรง 

รวมกับภาพรังสีปอด interstitial pattern มีความไวในการวนิิจฉัยปอดติดเชื้อนิวโมชิสติสจิโรเวคซี 

รอยละ 58 ความจาํเพาะรอยละ 92 odd ratio 16.3 ถาประเมินจากอาการไขภายในเวลา 7 วัน 

รวมกับภาพรังสีปอด lobar consolidation pattern มีความไวในการวินิจฉยัปอดติดเชื้อแบคทีเรีย 

รอยละ 48 ความจําเพาะรอยละ 94 odd ratio 14.6  

ปจจุบัน การวินิจฉยั ตองตรวจเชื้อจากเสมหะหรือน้าํลางปอด โดยการตรวจจาก น้าํลาง

ปอด เปนวิธมีาตรฐาน การตรวจเชื้อจากเสมหะเปนวธิีที่ไดผลดีเชนเดียวกนั และสามารถลดความ

จําเปนของการสองกลองเพือ่วินิจฉยัได 

 

วิธีการตรวจเชือ้นิวโมชิสติสจโิรเวคซี [43,44]  

  การตรวจเชื้อนิวโมชิสติสจิโรเวคซี จากเสมหะโดยการยอมสีมีความไวรอยละ 50-90 [3-6] 

การตรวจเชื้อจาก น้าํลางปอดเพิ่มความไวมากขึ้นเปนรอยละ 90 

  การยอมสียมิซาจะใชตรวจซิสตและโทรโฟซอยตได ใชเวลาในการยอมสีส้ัน ราคาถูก แต

เนื่องจากโทรโฟซอยตมีขนาดเล็ก และมักแยกจากการตดิสีที่พืน้หลงัไดยาก ดงันัน้จึงตองใชเวลาใน
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การตรวจหาทางกลองจุลทรรศนนาน และผูตรวจตองมีความชาํนาญสงู จงึมีโอกาส ตรวจผิดพลาด

สูง (false negative)  

  การยอมสีโกโมไรมิเทนนามนิซิลเวอร นั้นตรวจซิสตไดเทานั้นจงึมีความไวไมมาก ใชเวลาใน

การยอมสีนาน มกัแยกจากการติดสีที่พืน้หลังไดยากเชนเดียวกัน ผูตรวจตองมีความชํานาญ 

  การยอมสีโทลอิูดีนบลูโอ ตรวจซิสตไดเทานัน้ แตยอมไดเร็วกวาการยอมสีโกโมไร มิเทน

นามนิซิลเวอร แตไมสามารถแยกซิสตจากราชนิดอืน่ได 

  การตรวจเชื้อโดยวิธีอิมมโูนฟลูโอเรสเซน มีความไว และความจําเพาะในการวนิิจฉัย 

มากกวาการยอมสี เนื่องจากสามารถตรวจไดทั้งซิสตและโทรโฟซอยต ตรวจพบเชื้อไดงาย ไมถูก

รบกวนโดยการติดสีที่พื้นหลงั สามารถแยกซิสตจากราชนิดอื่นที่มีขนาดและรูปรางเดียวกนัได ไมมี 

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

Coccidiodes immitis endospore, Blastomyces dermatitidis, เซลลติดเชื้อ Cytomegalovirus 

และ Herpes simplex virus และ normal human lung homogenates 

  สวนปฏิกิริยาลูกโซโพลเีมอรเรส เปนเทคนิคที่ตรวจ DNA ของเชื้อ พฒันามาในชวงเวลา

เดียวกนักับอิมมูโนฟลูโอเรสเซน เปนการตรวจที่มีความไวสูงเชนเดียวกัน  

 

ตารางที ่1 แสดงขอแตกตางของการตรวจแตละวิธีสําหรับการตรวจหาเชื้อนิวโมชิสติสจิโรเวคซ ี

วิธีการตรวจ ยิมซา โกโมไร 

มิเทนนามนิ

ซิลเวอร 

โทลูอิดีน 

บลูโอ 

อิมมูโน 

ฟลูโอเรสเซน  

ปฏิกิริยาลูกโซ

โพลีเมอรเรส 

Stage ของ
เชื้อที่ตรวจได 

ซิสตและ

โทรโฟซอยต 

ซิสต ซิสต ซิสตและ

โทรโฟซอยต 

ซิสตและ

โทรโฟซอยต 

วิธีการยอม งาย ซับซอน งาย ซับซอน ซับซอน 

ระยะเวลาที่
ใชยอม 

25 นาท ี 20 นาท ี 30 นาท ี 45 นาท ี 3 ชั่วโมง 

ระยะเวลาที่
ใช อานผล 

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

ความ
เชี่ยวชาญ 

+ + + - + 

ราคา ถูก ถูก ถูก แพง แพง 
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บทที่ 3 
 

ทบทวนวรรณกรรมการตรวจเชื้อนวิโมชิสติสจิโรเวคซี ในผูปวยเอดส 
 
  การตรวจเชื้อนิวโมชิสติสจิโรเวคซี ในผูปวยเอดส จากสารคัดหลั่งจากระบบทางเดนิหายใจ 

มีความไวในการวินิจฉยั (diagnostic yield) สูงกวาผูปวยภูมิคุมกนับกพรองจากสาเหตุอ่ืน Walzer 

PD และคณะ [45] ศึกษาผูปวยติดเชื้อนวิโมชิสติสจิโรเวคซีที่ไมเปนเอดสแบบยอนหลัง 

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

เสมหะเพียงรอยละ 6 เทานั้น Limper และคณะ [46] พบวาผูปวยเอดสที่ติดเชือ้ มีปริมาณเชื้อ

มากกวาผูปวยติดเชื้อนิวโมชิสติสจิโรเวคซีที่ไมเปนเอดส จึงมีความไวในการตรวจสูงกวา และ 

สามารถตรวจไดจากเสมหะปริมาณนอยกวา  

 ในการศึกษาเริ่มแรก การตรวจเชื้อนวิโมชสิติสจิโรเวคซี ตองตรวจจากเนื้อเยื่อปอด ชึ่งผูปวย

ตองทําการผาตัด open lung biopsy หรือสองกลองเพือ่ทํา transbronchial biopsy (TBB) ชึ่งเปน

วิธกีาร invasive และมีภาวะแทรกซอนสงู ในป ค.ศ.1986 Pitchenick และคณะ[4] ไดศึกษา

เปรียบเทยีบการตรวจเชื้อจากเสมหะ น้ําลางปอด และTBB โดยใชสียอมโกโมไรมิเทนนามนิซิลเวอร 

ในผูปวยเอดสที่สงสยั PCP 43 ราย ตรวจพบเชื้อ 20 ราย โดยพบเชื้อจากเสมหะ 11 ใน 20 ราย (รอย

ละ 55) น้ําลางปอด 11 ใน 14 ราย (รอยละ 79) และ TBB 18 ใน 20 ราย (รอยละ 90) ซึ่งพบวาการ

ตรวจเสมหะและน้ําลางปอดมีความไวในการวนิิจฉัยเชือ้นี้ โดยไมตองทาํหัตถการที่ invasive มาก 

ตอมามีหลายการศกึษาทีย่นืยนัการตรวจเชื้อจากน้ําลางปอด โดยยอมสีดวยวิธตีางๆพบวาไดผลดี 

(ตารางที ่ 2) โดยมีความไวมากกวารอยละ 90 การตรวจเชื้อจากน้าํลางปอดจึงเปนวิธมีาตรฐานใน

การวนิิจฉัย 

 อยางไรก็ตามการตรวจเชื้อจากน้ําลางปอดยังเปนวิธ ีinvasive และเริ่มมีการศึกษาการตรวจ

เชื้อจากเสมหะเพิ่มมากขึน้ Bigby และคณะ พบวาการตรวจเสมหะโดยการยอมสียิมซา มีความไว

รอยละ 56 มี negative predictive value รอยละ 39 ตอมามีการพัฒนาวิธีการตรวจเสมหะมากขึ้น 

โดย Leigh และคณะ ไดพัฒนากระบวนการเก็บเสมหะ โดยใหแปรงเยื่อบุ ในชองปากกอนเก็บ

เสมหะ ยอมเสมหะดวยวธิีโมดิฟายดโกโมไรมิเทนามินซลิเวอร พบวามีความไวรอยละ 94 และมี 

negative predictive value รอยละ 96 จึงเริ่มมกีารใชเสมหะมาตรวจ เชื้อเพิ่มมากขึ้น โดยผล

การศึกษาดังตารางที่ 3  
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ตารางที ่2 การศึกษาโดยการสองกลองเพือ่ตัดเนื้อเยื่อปอด(TBB) Brush BAL( ลางปอด) เพื่อตรวจ

เชื้อนิวโมชิสติสจิโรเวคซ ี

 

 ป ค.ศ. ที่ศกึษา สารคัดหลัง่ ความไว วิธียอม 

 จากระบบ (รอยละ) 

 ทางเดินหายใจ 

Coleman [12] 1983 น้ําลางปอด 

Brush 

Touch 

preparation 

Biopsyเนื้อเยือ่

ปอด 

 55 

 39 

 78 

 79 

ไมไดระบุ 

OgnibeneF.P.[13] 1986 น้ําลางปอด 

Brush 

Touch 

preparation 

 

 89 

 35 

 63 

โกโมไรมิเทนามินซิลเวอร 

หรือ ยิมซา หรือ 

โทลูอิดีนบลูโอ 

Golden J. A. [14] 1986 น้ําลางปอด  97 โกโมไรมิเทนามินซิลเวอร 

Pitchenic AE. [4] 1986 น้ําลางปอด 

Brush 

Biopsyเนื้อเยือ่

ปอด 

 79 

 53 

 90 

โกโมไรมิเทนามินซิลเวอร 

Ambruster C. [19] 1995 น้ําลางปอด 

น้ําลางปอด 

น้ําลางปอด 

 59 

 84 

 65  

 อิมมูโนฟลูโอเรสเซน  

 ยิมซา 

 ปฏิกิริยาลูกโซ 

โพลีเมอรเรส 

 

 

 



 16 

ตารางที่ 3 การศึกษาการตรวจเชื้อ นิวโมชสิติสจิโรเวคซี จากเสมหะ และ น้าํลางปอด 

 ปค.ศ.ที่ศึกษา สารคัดหลั่ง

ทางเดินหายใจ  

วิธียอม  ความไว 

 (รอยละ) 

Parrillo E. [15] 1988 เสมหะ ยิมซา 

อิมมูโนฟลูโอเรสเซน  

โมดิฟายดโทลอิูดีนบลูโอ 

76 

92 

80 

Wolfson S. [16] 1990 เสมหะ 

 

น้ําลางปอด 

ยิมซา 

อิมมูโนฟลูโอเรสเซน 

ยิมซา 

อิมมูโนฟลูโอเรสเซน  

14.8 

25.9 

41 

54.2 

NG.L. [17] 1990 เสมหะ 

 

น้ําลางปอด 

ยิมซา 

อิมมูโนฟลูโอเรสเซน  

ยิมซา 

อิมมูโนฟลูโอเรสเซน  

70 

72 

92 

100 

Kovacks J. [10] 1990 เสมหะ ยิมซา 

อิมมูโนฟลูโอเรสเซน  

โทลูอิดีนบลูโอ 

76 

92 

80 

Cregan P. [8] 1990 เสมหะ 

 

น้ําลางปอด 

ยิมซา 

อิมมูโนฟลูโอเรสเซน 

ยิมซา 

92 

97 

81 

Pinlaor S. [18] 2004 เสมหะ 

 

 

 

น้ําลางปอด 

ยิมซา 

อิมมูโนฟลูโอเรสเซน  

โกโมไรมิเทนามินซิลเวอร 

ปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส 

ยิมซา 

อิมมูโนฟลูโอเรสเซน  

โกโมไรมิเทนามินซิลเวอร 

ปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส 

15 

84 

61 

84 

54 

100 

63 

100 
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  การตรวจเชื้อจากเสมหะจงึเปนวธิี noninvasive ที่ไดผลดี และควรนํามาใชเพื่อหลีกเลี่ยง

การสองกลอง ซึ่งมีภาวะแทรกซอนสูงกวา  

  การวนิิจฉัยปอดติดเชื้อนิวโมชิสติสจิโรเวคซี โดยวธีีปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส เร่ิมทํา การ

ทดลองครั้งแรก ในป ค.ศ. 1990 โดย Wakefield และคณะ ตอมามีการพัฒนาเทคนิคปฏิกิริยาลกูโซ

โพลีเมอรเรสมกีารใชหลายแบบ ทั้ง single round touchdown PCR nested PCR quantitative 

real time PCR โดยมีการใช gene target ที่แตกตางกัน 

  การศึกษาการตรวจเชื้อดวยวิธีปฏิกิริยาลกูโซโพลเีมอรเรส มักใหผลการศึกษาที่แตกตางกนั

[66] เนื่องจากมีความแตกตางของประชากรที่ทาํการศึกษา ระเบียบวธิีรวมทั้งขัน้ตอนการทํา

ปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส และระเบียบวธิีวิจัย ดังนี ้

 1. ความแตกตางของประชากรทีท่ําการศกึษา  

1.1 ผูปวยเอดส ชึง่พบวามีความไวในการวนิจิฉัยสูงกวาผูปวยกลุมอ่ืน 

1.2 การไดรับยาปองกันปอดติดเชื้อนิวโมชิสติสจิโรเวคซ ีมากอนเขารับการศึกษา 

1.3 ผูเปนพาหะของเชื้อนวิโมชสิติส ชึ่งพบในผูปวยภูมิคุมกนับกพรองอื่นๆ ที่ไมเปน

เอดสมากกวาผูปวยเอดส 

1.4 ผูปวยโรคปอด เชน ถงุลมโปงพอง (COPD) มี ผูเปนพาหะของเชื้อนวิโมชิสติส

เพิ่มข้ึน 

  2. ระเบียบวิธรีวมทัง้ขั้นตอนการทําปฏิกริิยาลูกโซโพลีเมอรเรส (PCR method 

performance)  

2.1 ปริมาณดีเอ็นเอ(DNA) ของเชื้อ พบในทางเดินหายใจสวนลางมากกวาสวนบน 

2.2 Primer ที่แตกตางกนั ทําใหมีความจาํเพาะแตกตางกนั 

2.3 วิธีการเตรียมดีเอ็นเอที่แตกตางกนั ทําใหมีความไวแตกตางกนั 

2.4 PCR inhibitor แตกตางกันในแตละส่ิงสงตรวจ 

2.5 PCR target multicopy gene มีความไวสูงกวา single copy gene  

2.6 nested PCR มีความไวสงูกวา single PCR 

 3.ระเบียบวธิีวจิัย 

 การใชวิธมีาตรฐาน( gold standard) ในการวินิจฉยั และใหคําจํากดัความ ปอดติดเชื้อนิว

โมชิสติสจิโรเวคซี ที่แตกตางกัน 
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สําหรับผลการศึกษาความไวและความจาํเพาะของปฏิกริิยาลูกโซโพลีเมอรเรส มีดังนี ้

 

ตารางที่ 4 ประสิทธิภาพของการตรวจเชื้อนิวโมชิสติสดวยวิธีปฏิกิริยาลูกโซโพลเีมอรเรสจากตัวอยาง

น้ําลางปอด 

การศึกษา ปค.ศ. จํานวน

ผูปวย 

เทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ

โพลีเมอรเรส  

ความไว 

(รอยละ) 

ความจาํเพาะ 

(รอยละ)  

Wakefield [47] 

Cartwright [48] 

Moonens [49] 

Leibovitz [50] 

Ribes [51] 

HelwegLasen[52]  

Caliendo [53] 

Sing [54] 

Takahashi [55] 

Lipschik [56] 

Skoet [57] 

Moonens [49] 

Weig [58,59]  

Rabodonirina[60]  

Mathis [61] 

Torres [62]  

Agostoni [63] 

Sing [54]  

Olssan [64]  

 

1991 

1994 

1995 

1995 

1997 

1998 

1998 

2000 

2002 

1992 

1995 

1995 

1996 

1997 

1997 

2000 

2000 

2000 

2001 

51 

154 

43 

200 

129 

61 

112 

259 

81 

113 

117 

18 

46 

127 

312 

47 

146 

257 

32 

Single 

Single 

Single 

Single 

Single 

Single 

Single 

Single 

Single 

Nested 

Nested 

Nested  

Nested 

Nested 

Nested 

Nested 

Nested 

Nested 

Nested 

95 

100 

100 

85.3 

100 

100 

100 

100 

100 

84.2 

85 

100 

100 

100 

97.5 

100 

100 

100 

87.5 

96.8 

99.3 

96.7 

96.8 

79.3 

90.9 

97.9 

96.6 

80.7 

92.6 

100 

83.3 

72.2 

77 

97.8 

86.2 

76 

88.2 

58.3 

 

การศึกษาสวนใหญมีความไวและความจาํเพาะการตรวจปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรสในน้าํลางปอด 

90-100% 
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ตารางที่ 5 ประสิทธิภาพของการตรวจเชื้อนิวโมชิสติสดวยวิธีปฏิกิริยาลูกโซโพลเีมอรเรสจากตัวอยาง

เสมหะ 

การศึกษา ปค.ศ. จํานวน

ผูปวย 

เทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ

โพลีเมอรเรส  

ความไว 

(รอยละ) 

ความจาํเพาะ 

(รอยละ)  

Wakefield [47] 

Cartwright [48] 

Leibovitz [50]  

Chouaid [65]  

Sing [54] 

Lipschik [56]  

Skoet [57] 

Weig [58,59] 

Mathis [61] 

Caleindo [53]  

Sing [54]  

Olsson [64] 

 

1991 

1994 

1995 

1995 

2000 

1992 

1995 

1996 

1997 

1998 

2000 

2001 

37 

207 

84 

49 

94 

71 

33 

162 

403 

120 

159 

57 

Single 

Single 

Single 

Single 

Single 

Nested 

Nested 

Nested 

Nested 

Nested 

Nested 

Nested 

 

90 

100 

75 

100 

100 

100 

69.2 

47.8 

91.7 

95.5 

100 

100 

94.1 

97.6 

92.1 

100 

98.9 

92.6 

95 

91.4 

98.3 

93.9 

94.8 

60 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 



 20 

บทที่ 4 
 

ความรูพืน้ฐานทาง Phylogenetics และ Molecular typing ของเชื้อนิวโมซิสติสจิโรเวคซี 
 

  เชื้อนิวโมซิสติสจิโรเวคซ ี มีความหลากหลายของลาํดับเบสในยนี (gene)หลายชนิด เชน 

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

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

วิเคราะหความแตกตางในลาํดับเบสของยนีตางๆ(genetic divergence) ระหวางเชือ้ที่ทาํใหเกิดโรค

ในคนและสัตวพบวา เชื้อนิวโมซิสติส มีการติดเชื้อที่จําเพาะกับโฮสต  

 สําหรับเชื้อนิวโมซิสติสจิโรเวคซีที่กอโรคในคน มีความแตกตางในลําดับเบสของยีนตางๆ ดัง

แสดงในตารางที ่6 [67] 

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

 
ระหวาง 3 gene มี ITS ( Internal transcribed spacer ) คั่นอยู มีความหลากหลาย ของ ITS 

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

นอกจากนีเ้มื่อพิจารณาลาํดบัเบสของ ITS1 และ ITS2 จะรวมกนั จะพบความหลากหลาย

ในรูปของ combination type มากขึ้น ซึง่รายงานจากทั่วโลก พบวามีถึง 65 genotype และพบ ITS 

sequence type (B2 a1) มากที่สุด genotype ที่แตกตางกนัดังกลาวจึงมีประโยชนในการศึกษาทาง

ระบาดวิทยาของเชื้อได นอกจากนี้ยงัพบวา ความแตกตางของ genotype ดังกลาวมีผลตอความ

รุนแรงของโรคอีกดวย type (B2 a1) มีความสัมพนัธกับการติดเชื้อที่มีอาการรุนแรงนอย type (B1 a3) 

และ (A2 c1) ความสัมพนัธกบัอาการรุนแรงปานกลางถงึมาก  

   การศึกษาในประเทศไทย พบวามี genotype ดังรูปที่12  

 การตรวจ PCR ของเชื้อนิวโมซิสติสจิโรเวคซี มีประโยชนทางคลนิิกหลายอยาง 

 1.เพื่อวินจิฉัยการติดเชื้อนวิโมซิสติสจิโรเวคซี 

 2.เพื่อศึกษาทางระบาดวิทยาซึง่พบวา 

2.1ผูปวยมกีารติดเชื้อไดมากกวา 1 type  

2.2การติดเชื้อเกิดจากทั้ง reactivation และ person to person transmission  

 3.ใชตรวจการดื้อยาของเชื้อได โดยการตรวจ target gene DHPS (dihydropteroate 

synthase gene) โดยการเกิด mutation มีความสมัพนัธกับการเกิดการดื้อยากลุม sulfa (รูปที่13) 
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4.ชวยทํานายการดําเนินโรค (prognosis) โดยผูปวยที่ตดิเชื้อและมี DHPS mutation มี

โอกาสเสยีชีวติมากกวา แตอยางไรก็ตามการศึกษาดังกลาวยงัตองมกีารศึกษามากขึ้น เพื่อสรุปผล

ดังกลาวใหไดอยางชัดเจน (รูปที่14) 

 

 
รูปที่12 แผนภูมิแทงแสดง genotypeของเชื้อนิวโมซิสติสจิโรเวคซ ีในประเทศไทย[68] 

           

 

          
รูปที่ 13 A การผาเหลาในยนี DHPS(dihydropteroate synthase) กับความสัมพนัธของการดื้อยา 

sulfonamide 

B ตําแหนงเบสที่พบการผาเหลาในยนี DHPS (dihydropteroate synthase)  

C ความสมัพนัธของผลการตรวจโดยวิธีปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรสกบัการผาเหลาในยีน 

DHPS 
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ตารางที่6 genetic divergence ของเชื้อนวิโมซิสติสจิโรเวคซี ที่กอโรคในคน  
Gene Size 

(bp) 
Number of  
different 
sequences 
type 

Polymorphic 
nucleotide 
position 

Nucleotide 
substitution 

mitochondrial large subunit ribosomal 

RNA  

356 5 81 

85 

248 

C/T 

T/C/A 

C/T 

mitochondrial small subunit rRNA  300 2 160 

196 

C/A 

T/G 

5S rRNA 120 6 23 

63 

79 

82 

88 

T/G 

A/T 

T/C 

A/G 

T/C 

Arom 237 4 121 

208 

T/C 

A/G/C 

ITS1 

ITS2 

161  

192 

21 

29 

(ตารางที่7)  

ITS1+2combination  65 (ตารางที่7)  

DHPS 834 5 Wild type (รูปที่12) 

Codon 55 

Codon 57 

Codon 60 

 

Cytochrome b 1038 7 279 

362 

369 

516 

1032 

C/T 

C/T 

G/T 

C/T 

T/A 

SSCP 

ITS1 

26S 

Mt26S 

Beta tubulin 

 

204bp  

426bp 

340bp 

309bp 

35 Not applicable Number of patterns 

3 

6 

4 

3 

Tandem repeats in the MSG gene 123bp 5 6 tandem 

10 nucleotide 

repeats 

5 patterns:number 

of repeats from 2-6 
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ตารางที่7 ITS1 และ ITS 2 

 

ITS 1 
ITS1 type 
Consensus 
 
 
Lee 

 
 
 
 
Wakefield 

Nucleotide 
position(bp) 
6 
T 

 
 
12 
T 

 
 
15 
A 

 
 
21 
T 

 
 
23-24 
TT 

 
 
28 
T 

 
 
34 
T 

 
 
42 
T 

 
 
53-54 
AT 

 
 
80-81 
AG 
 

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

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

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

D  C T A T - T T T - AG 

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

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

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

H  T - A T TT C T T - AG 

I  T - A T - C T T AT AG 

J  T - C T - C T T - AG 

K  T - C T - C T T - AG 

L  T - A T - T C T - AG 

M  T - A T - T T C - AG 

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

O  T T A T - T T T - AG 

 A3 T -  A      - 

 B4 T -  G      AG 

 B5 T -  T      TG 

 B6 T A  T      AG 
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ITS2 
ITS1 type 
Consensus 
 
 
Lee 

 
 
 
 
Wakefield 

Nucleotide 
position(bp) 
52-57 
TAATAA 

 
 
61-65 
AAATA 

 
 
68-74 
AATATTT 

 
 
76 
T 

 
 
122 
C 

 
 
160 
G 

 
 
166-171 
ATATAT 

 
 
173 
G 

 
 
177-183 
CAAATA 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

 e1 TAATAA  AATAATT  -  ---AT A CAAAATA 

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

 e3 AAATAA  AATAATT  -  ---AT A CAAAATA 

 f TAA--  AATAATT  -  ---AT A --ATA 
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รูปที่14 แสดงความเสีย่งตอการเสียชวีิตในผูปวยเอดสที่ติดเชื้อ PCP เปรียบเทียบระหวาง 

wild type กับ DHPS mutation [67] 
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บทที่ 5 
 

วิธีดําเนินการวิจัย 
 

รูปแบบการวจิัย (Research design) 
           เปนการศึกษาเชงิพรรณนา (Descriptive study) 

 
ระเบียบวธิวีจิัย (Research methodology) 
           ประชากรเปาหมาย (Target population)  

           ผูปวยเอดสทุกรายที่เขารับการรักษาในโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ ที่มีอาการทางคลินิก และ

ภาพรังสีปอดเขาไดกับปอดติดเชื้อนิวโมซสิติสจิโรเวคซี    

 

           ประชากรที่ใชในการศึกษา (Study population) 

           ประชากรเปาหมายทุกคนที่ยนิดีเขารวมโครงการหลังจากไดรับการอธิบายรายละเอยีดของ

โครงการแลว โดยผูปวยทั้งหมดเปนผูปวยที่เขารับการรักษาแบบผูปวยในโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ 

ระหวางเดือนมีนาคม 2549 ถึงเดือนพฤศจิกายน 2549 

 

  เกณฑในการคัดเลือกผูปวยเขาการศึกษา (Inclusion criteria) 

            1.  ผูปวยที่อายุตัง้แต 15 ปข้ึนไปทั้งหญิงและชาย 

   2. .ผูปวยเอดส 

            3.  มอีาการทางคลินิก 3 ใน  5  ขอ และ ภาพรังสีปอดเขาไดกับปอดติดเชื้อนิวโมซิสติส       

จิโรเวคซี  ซึ่งมขีอกําหนดดังนี ้

             3.1อาการทางคลนิิกที่เขาขายภาวะปอดติดเชื้อนิวโมซิสติสจิโรเวคซี       ตองมี

อยางนอย 3ใน5 ขอ ตอไปนี ้

                                    3.1.1   ไข  3  วัน  ถึง 3 สัปดาห   

                                    3.1..2  อาการเหนือ่ยที่ดําเนนิไปอยางชาๆ  

                                    3.1. 3  ไอ     

                                    3.1. 4  ภาวะออกซิเจนในเลือดต่ํา 

                                        3.1.5  ตอบสนองตอการรักษาดัวยยารักษา  PCP  ไดแก  trimethoprim-

sulfamethoxazole   หรือ  clindamycin กับ  primaquine   
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                             3.2 ภาพรังสีปอด ของโรคปอดติดเชื้อนิวโมซิสติสจิโรเวคซีอาจมีลักษณะ     

อยางใดอยางหนึง่ดังนี ้

                             3.2.1  ปกติ 

                             3.2.2  diffuse  infiltration   

                             3.2.3  perihilar  infiltration  

 

    เกณฑในการคัดเลือกผูปวยออกจากการศึกษา (Exclusion criteria) 

   1. ผูปวยที่ไมยินยอมเขาการศึกษาแมไดอธิบายแลว 

   2. ผูปวยที่มโีรคอันเปนขอหามในการกระตุนเสมหะ หรือ สองกลอง 

   3. ผูปวยที่ตรวจพบเชื้ออ่ืนที่เปนสาเหตุของปอดติดเชื้อโดยไมพบเชื้อนิวโมซิสติสจิโรเวคซี    

               4. ผูปวยที่ไมเขาเกณฑการวนิจิฉัยปอดติดเชื้อ นวิโมซิสติสจิโรเวคซี  ตามเกณฑดงักลาว

ขางตน 

 

               การคํานวณขนาดตัวอยาง 

   จากสูตร n = Z2
α P(1-P)/ d2 

                        n     =   จํานวนผูปวยที่เก็บตัวอยางของเสมหะหรอืน้ําลางปอด                                         

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

                        d    =   acceptable error =  15% 

                         P          =            คาความคาดหวงัความไวของการตรวจ ในที่นีเ้ทากับ 70%[11] 

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

                เนือ่งจากคาประมาณความชุกของปอดติดเชื้อนิวโมซิสติสจิโรเวคซี ในผูปวยเอดสทีม่ี

ภาพรังสีปอดผิดปกติเทากบั 80%  

                ดังนั้นจะตองใชจาํนวนตวัอยางทั้งหมด 25  x (100/80)    =     32   ราย        

     

   วิธีการศึกษา 

               1.  ซักประวัติ ตรวจรางกาย ตรวจสอบยาที่รับประทานอยู และบันทกึขอมูล 

               2.  ถายภาพรังสปีอด และ เจาะเลือดตรวจหาระดับ  CD4 ในรายที่ไมเคยตรวจมากอน 

               3. ผูปวยที่ศึกษาทุกรายจะไดรับการตรวจเสมหะ 3  คร้ัง  โดยการกระตุนเสมหะ ดวย

เทคนิคของ Zaman [6]   โดยใช 3% saline ปริมาณ 100 มล.  พนดวย ultrasonic  nebulizer   flow  

10  ลิตรตอนาที   เปนเวลา  15-30  นาที  ใหไดเสมหะอยางนอย  2  มล.   เพื่อนําไปยอมยิมซา     
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โกโมไรมิเทนนามินซิลเวอร   โทลูอิดินบลูโอ   อิมมูโนฟลูโอเรสเซน  และปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส 

โดยเสมหะทีย่อมอิมมูโนฟลโูอเรสเซนมีปริมาณอยางนอย 0.5 มล.[69]    

      ผูปวยทีม่ีภาวะหายใจลมเหลว (respiratory  failure)  หรือกําลงัจะเกิดภาวะหายใจ

ลมเหลว (impending respiratory failure)    ซึ่งใสทอชวยหายใจ และเครื่องชวยหายใจ    จะเกบ็

เสมหะโดยพน 3% saline nebulizer ปริมาณ 5 มล.  เปนเวลา  5-10  นาที  ใหไดเสมหะอยางนอย  

2  มล. 

                สําหรับการเก็บส่ิงสงตรวจจากการสองกลอง  (bronchoscopy)   หรือ  bronchoalveolar 

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

lobe  bronchus หรือ  Right  lower  lobe  bronchus   เพื่อใหไดน้าํลางปอด 25-30 มล.  และนําสง 

ตรวจเชื้อนิวโมซิสติสจิโรเวคซีดวยการยอมสีวิธีตางๆ  และวิธีปฏิกิริยาลูกโซโพลเีมอรเรสเชนเดียวกับ

เสมหะขางตน    

     4.ใหการรักษาตามอาการ และรักษาการติดเชื้อ นิวโมซิสติสจิโรเวคซี   โดยทนัที   โดยใช

สูตรมาตรฐาน  trimetroprim-sulfamethoxazole  หรือ  clindamycin  รวมกับ primaquine   และ

ประเมินผลที่ 3  สัปดาหหลงัการรักษา 

 
กระบวนการเก็บเสมหะและน้ําลางปอด  

เทคนิคการกระตุนเสมหะ (Sputum induction technique) 

  อุปกรณ    

1. Ultrasonic nebulizer 

2. 3% saline  50-100  มล. 

3. Face mask 

4. กระปุกเก็บเสมหะ 
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Ultrasonic nebulizer 

    
                   รูปที ่15  Ultrasonic nebulizer   

      

               Ultrasonic nebulizer  เปนเครื่องมือที่ใช Piezoelectric crystal  สรางละอองฝอย 

(aerosol)  โดย  crystal  transducer  เปลีย่นสัญญาณกระแสไฟฟา (electrical  signal)  เปนการ

สั่นสะเทือนคลื่นเสียงความถี่สูง (high frequency acoustic vibration)  ทําใหเกิด oscillation wave 

ที ่ sterile buffer  fluid  ในกระบอกใสน้ํา(water  filled  couplant reservoir)   ผานไปสู solution 

chamber  ทําใหเกิดละอองฝอย (aerosol particle)   การใช Ultrasonic nebulizer  จะทําใหเกิด   

mucocilliary  clearance   เพิ่มปริมาณสารน้ําบนผิวเซลลเยื่อบุในหลอดลม   กระตุน cough reflex  

 

 ข้ันตอนการกระตุนเสมหะ  

               1.   อธิบายผูปวยถึงวธิีการกระตุนเสมหะ 

                2.  ใหผูปวยนัง่  

                3.  ใหผูปวยบวนปาก  เพื่อลดการปนเปอนเสมหะ 

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

ใส sterile water ใน water  filled  couplant reservoir   

                5.   ใส mask ใหขนาดเหมาะกบัหนาผูปวย  ตอกับเครื่อง nebulizer 

                6.    เปดเครื่อง nebulizer   จะมี aerosol ออกมา  ใหผูปวยหายใจชาๆ ลึกๆ 

                7.    เคาะปอด  (manual chest percussion)  พรอมกับกระตุนเสมหะดวย  nebulizer 

                8.    สังเกตอาการและภาวะแทรกซอนจากการกระตุนเสมหะ 

                9.    ใชเวลากระตุนเสมหะประมาณ 30 นาที    ใหผูปวยพยายามไอ   เก็บเสมหะในกลอง

ใสเสมหะ และนําสงตรวจทนัท ี
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 กระบวนการเตรียมเสมหะ   

                ใชวิธี cytocentrifuge  โดยใหไดปริมาณเสมหะอยางนอย 2 มล.  ใส mucolytic  

reagent  (0.3% dithiothreitol (DTT))  รวมกับเสมหะในปริมาณเทากนักับปริมาณเสมหะ    และ  

incubate  ที่อุณหภูมิ 37องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาท ี หลังจากนั้นนํามา ผสมใน vortex  mixer    

ปน 1500  รอบตอนาที  เปนเวลา 15 นาที      เท supernatant ทิ้ง ใหเหลือ 1 มล.   นาํสวน pellet  

มาเตรียมสไลด 

  

 
                          รูปที1่6      วิธ ีcytocentrifuge        

 

 การสองกลอง 

 

   
          รูปที่ 17      Bronchoscope  
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  ข้ันตอนการทาํ    

   พนยาชาที่คอ (pharynx)  เพื่อลด Gag reflex  ที่อาจถกูกระตุนจากการสองกลอง    ใส

กลองทางปาก ผานสู vocal cord    พนยาชาบริเวณ vocal cord   ผานกลองเขาสูหลอดลม  ไปที ่

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

50- 150  มล.   ลางและดูดน้าํลางปอดจาก alveoli    เพื่อใหไดน้ําลางปอด 25-30  มล. 

 

 กระบวนการเตรียมน้ําลางปอด  

                นําน้ําลางปอด  25-30  มล.  ปน 3000 รอบตอนาที  เปนเวลา 15 นาที   เท supernatant 

ทิ้ง ใหเหลือ1 มล.  จะไดน้าํลางปอดมาเตรียมสไลด 

 
กระบวนการยอมสีชนิดตางๆ 

การยอมสียมิซา   [70] 

 

       สารละลาย 

• ใชน้ํายายมิซา  

• Buffer pH 7.2 

• Absolute methanol 

   

                                                                                                     รูปที ่18 การยอมสียิมซา  

วิธีการยอม 

1. smear เสมหะ หรือ  น้ําลางปอดบนสไลด                                                   

2. นํามาตรึงใหคงสภาพดวย   absolute methanol  เปนเวลา 5 นาท ี แลวทิง้ไวใหแหง 

3. เตรียมสียิมซา   ผสมกับ Buffer pH 7.2 ในอัตราสวน1:15  แลวยอม smear เปนเวลา 15 นาที   

4. ลางน้ําออก 1-2 คร้ัง ทิง้ไวใหแหง 

 

ผลการยอม    โทรโฟซอยต (trophic form) ติดสีมวงชัดเจน  สวนผนงัซิสตจะไมติดสี  ขนาด 4-6 

ไมครอน 
 

. 

 



 32 

   การยอมสีโกโมไรมิเทนนามนิซิลเวอร   [71-74] 

       สารละลาย                                                                            Absolute methanol 

• 5% chromic acid    

• 1% potassium metabisulfate 

• 3% hexamethenamine 

• 5% silver nitrate 

• 0.2% gold chloride 

• 2% sodium thiosulfate 

• 0.02% light green                                 

• DMSO (dimethylsulforide)       รูปที ่19  การยอมโกโมไรมิเทนนามนิซลิเวอร   

 

 วิธีการยอม 

 1. smear เสมหะ หรือ BAL  บนสไลด    

 2. นํามาตรึงใหคงสภาพดวย   absolute methanol  เปนเวลา 5 นาท ี แลวทิ้งไวใหแหง 

 3. แชสไลดใน  5% chromic acid ที่อุณหภูมิ 65 0 c นาน 1 นาที  จุมลางในน้าํกลัน่ 2 คร้ัง 

 4. แชสไลดใน 1% potassium metabisulfate นาน 1 นาท ี จุมลางในน้าํกลัน่ 2 ครั้ง  

 5. แชสไลดใน  MSN-DMSO ที่อุณหภูม ิ95 0 c นาน 2 นาท ี จุมลางในน้าํกลัน่ 2 คร้ัง 

 6. แชสไลดใน  0.2% gold chloride นาน 2 นาท ี จุมลางในน้าํกลัน่ 2 คร้ัง 

 7. แชสไลดใน  2% sodium thiosulfate  นาน 1 นาท ี จุมลางในน้ํากลั่น 2 คร้ัง 

 8. แชสไลดใน  0.02% light green นาน 1 นาท ี จุมลางในน้าํกลัน่ 2 คร้ัง 

 9. แชสไลดใน  95% ethanol 2  คร้ังๆ ละ 1 นาท ี  

10.แชสไลดใน  absolute ethanol 2   คร้ังๆ ละ1 นาท ี  

11.แชสไลดใน  xylene  นาน 1 นาท ี  

12. นาํไป mount ดวย permount 

 

 ผลการยอม    ผนังซิสต และ โทรโฟซอยต (trophic form) ภายในซิสตของเชื้อ จะติดสี

น้ําตาลดาํ มกัพบเชื้ออยูรวมกันเปนกลุมๆ รูปรางกลมหรอืคลายรูปถวย รูปพระจนัทรเสี้ยว หรือพบ

ผนังซิสตเปนลกัษณะพบัเปนรอยคลายเครื่องหมายวงเลบ็ 
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 การยอมสีโทลอิูดินบลูโอ    

       สารละลาย 

• Glacial acetic acid    

• Sulfuric  

• acid, concentrated 

• Toluidine blue O  

• 100% Methy alcohol 

 

 

รูปที่20  การยอมโทลูอิดินบลูโอ          

      เตรียม Sulfation reagent 

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

2. คอยๆ เติม Concentrated sulfuric acid 15 มล. ผสมกับ Glacial acetic acid  เก็บไวในตูเยน็   

สีที่ผสมแลวเกบ็ไวใชได 1 สัปดาห  แตถานํามาใชยอมแลวเก็บไวไดเพยีง 1 วนั 

 

 วิธีการยอม 

1.  smear เสมหะ หรือน้าํลางปอดบนสไลด    ทิ้งไวใหแหง 

2.  จุมสไลดใน sulfation reagent  แชทิ้งไว  10 นาท ี  

3.  ลางในน้าํกลั่น  นาน  5  นาท ี

4.  จุมสไลดในโทลูอิดนิบลโูอ  แชทิ้งไว  3  นาที   

5.  แชสไลดใน  95% ethyl  alcohol  10  วนิาท ี  เพื่อลางสียอม 

6.  แชสไลดใน 100% Methyl  alcohol  นาน 10  วนิาท ี เพื่อdecolorization 

7.  แชสไลดใน xylene  2  คร้ังๆ ละ  10  วินาท ี  

8.  นําไป mount ดวย permount 

 

 ผลการยอม    ซิสตขนาด 5 ไมครอน  ติดสมีวงแดง    ซิสตติดสีสม่ําเสมอ  ขอบชัด   มักพบ

เชื้อ      อยูรวมกันเปนกลุมๆ รูปรางกลมหรือคลายรูปถวย 
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 การยอมอิมมูโนฟลูโอเรสเซน                                                                  

 

      สารละลาย 

• Phosphate  buffer saline  pH 7.4 

• ชุดยอม IFA  Pneumo cel                                      

• Acetone 

 

 

รูปที่ 21  อิมมโูนฟลโูอเรสเซน    

 

ชุดยอม IFA  Pneumo cel  จากบริษทั Cellabs  เปนชุดทดสอบ direct immunofluorescence  โดย

ใช fluorescein labelled mouse monoclonal antibody    ไดรับการทดสอบพบวามีความไวและ

ความจาํเพาะ 100%   ไมมี cross reactivity กับเชื้อ Cryptococcus neoformans,  Candida 

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

albicans                                  

 

 วิธีการยอม 

1.   ผสม เสมหะ หรือ น้ําลางปอด กับ Phosphate  buffer saline  pH 7.4   

2.   หยอดตัวอยางลงในหลมุสไลด  ประมาณ 10  ไมโครลิตร  ทิ้งไวใหแหงที่อุณหภูมิหอง 

3.   Fixed สไลดดวย acetone  5 นาท ี ทิง้ไวใหแหง 

4.   เติมสารละลาย RP 1 (pneumo cel reagent)  10  ไมโครลิตร  ลงในหลุมตัวอยาง ให

น้ํายาคลุม           ทัว่ตัวอยาง  นาํสไลดไป incubate  ที่อุณหภูมิ  370 c   เปนเวลา  30  

นาท ี ตองไมใหสไลดแหง 

 5.  นาํมาลางดวยสารละลาย Phosphate  buffer saline  pH  7.4   ในภาชนะพรอมเขยา 

1-2 นาท ี

 6.  เติม RMF(mounting fluid) ลงบนหลุม  แลวปด coverslip  พยายามไมใหมฟีองอากาศ  

นําไปดูดวยกลองฟลูโอเรสเซน 

 

  ผลการยอม     เชื้อนวิโมซิสติสจะเรืองแสงสีเขียวออน(apple green fluorescence)   ซิสต 

รูปรางกลม ผนังหนา และพบ pleomorphic trophic form  เปนจุด  โดยมีพืน้สีแดงอมน้ําตาล 
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 การตรวจดวยวิธีปฏิกิริยาลกูโซโพลเีมอรเรส  (เทคนิค PCR) 

 เทคนิค PCR (Polymerase Chain Reaction) เปนเทคนคิใหมทางดานอณูชีววิทยา คิดคน

ข้ึนโดย Kary B. Mullis ในป ค.ศ. 1985    เปนวธิีเพิม่จํานวนของสารพนัธุกรรม DNA สวนที่มี

ความจาํเพาะตอจุลชีพที่ตองการตรวจหา    ทางทฤษฎีจะทําใหสามารถตรวจพบจุลชีพกอโรคใน

ระดับที่ต่ําไดถงึ 1 เซลลในสิง่สงตรวจตางๆ ได   ขั้นตอนของการทาํ PCR เปนการเลยีนแบบการเพิม่

จํานวนของสารพันธกุรรม DNA (DNA replication) ในหลอดทดลองโดยใหเกดิซ้าํกันหลายรอบ  

โดยมีขั้นตอนดังนี้คือ 

1. การใชความรอนระดับ  90-95 ºC เพื่อทาํให  DNA สายคูแยกออกจากกันเปนสายเดี่ยว 

ขั้นตอนนี้เรียกวา denaturation 

2. ตอไปเปนขั้นตอนที่เรียกวา primer annealing ทําไดโดยลดอุณหภูมิลงเหลือประมาณ 

40-60 ºC เพื่อใหสายนิวคลีโอไทดสังเคราะหขนาดยาว 20-30 เบสที่เรียกวา ไพรเมอร 

(primer) ที่มีความจาํเพาะตอเชื้อเขาไปจับคูสมกับ DNA สายเดีย่วตนแบบ (template) 

3. ขั้นตอไปคือ primer extension อาศัยเอ็นไซม Taq  DNA  Polymerase ในการสราง

สาย DNA ตอจากไพรเมอรทางดาน 3’-OH จนไดเปนสาย DNA ขนาดยาวเทาที่

ตองการ  โดยเอ็นไซมจะทํางานไดดีที่สุดทีอุ่ณหภูมิ 72 ºC 

 

 เวลาที่ใชในแตละขั้นตอนจะประมาณ 30 วนิาทีถงึ 2 นาท ี   รวม 3 ขั้นตอนเรียกวาเปน     

1 รอบของ PCR   เมื่อทําซ้าํๆ จํานวนหลายๆ รอบทําใหสามารถเพิ่มจํานวนชิน้สวน DNA ที่จําเพาะ

จากเดิมไดอยาง  exponential    ผลผลิตจะเทากับ 2n (n = จํานวนรอบของ PCR) 

 

 สําหรับ Target gene ที่ใชในการศึกษานีค้ือ  small  subunit ribosomal RNA  ซึ่งคลอบ

คลุมทั้ง  ITS1 และ 2     เมื่อเพิ่มปริมาณ DNA จะไดผลิตผลที่มีความยาว  587 คูเบส 

 

 ลําดับเบสของPrimer มีดังนี ้   

          PJ RNA FO    Forward primer 

    Sequence   CCG  TAG  GTG  AAC  CTG  CGG  A   ลําดับเบสนี้ไดจาก small subunit 

ribosomal RNA ของเชื้อนวิโมซิสติส 

                      PJ RNA RO    Reverse primer 

    Sequence   ATG  CTT  AAG  TTC  AGC  GGG  T      ลําดับเบสนี้ไดจาก small subunit 

ribosomal RNA ของเชื้อนวิโมซิสติส 
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 สําหรับลําดับเบสระหวาง Primer ทั้ง 2 มีดงันี ้

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

  

 

 วัสดุอุปกรณในการทํา PCR                                                                                                                 

 PCR   primers 

 PCR   reagent 

 Reagent  for  DNA  electrophoresis      

 Thermal  paper    

 Pipette tips  with  filter      10,100,1000  microlitre  

Microtube    

PCR  thermal cycler     
  

 วิธีการทํา  ประกอบดวย  

 1. การเตรียมสิ่งสงตรวจ  

     1.1 ทําการปน (centrifuge) ตัวอยาง   แลวดูดสวนน้าํใส (supernatant) ทิ้ง 

     1.2 เก็บตะกอน 20 μl ผาน QIA DNA minikit   เติมสารละลาย  ATL ปริมาตร 160 μl     

     1.3 เติม  proteinase K  ปริมาตร 20  μl 

     1.4 Incubate ไวขามคนืที่ 56 º C   ใน buffer AL  ปริมาตร 200  μl 

     1.5 Inactivation ดวยความรอนที่ 70 º C นาน 10 นาท ี
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     1.6 เติม ethanol  200  μl  นํามาปนที่ความเรว็  8000  rpm  เปนเวลา  1 นาท ี

     1.7 ดูดสวนน้ําใส(supernatant) ทิ้ง ใส buffer AW 1  500 μl  นํามาปน 8000 rpm 1 

นาท ี

     1.8    ดูดสวนน้ําใส (supernatant) ทิ้ง ใส buffer AW 2    นํามาปน  14000 rpm 3 นาท ี

     1.9    ดูดสวนน้ําใส (supernatant) ทิ้ง  นาํมาปน  14000 rpm 1 นาท ี

     1.10  เติม buffer AE  50 μl  ทิ้งไว 25 º C  5  นาที  นาํมาปน  8000 rpm 1 นาท ี

     1.11  ไดสารตั้งตน(sample) 40  μl 

             2. เตรียม PCR mix ในอัตราสวนดังนี ้  ปริมาตร (μl) ความเขมขนสดุทาย 

         1. 10 x  PCR   buffer                                1.5       

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

         3. primer           

         4. Taq DNA Polymerase                          0.4 unit 

         5. เติมน้ําใหไดปริมาตร          15 

             3. นาํ PCR mix ในขอ 2  เขาสู PCR  thermal  cycler โดยใช 40  cycles  ซึ่งประกอบดวย

ขั้นตอนดังนี ้ Denaturation      94 0 c        30  วินาท ี

  Annealing          60  0 c       30  วินาท ี 

  Extension           72  0 c         1  นาท ี 

  ทําซ้าํ 40  รอบ 

และ Final primer extension         72  0 c          5 นาท ี 

4. นํา PCR product ที่ได มาวิเคราะหโดยวิธ ี electrophoresis บน  2%  agarose gel 

ใน 0.5x Tris –Borate EDTA buffer  เติม ethidium  bromide และอานผลโดยใช  

ultraviolet light   โดยใช marker VI  ของบริษัท Roche 
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                                    รูปที ่22 การตรวจดวยวธิีปฏิกริิยาลูกโซโพลีเมอรเรส     

 
การรวบรวมขอมูล(Data Collection)   

ขอมูลผูปวย       อายุ  เพศ   ระยะเวลาทีท่ราบวามีการตดิเชื้อ HIV    ปจจัยเสี่ยงตอการ   

ติดเชื้อ HIV   ปริมาณ CD4 lymphocyte  ประวัติยาปองกันการติดเชื้อ นวิโมซิสติสจโิรเวคซ ี   

ประวัติการติดเชื้อฉวยโอกาสอื่นๆ    

ขอมูลการเจ็บปวย     อาการและระยะเวลาการเปนไข   ไอ  เหนื่อย  ระดับออกซิเจนในเลือด   

ภาพรังสีปอด   ยารักษาการติดเชื้อนิวโมซสิติสจิโรเวคซี  ที่ไดรับยาปฏชิีวนะ และคอรติโคสเตียรอยด   

และวันที่เร่ิมใหการรักษา  วันที่ไดตรวจเสมหะและ bronchoscopy   (นับจากวนัที่เร่ิมมีอาการและ

วันที่รับไวในโรงพยาบาล)   ผลการตรวจเสมหะและ น้ําลางปอด    ผลขางเคียงจากการกระตุน

เสมหะและสองกลอง 

ขอมูลการรักษา    ผลตอบสนองตอยารักษา ที่ไดรับโดยประเมินผลที ่3  สัปดาหหลงัการ

รักษา   

 

การวิเคราะหขอมูล (Data Analysis) โดยใชคาสถิติ  คือ ความไว (Sensitivity) 

 

ปญหาทางจริยธรรม  (Ethical Consideration)   

1. การไดรับความยินยอมเปนลายลกัษณอักษร (Informed consent)  โดยผูปวยสามารถ

ถอนตัวจากการศึกษาไดถาผูปวยตองการ  โดยไมมเีงื่อนไขใดๆ ตอการรักษาที่พงึม ี
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2.การศึกษานีเ้ปนการศึกษาที่ทาํในผูปวยที่มีความจาํเปนจะตองตรวจเสมหะเพื่อการ

วินิจฉัยและรักษาอยูแลว ซึ่งอาจมีความเสีย่งบางแตคอนขางต่าํ เชนภาวะออกซิเจนในเลือดต่ํา

ชั่วคราว  หลอดลมหดรัดตัว  ไอเปนเลือด  และมีการแนะนําการปฏิบัติตัวและติดตามอาการอยาง

ใกลชิด  และไดรับการรักษาภาวะแทรกซอนทนัท ี

3. สงใหคณะกรรมการจริยธรรมของคณะแพทยศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลยั  เพื่อขอ

ความเห็นชอบกอน 

4.ขอมูลจากการศึกษาจะถูกเก็บเปนความลับของผูปวยแตละคน 
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บทที่ 6 
 

ผลการศึกษา 
 

ผูปวยเอดสทีม่ีอาการทางคลินิก  และภาพรังสีปอดเขาเขาเกณฑการวินิจฉยัปอดติดเชื้อ   

นิวโมซิสติสจิโรเวคซี มทีัง้สิน้ 35 ราย  เปนชาย 16 ราย (รอยละ45.7)  หญงิ 19 ราย (รอยละ54.3)           

อายุ  24-61  ป   ไดรับการวินิจฉยัโรคเอดสคร้ังแรก 18 ราย (รอยละ54.3)   ผูปวยทุกรายไมไดรับยา

ปองกนัการตดิเชื้อนิวโมซิสติสจโิรเวคซีมากอน   ผูปวยมีอาการของปอดติดเชื้อนิวโมซิสติส  จิโรเวคซี  

ดังนี้   ไข  27 ราย (รอยละ 77.1)   เหนื่อย  35 ราย (รอยละ 100) ไอ 35 ราย (รอยละ 100)   มีภาวะ

ออกซิเจนในเลือดต่ํา 33  ราย (รอยละ 94.3)   โดยผูปวยแตละรายมอีาการตั้งแต   3 ขอข้ึนไปตาม

เกณฑขอตกลงการวินิจฉัยปอดติดเชื้อนิวโมซิสติสจิโรเวคซีดังแสดงในรูปที่ 23 ผูปวยทีเ่ร่ิมมีอาการ

ภายในเวลา 14  วนักอนไดรับการวินจิฉัยรอยละ 65.7  และ รอยละ 91.4 เร่ิมมีอาการภายในเวลา 

21 วนักอนไดรับการวินจิฉัย   อาการเริ่มแรกกอนการวนิิจฉัยเร็วที่สุด  2  วนั  ชาที่สุด  30  วนั    

ผูปวยทุกรายมีภาพรังสีปอดแบบ diffuse infiltration   ผูปวยที่ระดบั CD4 lymphocyte  มากกวา 

200 เซลลตอไมโครลิตร มี 2 ราย (CD4 lymphocyte  248 และ 442) ผูปวย รอยละ 85.7  (30 ราย) 

มีการติดเชื้อฉวยโอกาสอื่นมากอน   ประกอบดวยการติดเชื้อไวรัสงูสวัด  7 ราย     เยื่อหุมสมอง

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

leucoplakia   8  ราย      มกีารติดเชื้อฉวยโอกาสอืน่(ไมรวม oral candidaisis)  รวมขณะมีปอดติด

เชื้อนิวโมซิสติสจิโรเวคซี  7 ราย   ไดแก วณัโรค  4 ราย   เชื้อไวรัส cytomegalovirus  2 ราย   และ 

disseminated strongyloidiasis รวมกับ gram negative  bacteremia  1 ราย      

ผูปวยทุกรายไดรับการกระตุนเสมหะ 3  คร้ังและสองกลองหลงัเก็บเสมหะครบ     มผูีปวยที่

ไมไดเสมหะเลย  3 ราย (รอยละ8.6) (ตารางที่ 8) ผูปวยทุกรายไมมีภาวะแทรกซอนรนุแรงจากการ

กระตุนเสมหะ    แตเกิดภาวะหายใจลมเหลวจากการสองกลอง  1  ราย  เนื่องจากม ีlaryngospasm 

และ  negative pressure  pulmonary  edema    หลังสองกลองมีออกซิเจนต่าํนานมากกวา   24 

ชั่วโมง  2 ราย  และมีไข  1 ราย 

 ผูปวยทุกรายไดรับการรักษาปอดติดเชื้อ นวิโมซิสติสจิโรเวคซี  ดวยยามาตรฐาน  มผีูปวย ที่

ไดรับยาคอรติโคสเตียรอยด    เนื่องจากมอีอกซิเจนต่าํ   PaO2  < 70  มม.ปรอท  หรือ  D(A-a)O2 > 

30  มม.ปรอท รอยละ94.3   และเสียชวีิต 1 รายจากปอดติดเชื้อนิวโมซิสติสจิโรเวคซี  เนื่องจากเกดิ

ภาวะ adult respiratory distress syndrome (ARDS)    รวมกับภาวะมีลมร่ัวใน    ชองอก

(pneumothorax)  และการเกิดชองรั่วระหวางหลอดลมและเนื้อปอด (bronchopulmonary fistula) 
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1+2+3+4+5
2+3+4+5
1+2+3+5
2+3+4
2+3+5

 
รูปที่ 23   แสดงจํานวนผูปวยในแตละกลุมอาการตามเกณฑขอตกลงการวนิิจฉัยปอดติดเชื้อ      นิว

โมซิสติสจิโรเวคซี 

1=ไข  3  วนั  ถึง 3 สัปดาห ,   2=อาการเหนื่อยที่ดําเนนิไปอยางชาๆ,   3= ไอ,    4= ภาวะออกซเิจน

ในเลือดต่ํา,   5= ตอบสนองตอการรักษาดวัยยารักษา  PCP   

 

ตารางที่ 8  แสดงจํานวนผูปวยและจาํนวนครั้งที่เก็บเสมหะหรือน้าํลางปอดได 

จํานวนเสมหะที่เก็บได 

 

จํานวนผูปวย 

n=35 

รอยละ 

0  คร้ัง 3 8.6 

1  คร้ัง 2 5.7 

2  คร้ัง 2 5.7 

3  คร้ัง 28 80 

จํานวนน้ําลางปอดที่เก็บได 34* 97.1 
*ผูปวย 1 ราย จากทั้งหมด 35 ราย มีภาวะ  laryngospasm และ negative pressure  pulmonary  

edema จึงตองหยุดการเก็บน้ําลางปอด 1 ราย 

6 ราย 

17.1% 

1 ราย 

2.9% 

1 ราย 

2.9% 1 ราย 

2.9% 

26 ราย 

74.5% 
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ผูปวยรอยละ 97  ไดรับการเก็บตัวอยางสงตรวจภายใน 7 วัน หลงัเริ่มใหยารักษา PCP    

โดยมีระยะเวลาสงตรวจโดยเฉลี่ย   ระยะเวลาสงตรวจเร็วที่สุด และชาที่สุด   ดงัตารางที ่9 

 

ตารางที่9    แสดงระยะเวลาที่สงตรวจ specimen (จํานวนวนั) หลังใหยารกัษา PCP 

ระยะเวลาที่สงตรวจ  specimen 

หลังใหยารกัษา  (จํานวนวนั) 

เสมหะ1 เสมหะ2 เสมหะ3 น้ําลางปอด 

Mean  1.2  1.89  2.74  3.51 

Median  1  1  2  3 

Minimum  0  0  0  1 

maximum 15 15 16 16 

 

               ผลการตรวจเสมหะและน้ําลางปอดดวยการยอมสีชนิดตางๆ  อิมมูโนฟลูโอเรสเซน  และ 

ปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส ดังแสดงในตารางที ่10 

 

ตารางที่ 10 แสดงความไวการตรวจเสมหะและน้ําลางปอดดวยการยอมสีชนิดตางๆ  อิมมูโน        

ฟลูโอเรสเซน  และ ปฏิกิริยาลูกโซโพลเีมอรเรส  (n=35) 

                                       Sensitivity  (%)  

  ยิมซา  โกโมไร 

มิเทนนามิน

ซิลเวอร 

โทลูอิดีนบลูโอ 

 

อิมมูโน  

ฟลูโอเรสเซน   

 

ปฏิกิริยา

ลูกโซโพลี

เมอรเรส   

เสมหะ1 22.9     60        51.4     77.1    88.6   

เสมหะ2 20       54 .3    45.7     65.7    77.1   

เสมหะ3 20       54.3     51.4     77.1    88.6   

เสมหะบวก1ใน 3* 40       77.1     62.9     88.6    91.4   

น้ําลางปอด 94.3     97.1     97.1      97.1    97.1   
* เสมหะพบเชือ้ต้ังแต 1 specimen ข้ึนไปในการตรวจแตละวิธ ีถือวาเปนบวก 

 

จากการศึกษาพบวา   การตรวจเสมหะในแตละครั้งดวยปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส  และ    

สียอมเดียวกันมีความไวใกลเคียงกนั  โดยปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรสมีความไวสงูสดุ รอยละ 88.6   
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ยิมซา มีความไวต่ําสุด  รอยละ 22.9     เมื่อตรวจเสมหะ 3 คร้ัง พบวามีความไวเพิม่มากกวา    การ

ตรวจเสมหะครั้งเดียว   โดยปฏิกิริยาลูกโซโพลเีมอรเรสมีความไวเพิ่มข้ึนถงึ รอยละ 91.4              

อิมมูโนฟลูโอเรสเซน  รอยละ 88.6    โกโมไรมิเทนนามนิซิลเวอร  รอยละ 77.1   โทลูอิดีนบลูโอ  รอย

ละ 62.9   สวนยมิซามีความไวต่ําสุด  รอยละ 40    การตรวจน้าํลางปอดมีความไวสงู  และไม

แตกตางกนัในแตละสียอม     อิมมูโนฟลูโอเรสเซนและปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส    เมื่อใช n  เปน

จํานวนเสมหะหรือน้ําลางปอดที่เก็บไดเทานั้น  จะพบวาความไวของการตรวจเสมหะ 3  คร้ัง ดวยโก

โมไรมิเทนนามินซิลเวอร สูงถึง รอยละ  84.3    อิมมโูนฟลโูอเรสเซน รอยละ 96.9   และปฏิกิริยา

ลูกโซโพลเีมอรเรส  รอยละ100   

 

ตารางที่ 11  แสดงความไวการตรวจเสมหะและน้ําลางปอดดวยการยอมสีชนิดตางๆ  อิมมูโน       

ฟลูโอเรสเซน และปฏิกิริยาลูกโซโพลเีมอรเรส เมื่อใช n เปนจํานวนเสมหะหรือน้าํลางปอดทีเ่ก็บได

เทานัน้ 

                Sensitivity(%)  ถา n เปนเสมหะที่เก็บได  n 

Total=35 ยิมซา โกโมไร 

มิเทนนามิน

ซิลเวอร 

โทลูอิดีนบลู

โอ 

 

อิมมูโน    

ฟลูโอเรสเซน   

 

ปฏิกิริยา

ลูกโซโพลี

เมอรเรส   

เสมหะ1 31 25.8    67.7     58     87.1    100   

เสมหะ2 28 25       67.9     57     82.1    96.4   

เสมหะ3 31 22.5    61.3     58     87.1    100   

เสมหะบวก1ใน 3๕ 32 43.8    84.3     68.8   96.9    100   

น้ําลางปอด 34 97       100      100    100     100    
* เสมหะพบเชือ้ต้ังแต 1 specimen ข้ึนไปในการตรวจแตละวิธ ีถือวาเปนบวก 

 

การตรวจเสมหะครั้งที่ 2  เพิม่ความไวจากการตรวจครั้งแรก รอยละ 2.9-11.5   คร้ังที่ 3  

เพิ่มความไวจากการตรวจ 2  คร้ัง  รอยละ 2.9 -8.6  โดยขึ้นกับชนิดสียอม   และการตรวจ            

น้ําลางปอด กจ็ะเพิ่มความไวเมื่อตรวจไมพบเชื้อจากเสมหะดวย   
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ตารางที่ 12  แสดงการเพิ่มความไวการตรวจเสมหะเมื่อเพิ่มจํานวนครัง้การตรวจเสมหะหรือเมื่อ  

สองกลองตรวจน้ําลางปอด (n=35) 

 เสมหะ1  
(%sensitivity) 

 

 

เสมหะ2 
(%sensitivity ที่

เพิ่มขึ้นเมื่อเสมหะ

ครั้งที่ 1 ไมพบเชื้อ) 

เสมหะ3 
(%sensitivity ที่

เพิ่มขึ้นเมื่อเสมหะ

ครั้งที่ 1+2 ไมพบ

เชื้อ) 

น้ําลางปอด 
(%sensitivity ที่

เพิ่มขึ้นเมื่อเสมหะ

ครั้งที่ 1+2+3 ไม

พบเชื้อ) 

ยิมซา 22.9    11.5    5.7     57.1   

โกโมไรมิเทนนามินซิลเวอร 60       11.5     5.7     22.9   

โทลูอิดีนบลูโอ   51.4     5.7       5.7      13      

อิมมูโนฟลูโอเรสเซน 77.1     2.9       8.6      11.5    

ปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส 88.6     0          2.9         8.6    

 

ตารางที่ 13  เปรียบเทียบความไวการตรวจเสมหะ 3 คร้ังในแตละวธิีกบัการตรวจน้าํลางปอด (n=35) 

                 Sensitivity (%)  

เสมหะพบเชื้อ 

1ใน 3 คร้ัง 

น้ําลางปอด 

ยิมซา 40        94.3     

โกโมไรมิเทนนามินซิลเวอร 77.1     97.1     

โทลูอิดีนบลูโอ   62.9     97.1      

อิมมูโนฟลูโอเรสเซน 88.6     97.1      

ปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส 91.4     97.1      

 

การยอมเสมหะหลายวธิีจะเพิ่มความไวมากขึ้น ในการยอมเสมหะครั้งแรก   ถายอม

cytochemical stain  2 วิธ ี  การยอมโกโมไรมิเทนนามนิซิลเวอร  และโทลูอิดีนบลูโอดีที่สุด โดยมี

ความไว รอยละ 74.3   ถาใช 3 วิธ ีมีความไวเพิ่มข้ึนเปน รอยละ 77.1  และถาใช รวมกับอิมมูโน  ฟลู

โอเรสเซนดวยจะมีความไวรอยละ 80    ใชรวมกับปฏิกริิยาลูกโซโพลีเมอรเรส จะมีความไว  รอยละ 

88.6    และถาตรวจเสมหะ 3 คร้ัง มีความไวสูงถงึ รอยละ 91.5    เมื่อใช n เปนจํานวนเสมหะที่เกบ็

ไดเทานัน้  จะมีความไวสงูถงึ รอยละ 100 
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ตารางที่ 14  แสดงการเพิ่มความไวการตรวจเสมหะเมื่อเพิ่มจํานวนครัง้การตรวจเสมหะ  โดยการ

ยอมสี 2-4 วิธี และปฏิกิริยาลูกโซโพลเีมอรเรส  (n=35) 

 Sensitivity (%)   

เสมหะ 1  เสมหะ1+ 2 เสมหะ1+2+3 

Giemsa+GMS+toluidine blue+PCR 88.6 88.6 91.5 

Giemsa+GMS+toluidine blue+IFA 80 85 91.5 

Giemsa+GMS+toluidine blue 77.1 82.9 85.7 

GMS+toluidine blue 74.3 80 82.9 

Giemsa+GMS 68.6 82.9 85.7 

Giemsa+toluidine blue 54.3 65.7 71.4 

เสมหะพบเชื้อในการยอมสีตั้งแต 1 วิธีข้ึนไปในการยอมส2ี-4 วิธีในแตละspecimen ถอืวาเปนบวก 
Giemsa  =   ยิมซา,  GMS  =   โกโมไรมิเทนนามินซิลเวอร,   toluidine blue =   โทลูอิดีนบลูโอ,                      

IFA  =   อิมมูโนฟลูโอเรสเซน,  PCR  =   ปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส 

 

ตารางที่ 15  แสดงการเพิ่มความไวการตรวจเสมหะเมื่อเพิ่มจํานวนครัง้การตรวจเสมหะ                

โดยการยอมสี 2-4 วิธ ีและ ปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส  เมื่อใช n เปนจํานวนเสมหะที่เก็บไดเทานัน้ 

 Sensitivity(%)  n=32 

เสมหะ1  เสมหะ1+2 เสมหะ1+2+3 

Giemsa+GMS+toluidine blue+PCR 96.9 96.9 100 

Giemsa+GMS+toluidine blue+IFA 87.5 93.8 100 

Giemsa+GMS+toluidine blue 84.4 90.6 93.8 

GMS+toluidine blue 81.3 87.5 90.6 

Giemsa+GMS 75 90.6 93.8 

Giemsa+toluidine blue 59.4 71.9 78.1 

เสมหะพบเชื้อในการยอมสีตั้งแต 1 วิธีข้ึนไปในการยอมส2ี-4 วิธีในแตละspecimen ถอืวาเปนบวก 
Giemsa  =  ยิมซา,  GMS  =  โกโมไรมิเทนนามินซิลเวอร,   toluidine blue  =  โทลูอิดีนบลูโอ,     IFA  =   อิมมูโน

ฟลูโอเรสเซน,  PCR  =   ปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส 

 

การตรวจเสมหะครั้งแรกดวยวิธีอิมมูโนฟลูโอเรสเซน รวมกับ cytochemical stain อ่ืนๆ  

เพิ่มความไวจากการยอมอิมมูโนฟลูโอเรสเซนเพียงอยางเดียวเพียงเล็กนอยเทานัน้   สวนการตรวจ
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ดวยปฏิกิริยาลูกโซโพลเีมอรเรส มีความไวสูงมาก รอยละ100  เมื่อใช n เปนจํานวนเสมหะที่เก็บได  

จึงสามารถใชตรวจเพียงวธิีเดียวได โดยไมมีความจาํเปนตองใชรวมกับวิธีอ่ืน  (ตารางที่ 16)   

 

ตารางที่ 16  เปรียบเทียบความไวที่เพิ่มข้ึนจากการยอมดวยอิมมโูนฟลูโอเรสเซน และการตรวจดวย

วิธีปฏิกิริยาลกูโซโพลเีมอรเรส (n=35) 

n=35 เสมหะ1 

PCR 88.6% 

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

Giemsa+ GMS+ toluidine blue+ IFA 80% 

Giemsa+ GMS+ IFA 80% 

Giemsa+ toluidine blue+ IFA 80% 

GMS+ toluidine blue+ IFA 80% 

Giemsa+ IFA 77.1% 

toluidine blue+ IFA 80% 

GMS+ IFA 80% 

IFA 77.1% 

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

IFA  =   อิมมูโนฟลูโอเรสเซน,  PCR  =   ปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส 
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บทที่ 7 
 

การอภิปรายผลการศึกษา 
 

 ปอดติดเชื้อนิวโมซิสติสจิโรเวคซี (PCP) เปนการติดเชื้อฉวยโอกาสที่พบไดบอยในผูปวย

เอดส ถึงแมวาผูปวยจะไดรับการรักษาแบบ empirical treatment ก็ตาม แตในผูปวยทีม่ีอาการปอด

ติดเชื้อรุนแรง หรือตอบสนองการรักษาชา หรือเคยไดรับยาปองกันการติดเชื้อ นวิโมซิสติสจิโรเวคซี 

มากอน ควรไดรับการตรวจยืนยนัการติดเชื้อ  

 เนื่องจากเชื้อนิวโมซิสติสจิโรเวคซี ไมสามารถเพาะเชื้อไดในหลอดทดลอง การยอมสี 

cytochemical stain อิมมูโนฟลูโอเรสเซน และตรวจ ปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรสจากเสมหะ หรือ น้ํา

ลางปอด จงึเปนการตรวจทางหองปฎิบัตกิารเพื่อใชในการวนิิจฉัย  

 ผลการตรวจยอมสีจากเสมหะ และน้าํลางปอด มีความไวแตกตางกันในแตละการศึกษา 

โดยขึ้นกับชนดิสีที่ยอมและวิธีการศึกษา ดังไดกลาวไวแลวขางตน การยอมจากน้าํลางปอดมี ความ

ไวมากกวาการยอมจากเสมหะ ในหลายการศึกษาพบวาการยอมเสมหะหลายครั้งเพิ่มความไวใน

การตรวจ เชื้อมากขึ้น โดยเฉพาะในการศึกษาของ Narasimha และคณะ[11] พบวาการตรวจเสมหะ

โดยการยอมสี โทลูอิดนีบลูโอ 3 คร้ังเพิ่มความไวจาก รอยละ 20-40 เปน 70 ซึ่งการศึกษาดงักลาว

ไดผลเชนเดียวกับการศึกษานี้ ซึ่งพบวาการตรวจเสมหะ 3 คร้ัง เพิ่มความไวของการตรวจเชื้อโดยการ

ยอมสียิมชา เพิ่มความไวจาก รอยละ22.9 เปน 40 โกโมไรมิเทนามนิซิลเวอร เพิ่มความไวจาก รอย

ละ 60 เปน 77.1 โทลูอิดนีบลูโอเพิ่มความไวจาก รอยละ 51.4 เปน 62.9 อิมมูโนฟลูโอเรสเซน เพิ่ม

ความไวจาก รอยละ 77.1 เปน 88.6 และปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส เพิ่มความไวจาก รอยละ 88.6 

เปน 91.4 โดยปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส มีความไวสงูถงึ รอยละ 100 เมื่อนับเฉพาะเสมหะที่เกบ็ได 

  การตรวจยอมสีจากเสมหะครั้งที่ 2 และ 3 เพิ่มความไว รอยละ 2.9-11.5 แตกตางกัน ตาม

สียอม ยิมชาและโกโมไรมิเทนามนิซิลเวอรเพิ่มความไวจากการยอมครั้งที่ 2 รอยละ11.5 คร้ังที ่ 3 

รอยละ 5.7 โทลูอิดีนบลูโอเพิ่มความไวจากการยอมครัง้ที่ 2 รอยละ 5.7 คร้ังที่ 3 รอยละ 5.7 อิมมูโน

ฟลูโอเรสเซนเพิ่มความไวจากการยอมครัง้ที่ 2 รอยละ2.9 คร้ังที ่3 รอยละ8.6 สวนปฏิกิริยาลูกโซโพลี

เมอรเรส ไมเพิ่มความไว เนื่องจากความไวรอยละ 100 อยูแลว ความไวของปฏิกิริยาลูกโซโพลเีมอร

เรสที่เพิ่มข้ึนเปนผลจากจํานวนเสมหะที่เก็บไดเพิ่มข้ึนในครั้งที ่2 และ 3 การยอมอิมมูโนฟลูโอเรสเซน 

และปฏิกิริยาลูกโซโพลเีมอรเรส มีความไวมากกวา การยอมดวยวิธีอ่ืนๆ แตตรวจไดในบางแหง

เทานัน้ และมรีาคาแพง  
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 การตรวจเชื้อดวยหลายวิธีรวมกนั เพิ่มความไวไดมากเชนเดียวกัน โดยการยอม โกโมไรมิเท

นามนิซิลเวอร กับ โทลูอิดีนบลูโอมีความไว รอยละ 74.3 โกโมไรมิเทนามนิซิลเวอร, โทลูอิดนี บลูโอ 

กับ ยิมชา มีความไว รอยละ 77.1 ซึ่งใกลเคียงกับการยอมอิมมูโนฟลูโอเรสเซน (รอยละ77.1 ) ซึ่ง

เปนวธิีทีท่ําไดในโรงพยาบาลสวนใหญ และราคาถูกกวา การใช อิมมูโนฟลูโอเรสเซน รวมกับ 

cytochemical stain อ่ืนๆ สามารถเพิ่มความไวได แตไมมาก 

 การยอมเสมหะหลายๆ ครั้งและยอมหลายวธิีมีความไวสูงมาก โดยถายอมเสมหะ 3 คร้ัง 

ดวย 4 วิธ ี มคีวามไวสงูถงึ รอยละ 91.5 สามารถเพิ่มการวนิิจฉัย และลดความจาํเปนในการ สอง

กลองไดมาก 

ซึ่งผลการศึกษานีม้ีความแตกตางจากการศึกษาของ Mishra M. และคณะ[75] ที่พบวา 

 การยอมสีหลายวธิีไมเพิม่ความไวการตรวจเชื้อ โดยทาํการศึกษาผูปวยเอดสที่สงสัยการติดเชื้อ นิว

โมซิสติสจิโรเวคซี ตั้งแตป ค.ศ.1999 ถึง 2005 พบเชื้อ 279 ใน 1101 ของเสมหะที่สงตรวจ ใน 279 

เสมหะนัน้ ยอมโกโมไรมิเทนามินซิลเวอร รอยละ 100 โทลูอิดีนบลูโอ รอยละ 98.2 และ ยิมชา รอย

ละ 91.78  

 อยางไรก็ตาม การตรวจเชือ้จากน้ําลางปอด ยังเปนวิธทีี่มีความไวสงู การยอม 4 วิธีและ

ตรวจปฏิกิริยาลูกโซโพลเีมอรเรส มีความไวใกลเคียงกนัมาก รอยละ 94-97 จึงยังคงเปนวธิีมาตรฐาน

ในการวินิจฉยั แตอาจมีภาวะแทรกซอนรนุแรงจากการสองกลองได จึงควรทําในผูปวยที่ตรวจเสมหะ

ไมพบเชื้อเทานั้น 

ในแงของระยะเวลาการเก็บเสมหะและน้ําลางปอด หลังใหการรักษาอาจจะมีผลตอ การพบ

เชื้อหรือไมนัน้ ยงัไมมีการศึกษาถึงระยะเวลาที่เหมาะสม วาควรทําภายในกี่วนัจึงจะมีผลตอความไว

การตรวจนอยที่สุด ในการศึกษายุคเริ่มแรกของการระบาดเชื้อนวิโมซิสติสจิโรเวคซีในผูปวยเอดส 

พบวาเชื้อจะอยูไดนานในผูปวยเอดสมากกวาผูปวยภูมคิุมกันโรคบกพรองจากเหตุอ่ืน ในชวงกลาง

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

เชื้อนิวโมซิสติสตอการรักษาดวยยา trimethoprim-sulfamethoxazole หรือ pentamidine ติดตาม

ตรวจเชื้อโดยวธิี lung biopsy พบเชื้อนิวโมซิสติสจิโรเวคซี ในสัปดาหที่ 3 หลังเริ่มการรักษา รอยละ 

64 และ 38 ตามลําดับ ตอมา Water J.และคณะ [76] ไดตรวจเสมหะผูปวยเอดสที่ติดเชื้อนวิโมซิ

สติสจิโรเวคซี หลังใหการรักษาดวยยามาตรฐาน 3 สัปดาห 24 ราย ในสัปดาหที่ 2, 3 ,4 และ 6 ดวย

การยอมอิมมูโนฟลูโอเรสเซน ผูปวยสวนใหญยังคงพบเชื้อจากเสมหะระหวางใหการรักษา รอยละ 

88 (21 ใน 24 ราย) ยังคงพบเชื้อจากเสมหะในสัปดาหที่ 2 รอยละ 76 (16 ใน 21 ราย) ยังคงพบเชื้อ

ในสัปดาหที่ 3 โดยผูปวยทุกรายมีอาการและภาพรังสปีอดดีขึ้น มีผูปวย 17 ราย ที่ติดตามถงึ 6 

สัปดาห ในสปัดาหที่ 4 ยังพบเชื้อ รอยละ 29 (5 ใน 17 ราย) และในสัปดาหที่ 6 ยังพบเชื้อ รอยละ 24 
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(4 ใน 17 ราย) จากการศกึษาดงักลาว จึงควรเก็บเสมหะเพื่อสงตรวจภายในสัปดาหแรก การศึกษา

ของเรา ผูปวยสวนใหญไดรับการตรวจภายในสัปดาหแรก มีผูปวย เพียง 1 รายที่ตรวจเสมหะวันที่ 

15 หลังใหการรักษาเนื่องจากผูปวยรับการรักษาที่โรงพยาบาลอืน่มากอน สวนน้ําลางปอด มีผูปวย 2 

รายที่ตรวจเกนิ 7 วัน (9 และ 16 วนั) โดยผูปวยดังกลาวยงัคงตรวจพบเชื้อทั้งจากเสมหะและน้าํลาง

ปอด  

สําหรับวธิีการกระตุนเสมหะเพื่อสงตรวจเชือ้ ยังไมมีการศึกษาวธิีการมาตรฐาน การศึกษานี้

เลือกใช large volume ultrasonic nebulizer เนื่องจากผูปวย PCP สวนใหญไมมีเสมหะ หรือมี

เสมหะปริมาณนอย การกระตุนดวย ultrasonic nebulizer มีประสิทธิภาพการกระตุนเสมหะดีกวา 

jet nebulizer droplet mass เล็กกวา ใชปริมาณสารละลายกระตุนเสมหะไดมากกวาโดยใชเวลาใน

การกระตุนสัน้กวา ทําใหไดปริมาณเสมหะมากพอที่จะสงตรวจ และการศึกษาสวนใหญ กอนหนานี้

ใชวิธีดังกลาว เลือกใช 3% saline (hypertonic saline) ถึงแมวาจะไมมีขอมูลชัดเจนวามี

ประสิทธิภาพการกระตุนเสมหะดีกวา normal saline แตเชื่อวานาจะทาํใหไดปริมาณเสมหะ ตาม

ตองการมากกวา การใช hypertonic saline อาจทาํใหมหีลอดลมหดรัดตัวไดมากกวา normal 

saline แตจากการศึกษาในทีน่ี้ไมพบวามีภาวะดงักลาวเกิดขึ้น 

Leigh และคณะ[77] ศึกษาผลของการกระตุนเสมหะ ตอการลดลงของออกซิเจน และ การ

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

เปรียบเทยีบระหวางคนปกติ 15 ราย ผูปวยเอดสที่ไมมีอาการ 10 ราย และผูปวยเอดสที่เปน PCP 

110 ราย พบวา ผูปวยเอดสที่เปน PCP มีออกซิเจนสูงสุดขณะพนยา ออกซิเจนตลอดระยะเวลา

ระหวางการพนยาต่าํกวา การลดลงของออกซิเจน และFEV1 มากกวา ผูที่ไมไดเปน PCP จาก

การศึกษานี้ พบวาการกระตุนเสมหะผูปวยมีออกซเิจนลดลงระหวางการพนยา โดยเฉพาะเวลาไอ 

แตสามารถแกไขไดโดยการเพิ่มออกซิเจน ไมมีภาวะหายใจลมเหลวเกดิขึ้น จึงเปนวธิีที่ปลอดภัยและ 

ผูปวยสามารถทนได (tolerable) แมมีออกซิเจนต่ําอยูเดมิ 

 เนื่องจาก PCP สามารถเกิด nosocomial transmission ได โดยมีรายงานจากหลาย

การศึกษาถึงการสัมผัสผูปวยที่เปน PCP มากอน และติดเชื้อ PCP ตามมาภายหลงั [78] ดังแสดงใน

ตารางที ่ 17 แตรายงานเหลานี้มีขอจํากัด ยังไมมีการศึกษา genotype ของเชื้อเพื่อยืนยนัวาผูที่ปวย

เปน PCP หลงัจากสัมผัสเชือ้ มีgenotype ของเชื้อแบบเดียวกนั ตอมา Boer และคณะ [79] ศึกษา 

case control analysis โดยตรวจ genotype ของเชื้อนิวโมซิสติสจิโรเวคซี ในผูปวยที่ไดรับการ

เปลี่ยนไตที่เปน PCP 22 ราย พบวา ม ี 1 predominant genotype และทํา transmission map 

พบวาม ี nosocomial transmission แตไมสามารถประเมินไดวา ติดเชื้อมาจากการสัมผัสผูปวยที่
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เปน PCP ที่เปน index case จากบุคลากรที่เปนพาหะของเชื้อนวิโมซิสติส หรือจากสิง่แวดลอมใน

โรงพยาบาล 

 

ตารางที่17 แสดงรายงานการศึกษาถึงการสัมผัสผูปวยที่เปน PCP มากอน และติดเชื้อ PCP ตามมา

ภายหลงั [78] 

ป จํานวนผูปวย Observation period 

(เดือน) 

โรค ประวัติการสัมผัส 

ผูปวยที่เปน PCP 

1965 3 4 1 leukemia 

2 no predisposing 

illness 

Share household 

1969 2  2 Lymphoma Share hospital room 

1970 19 18 Pediatric malignancies In and out patient 

hospital contact 

1975 2 12 Myeloma lymphoma Share household 

1975 11  3 Lymphoma leukemia In and out patient 

hospital contact 

1978 10 10 Pediatric malignancies out patient hospital 

contact 

1990 2 2 Leukemia Share hospital room 

1990 10 4 Renal transplant 

recipients 

Inpatient hospital 

contact 

1991 5 22 Renal transplant 

recipients 

Out patient hospital 

contact with AIDS  

1991 5 3 no predisposing illness In and out patient 

hospital contact 

1994 3 1.5 Pediatric malignancies Share hospital room 

1997 6 1-5 HIV infection Share households 
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  Sergio และคณะ[80] ศึกษาการติดตอของโรค โดยตรวจดวยวธิีปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส 

จาก deep nasal swab และ antibody โดย Index case คือผูปวยเด็กอาย ุ8 เดือน ปวยเปน PCP

และไมไดเปนโรคเอดส ตรวจมารดาผูปวย บุคลากรทางการแพทยที่สัมผัสผูปวย 2 ราย และบุคลากร

ทางการแพทยที่ไมไดสัมผัสผูปวย 30 ราย ตรวจพบเชือ้ในผูที่สัมผัสผูปวยทุกราย และไมพบเชื้อใน

บุคลากรทางการแพทยที่ไมไดสัมผัสผูปวยเลย และผูที่สัมผัสผูปวยทุกรายมี antibody ตอเชื้อ แต

ตรวจติดตามตอไปแลวไมเพิ่มข้ึนรวมทัง้ไมมี serological response และไมปวยเปนโรคดวย 

 ตอมามีรายงานการตรวจพบเชื้อในบุคลากรทางการแพทยที่ไมไดสัมผัสผูปวยดวย โดย

พบวาบุคลากรทางการแพทยที่สัมผัสผูปวยเอดสมีความเสี่ยงตอการเปนพาหะของเชือ้นิวโมชิสติส 

รอยละ 24 มากกวาที่ไมไดสัมผัสผูปวยซึง่พบเพียงรอยละ 11 แตเชื้อที่พบในบุคลากรทางการแพทย

ที่เปนพาหะ มีหลาย genotype และบาง genotype ไมพบในพืน้ทีน่ัน้ จึงอาจมีการ รับเชื้อมาจาก

ส่ิงแวดลอมอ่ืนดวย ถงึแมวาการกระตุนเสมหะ จะมีความเสี่ยงตอ nosocomial transmission ก็ตาม

[81-84] แตผูที่ไดรับเชื้อไมไดปวยเปนโรคดวย จงึไมมีความสาํคัญทางคลินิก  

 ผูปวย PCP มักตดิเชื้อฉวยโอกาสชนิดอืน่รวมไดบอย โดยมีรายงานการพบเชื้อ

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

Mycobacterium avium intracellulare และแบคทีเรียอื่นๆ จากการยอมหรือเพาะเชื้อในเนื้อเยื่อ

ปอดที่สงตรวจในผูปวย PCP [85-87] การพบเชื้อวัณโรครวมดวยมีรายงานจํานวนนอย [88-90] 

ทั้งนี้อาจเปนเพราะการศึกษาสวนใหญทําในประเทศที่มคีวามชกุของวณัโรคต่ํา Dragano และคณะ 

[91] ทําการศึกษาแบบ retrospective ในประเทศแอฟรกิาใต ซึง่มีความชุกของวัณโรค 386 รายตอ

ประชากร 100,000 ราย มผูีปวยเอดสทีพ่บเชื้อวัณโรครวมกับ PCP 39 ราย (รอยละ 9.9 ของผูปวย 

PCPในชวงเวลาทีท่ําการศึกษา) โดยการตรวจเชื้อจากเสมหะดวยวธิอิีมมูโนฟลูโอเรสเซนของเชื้อนิว

โมชิสติส ยอม Acid fast bacilli (AFB) และเพาะเชื้อวัณโรค ผูปวยดังกลาวมีอาการไอ รอยละ 82 

ไอเปนเลือดรอยละ 5 น้ําหนักลดรอยละ 79 เหงื่อออกกลางคนืรอยละ 45 เหนื่อย รอยละ 34 ไข รอย

ละ 32 มีผูปวย 10 รายที่ทราบวาเปนวัณโรคกอนการรักษา ผูปวยเอดส 39 รายนี ้ มีภาพรังสีปอด

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

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

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

 พบเชื้อวัณโรคจากตรวจเสมหะ AFB 20 ราย ตรวจ AFB จากไขกระดูก 1 ราย ตอม

น้ําเหลือง 1 ราย เพาะเชื้อวณัโรคจากเสมหะ 21 ราย จากไขกระดูก 10 ราย น้ําในโพรง เยื่อหุมปอด 

4 ราย จากเลอืด ตอมน้ําเหลือง และ bronchial wash อยางละ 1 ราย  
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Klein และคณะ[92] ศึกษาการติดเชื้อวณัโรครวมในผูปวยที่สงสัยPCP โดยศึกษาผลตรวจ

เสมหะในผูปวยที่สงสัยPCP และไดรับการตรวจอิมมูโนฟลูโอเรสเซนของเชื้อนวิโมชสิติส AFB และ

เพาะเชื้อวัณโรค 373 ราย 519 ตัวอยาง พบเชื้อ PCP 136 ใน 519 ตัวอยาง(รอยละ 26) 

Mycobacterium tuberculosis 10 ตัวอยาง(รอยละ1.9) ในผูปวย 9 ราย ตรวจพบผลบวกจาก AFB 

9 ตัวอยาง(รอยละ1.7) 7 ใน 9 ตัวอยาง(รอยละ78)เพาะเชื้อข้ึนเปน Mycobacterium tuberculosis 

2 ใน 9 ตัวอยาง(รอยละ22)เพาะเชื้อข้ึนเปน Mycobacterium avium complex 66 ตัวอยางเพาะเชื้อ 

Mycobacterium ขึ้นโดยที ่ AFB เปนผลลบ 3 ใน 66 ตัวอยาง(รอยละ4.5) เพาะเชื้อข้ึนเปน 

Mycobacterium tuberculosis และ 63 ตัวอยาง ข้ึนเปน Mycobacterium อ่ืนๆ ผูปวย 6 ใน 9 ราย

ทราบวาเปนวณัโรคมากอน ผูปวย 1 ใน 9 รายไมมีอาการทางคลนิิกทีส่งสัย วัณโรคเลย  

 ในการศึกษาครั้งนี้ พบการติดเชื้อวัณโรครวมดวย 4 ราย ทราบวาเปนวัณโรคมากอน 1 ราย 

โดย 2 ราย ตรวจพบผลบวกจาก AFB และรักษาวัณโรคแลวอาการดีขึ้น 1 ราย ไมพบเชื้อวัณโรค แต

ยังคงมีไข รับประทานอาหารไมได น้ําหนกัลด หลงัรับการรักษา PCP แมวาออกซิเจนจะเพิ่มข้ึนเปน

ปกติแลวก็ตามและอาการดีขึ้นหลงัรับการรักษาวัณโรค แตการศึกษานี้มีขอจํากัด ไมไดสงเพาะเชื้อ

วัณโรคทุกราย ผูปวย 4 รายนี้มีภาพรังสีปอด diffuse reticular infiltration ทุกรายไมมีตอมน้ําเหลอืง

ที่ขั้วปอดโต หรือ น้ําในโพรงเยื่อหุมปอดเลย 

 อยางไรก็ตามเนื่องจากวัณโรคเปน airborne transmission ผูปวย PCP อาจมีการติดเชื้อ

วัณโรครวมดวย การกระตุนเสมหะจงึควรคํานึงถึงการแพรเชื้อวัณโรคสูบุคลากรทางการแพทยและ

ผูปวยอื่นๆ จึงควรทําการกระตุนเสมหะในหองแยกที่ม ีnegative pressure เพื่อลดความเสีย่งนี ้

 สําหรับคาใชจายในการสงตรวจ วธิีการตรวจเสมหะจงึประหยัดกวามาก โดยสามารถเลือก

วิธีการยอมตามศักยภาพของแตละโรงพยาบาลดังรูปที่ 24 
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ผูปวยเอดสที่สงสัย PCP                                            สองกลอง           (1000     บาท) 

 

กระตุนเสมหะ                                                                                     (100      บาท) 

 

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

                               

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

 

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

 

รูปที่24 แสดงราคาการสงตรวจเสมหะ การสองกลอง และการตรวจเชื้อโดยวิธีตางๆ ของโรงพยาบาล

จุฬาลงกรณ * PCR ยังไมเปดบริการ อยูในโครงการวิจยัเทานัน้ 

 

ประสิทธิภาพในการวินิจฉยัและความคุมทนุจากการตรวจเชื้อจากเสมหะขึ้นกับความชุก

ของผูปวย PCP ในประชากรดวย [93,94] ถามีความชุกมาก ประสิทธิภาพในการวินิจฉยัและความ

คุมทุนยิ่งสงู ตัวอยางเชน ทีซ่านฟรานซิสโก ประเทศสหรัฐอเมริกา มคีวามชกุ PCP ในประชากรที่รับ

การตรวจเชื้อจากเสมหะรอยละ 75 ความไวของการตรวจเสมหะรอยละ 92 ลดความจาํเปนในการ

สองกลองไดรอยละ 61 ทีป่ารีส ประเทศฝรั่งเศส มีความชกุPCP ในประชากรทีศ่ึกษารอยละ 30 

ความไวของการตรวจเสมหะ เพียงรอยละ 56 ลดความจําเปนในการ สองกลองไดรอยละ 17 จาก 

Statistic model ความชุก PCP ในประชากรที่รับการตรวจเชื้อจากเสมหะนอยกวารอยละ 48 จะลด

ประสิทธิภาพในการวินิจฉยัและความคุมทนุเปนอยางมาก สําหรับการศึกษาในทีน่ี้ ความชกุของ 

PCP ในผูปวยที่มาโรงพยาบาลจุฬาลงกรณดวยอาการดังกลาวและไดรับการตรวจเชื้อจากเสมหะนี้

สูง จงึมีความคุมคาเปนอยางมาก  

 การศึกษานี้มขีอจํากัด ไมสามารถประเมนิ ความจําเพาะ negative predictive value และ 

positive predictive value ได เนื่องจากผูปวยที่มีอาการสงสัย PCPตามขอตกลงเบื้องตน ตรวจพบ

เชื้อ PCP ทุกราย แตการวจิัยนี้ไดแกไขโดยสง respiratory specimen ของ ผูปวยที่มาตรวจดวยโรค

อ่ืนเปน negative control ซึ่งพบวาไมมีผลบวกลวง 

 การที่ผูปวยทีม่ีอาการสงสัย PCPตามขอตกลงเบื้องตน ตรวจพบเชื้อ PCP ทุกราย อาจเปน

เพราะความชกุของ PCP ในผูปวยที่มาโรงพยาบาลจุฬาลงกรณดวยอาการดังกลาวนี้สงู จงึสามารถ

ใชอาการทางคลินิกในการวนิิจฉัยไดอยางแมนยํา  



 54 

ถึงแมวา PCP สามารถวินิจฉัยโดยใชอาการทางคลินกิ และใหการรักษาแบบ empirical ได

โดยติดตามอาการตอบสนองทางคลนิิกหลังใหการรักษา แตมผูีปวยบางรายดังไดกลาวไวแลว

ขางตน ที่มีความจาํเปนตองไดรับการตรวจยนืยนัการติดเชื้อนี้ ดังนั้นการศึกษานี้จึงใหขอสรุปและ

แนวทางการเลือกใชสิ่งสงตรวจ ตลอดจนวิธกีารตรวจตางๆ ซึง่ไดรับการประเมนิทั้งในเชิงคุณสมบัติ

การตรวจวนิิจฉัยและความคุมคาในเชงิเศรษฐกิจ อันจะเปนแนวทางในการวางมาตรการในการ

วินิจฉยัโรค PCP ตอไปอยางมีประสิทธิภาพ  
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บทที่ 8 
 

สรุปผลการวจิัยและขอเสนอแนะ 
 

การวนิิจฉัย PCP มีขอจํากัด เนื่องจากไมสามารถเพาะเชือ้ได ผูปวย PCP สวนใหญมีเสมหะ

ปริมาณนอย การสองกลองเพื่อตรวจหาเชื้อในน้ําลางปอด (BAL)จึงเปนวิธมีาตรฐาน แตปจจุบัน

พบวาการกระตุนเสมหะเพื่อตรวจหาเชื้อมคีวามไวในการวินิจฉัยมากขึน้ การศึกษานี้ยนืยัน

ความสาํคัญในการตรวจเสมหะเพื่อหาเชือ้ในผูปวย PCP เนื่องจากเปนวธิีการ noninvasive ไมมี

ภาวะแทรกซอนรุนแรง และลดความจาํเปนในการสองกลองได โดยขั้นตอนการวินิจฉยัการตดิเชื้อ

ควรทําตามขั้นตอนตามที่แสดงในรูปที ่24 สําหรับสรุปจากการศึกษานี้มีดังนี ้

1.การตรวจเสมหะดวยวธิี ปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส และ อิมมูโนฟลูโอเรสเซน มีความไว

มากกวา โกโมไรมิเทนามินซลิเวอร โทลูอิดีนบลูโอ และ ยมิชา ตามลําดบั  

2.การตรวจเสมหะ 3 คร้ัง ชวยเพิ่มความไวของการตรวจเชื้อ การยอม ยมิชา เพิ่มความไว

จากรอยละ 22.9 เปน 40 โกโมไรมิเทนามินซิลเวอร เพิ่มความไวจากรอยละ 60 เปน 77.1 โทลอิูดี

นบลูโอเพิ่มความไวจากรอยละ 51.4 เปน 62.9 อิมมูโนฟลโูอเรสเซนเพิม่ความไวจาก รอยละ77.1 

เปน 88.6 ปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส เพิม่ความไวจากรอยละ 88.6 เปน 91.4  

 3.การตรวจเชือ้ดวยหลายวธิีรวมกนัเพิม่ความไวไดมาก โดยการยอมเสมหะครั้งแรก โกโมไร

มิเทนามนิซิลเวอรกับโทลูอิดนีบลูโอมีความไวรอยละ 74.3 โกโมไรมิเทนามนิซิลเวอร , โทลูอิดนีบลโูอ

กับยิมชา มีความไวรอยละ77.1 ซึ่งใกลเคียงกับการยอมอิมมูโนฟลูโอเรสเซน (รอยละ 77.1)  

 4.การตรวจเสมหะดวยวธิี อิมมูโนฟลูโอเรสเซน หรือ ปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส มี ความ

เหมาะสมสาํหรับการตรวจเสมหะในโรงพยาบาลที่มหีองปฏิบัติการทีส่ามารถตรวจได แตใน

โรงพยาบาลทีไ่มมีอุปกรณและน้ํายายอม สามารถตรวจดวยวิธ ีโกโมไรมิเทนามนิซิลเวอร กับ โทลอิูดี

นบลูโอ หรือ โกโมไรมิเทนามินซิลเวอร , โทลูอิดีนบลูโอกับยิมชา รวมกันทดแทนได ถาตรวจไมพบ

เชื้อจากเสมหะครั้งแรก ควรตรวจเสมหะซ้าํอยางนอย 3 คร้ัง 

 5.ผูปวยที่ไมมีเสมหะหรือตรวจไมพบเชื้อจากเสมหะ 3 คร้ัง ใหสองกลองเพื่อตรวจหาเชื้อใน

น้ําลางปอด เนื่องจากการยอมสี cytochemical stain มีราคาถูกกวายอม อิมมโูนฟลูโอเรสเซน และ 

ปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส การตรวจเชื้อจากน้ําลางปอด ไมมีความจําเปนตองตรวจ อิมมโูนฟลูโอ

เรสเซนหรือ ปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส เพราะราคาแพง และความไวไมแตกตางจาก การตรวจดวย

วิธีอ่ืน  
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 6.การยอมสีแตละวิธ ีมีขอดีขอเสียที่แตกตางกนั ตามที่ไดกลาวไวเบื้องตน จึงควรพจิารณา

ตามความเหมาะสมตามศักยภาพของโรงพยาบาลแตละแหง 

  7.เมื่อพิจารณาคาใชจาย การตรวจเสมหะประหยัดกวาการตรวจน้ําลางปอดเปนอยางมาก 

ถึงแมวาการกรวดน้ําลางปอดจะมีความไวสูง รอยละ 94.3-97.1 ก็ตาม แตมีภาวะแทรกซอนรุนแรง 

จึงควรพิจารณาตรวจเสมหะเพื่อหาเชื้อในผูปวย PCP กอน จะชวยลดความจาํเปนในการสองกลอง

ไดมาก 
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รูปที่25 ขั้นตอนการวินิจฉยัการติดเชื้อ PCP 

HIV patient 

with 

 suspected PCP 

Sputum No sputum 

Sputum 

induction 

IFA 

or 

PCR 

Combination 

GMS+toluidine blue 

or 

Giemsa+GMS + 

toluidine blue 

Multiple 

induced sputa 

at least 3 times  

Giemsa 

or GMS 

or toluidine blue O 

bronchoscopy 

 with  

 BAL 
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            ภาคผนวก ก 
 
ที่มาของขอตกลงเบื้องตนของผูปวยที่มีอาการสงสัยปอดติดเชื้อ นิวโมซสิติสจิโรเวคชี    
 

อาการทางคลินิก 

 อาการทางคลินิกของปอดตดิเชื้อ นวิโมซิสติสจิโรเวคชี ม ี Triad [95]  คือ 

  -ไข  

-ไอแหงๆ (nonproductive cough)  

-อาการเหนื่อยเปนอยางชาๆ(progressive dyspnea) 

โดยการศึกษาของ Takeshi และคณะ [96]   ไดรวบรวมอาการ Triad  นี้ในผูปวย

เอดสที่มีอาการสงสัยปอดติดเชื้อ นวิโมซิสติสจิโรเวคชี   เปนดงันี ้

 

 

 
 

          รูปที่ 26  แผนภูมิรูปภาพแสดงจํานวนผูปวย (%) ที่มีอาการตางๆ ของปอดตดิเชื้อนิวโมซิสติส

จิโรเวคช ี [96]   

 

 โดยระยะเวลาตั้งแตเร่ิมมีอาการจนไดรับการวินิจฉยั  Kovacs และคณะ [10]   รายงาน 

median interval  28 วัน  สวน  Takeshi และคณะ [96]    รายงาน median interval  3 สัปดาห   

ดังแผนภูมิที ่4    ผูปวยทีม่ีอาการนานกวา 4 สัปดาหกอนไดรับการวนิจิฉัย มีเพียง 39 % 
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      ผูปวยรายที ่

 
รูปที่ 27  แผนภูมิแทงแสดงระยะเวลาตั้งแตเร่ิมมีอาการจนไดรับการวนิิจฉัยของผูปวยแตละราย[96]     

  

 ภาพรังสีปอด ของโรคปอดติดเชื้อ นวิโมซิสติสจิโรเวคชี ที่พบสวนใหญ [28]   คือ bilateral  

diffuse  infiltration  หรือ  perihilar  infiltration  โดยพบภาพรังสีปอดปกติมีเพยีง 10 % 
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ภาคผนวก ข 
 

การศึกษาเปรียบเทียบระหวางความไวของการตรวจเสมหะ  3  ครั้ง   และความไวของ 
การตรวจจากน้ําลางปอด    โดยการยอมสี   (ยิมซา   โกโมไรมเิทนนามนิซิลเวอร   โทลอิูดี
นบลูโอ) กับ วิธีอิมมูโนฟลูโอเรสเซนและ พีซีอาร เพื่อการวินิจฉัยปอดติดเชื้อนิวโมซิสติสจิ
โรเวคช ีในผูปวยเอดส                                                                  
                                                

                       Code                                    

ชื่อ-นามสกุล_______________________________________  HN_____________1 HN                             

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

ระยะเวลาทีท่ราบวาเปน HIV __________________________                              5  Duration                                 

ปจจัยเสี่ยงตอการติดเชื้อ HIV                                                                             6 Risk                           

       ___homosexual   ___ IVDU     ___blood  transfusion      ___multiple  partner                       

ปริมาณCD4 _________________                                                                      7 CD4                          

ประวัติยาปองกันการติดเชื้อ  PCP        Yes      No             ยา _____________     8  Pre drug                           

ประวัติการติดเชื้อฉวยโอกาสอื่นๆ                                                                        9  OI                                

 ___VZV     ___cryptococcosis     ___ histoplasmosis   ___penicilliosis    ___TB       

          ___ OC     ___ OHL        ___CMV    

อาการ และ  ภาพรังสีปอด 

อาการทางคลินิก ของปอดติดเชื้อ นวิโมซิสติสจิโรเวคชี   อยางนอย 3/5 ขอ 10  Symptom      

        ___ 1.ไข  3  วนั  ถึง 3 สัปดาห   

        ___ 2.อาการเหนื่อยเปนอยางชาๆ  

        ___ 3.ไอ     

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

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

        ___  5. ตอบสนองตอการรักษาดวัยยารักษา  PCP  ไดแก  trimetroprim-sulfamethoxazole   

หรือ  clindamycin กับ  primaquine   

อาการเริ่มแรก     DD/MM/YY ________________                                                 16 Onset                      

และ  ภาพรังสปีอด ของโรคปอดติดเชื้อ นวิโมซิสติสจิโรเวคชี                                   17 X-ray                        

 ___ ปกติ          ____  diffuse  infiltration        ___  perihilar  infiltration     
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ยารักษา PCP ที่ไดรับ ___cotrimoxazole___ clindamycin+primaquine    ___ steroid   18 Treat                         

วันที่เร่ิมใหการรักษา DD/MM/YY ____________________                                    19  Date Rx                        

วันที่ไดตรวจเสมหะ  DD/MM/YY   

D1____________                                                                                   20  D1sputum 

 D2____________                 21  D2sputum 

 D3____________                 22  D3sputum 

bronchoscopy   DD/MM/YY _________________                                   23  Day BAL 

response  to  PCP  treatment                 ___Yes           ___No               24  Response 

 

 

stain  result      positive         negative 

 IS 1 IS 2 IS 3 BAL 

GMS     

Giemsa     

Tol.blue     

IFA     

PCR     

                                                             25  ISd1       26 ISd2      27  ISd3      28   BAL   
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ภาคผนวก ค 

             แบบฟอรมคําอธิบายประกอบหนังสือยนิยอม 

                    ใบยินยอมรับการรักษาและเขารวมโครงการวิจัย 

หนวยโรคปอด โรงพยาบาลจฬุาลงกรณ                                  วันที_่_________________             

ชื่อโครงการ    การศึกษาเปรยีบเทยีบการตรวจเสมหะโดยการยอมสี จมิซาและ ซิลเวอร  กับ อิมมูโน

ฟลูโอเรสเซน และบทบาทของจํานวนครั้งของเสมหะที่สงตรวจเพื่อการวินิจฉัยปอดติดเชื้อ              

นิวโมซิสติส จโิรเวคช ีในผูปวยเอดส   

คําชี้แจงเกีย่วกับโรคที่ศึกษาในการวิจยั 

 ปอดติดเชื้อ นวิโมซิสติสจิโรเวคช ี เปนสาเหตุของความเจ็บปวยและการตายทีส่ําคัญใน

ผูปวยเอดส  ซึ่งเปนปญหาการติดเชื้อทีส่ําคัญของผูปวยเอดสในประเทศไทย   การวนิิจฉัยโรคใน

ปจจุบัน  สวนใหญอาศัยอาการและอาการแสดงทางคลนิิก รวมกับภาพรังสีในการวนิิจฉัยเทานัน้  ซึ่ง

มีโอกาสเกิดความผิดพลาดไดสูง 

 การตรวจเสมหะและการสองกลองในหลอดลมและปอดเพื่อตรวจเชื้อ  จะชวยใหสามารถ

ยืนยนัการวนิจิฉัยไดแมนยาํมากขึ้น  ทําใหการรักษาดําเนินไปอยางถกูตอง  จากการศึกษาใน

ตางประเทศพบวา  การตรวจเสมหะและสารคัดหลั่งจากปอดดวยการยอมสี มีความไวในการ

วินิจฉัยโรคปอดติดเชื้อ นิวโมซิสติสจิโรเวคชี 50-90%   แตยังไมมีขอมลูดังกลาวในประเทศไทย 

คําชี้แจงเกีย่วกับข้ันตอน วิธกีาร และผลขางเคียงของการศึกษา 

              1.ซักประวัติ ตรวจรางกาย ตรวจสอบยาที่รับประทานอยู และบันทึกขอมลู 

              2.ถายภาพรังสีปอด และ เจาะเลือดตรวจหาระดับ  CD4 ในรายที่ไมเคยตรวจมากอน 

              3.ผูปวยที่ศึกษาทกุราย จะไดรับการตรวจเสมหะ 3  คร้ัง    โดยเก็บเสมหะดวยการพน

น้ําเกลือผานออกซิเจน 15-30 นาที  และไดรับการสองกลองในหลอดลมและปอดเพื่อเก็บเสมหะ 

  4.นําเสมหะสงตรวจยอมเชือ้เพิ่มเติม 

 5.รักษาตามอาการ และรักษาการติดเชื้อ นวิโมซิสติสจิโรเวคชี   ดวยยามาตรฐานโดยทันที 

โดยมีการติดตามการรักษาสมํ่าเสมอโดยแพทยผูเชี่ยวชาญทางโรคปอดโดยเฉพาะตลอดชวง

การศึกษา  
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อาการไมพงึประสงคที่อาจเกิดขึ้น 

 การทาํหัตถการดังกลาวอาจมีผลขางเคียงไดเล็กนอย   อาจมีการหดตัวของกลามเนื้อ

หลอดลมหรือกลองเสียงชั่วคราว    ออกซิเจนในเลือดต่ํา    คารบอนไดออกไซคคั่ง    ความดนัโลหิต

ต่ําชั่วคราวได  ซึ่งผูปวยจะไดรับการรักษาผลขางเคียงทนัท ี

ประโยชนที่ผูปวยจะไดรับ  

 ผูปวยที่เขารวมการศึกษา จะไดรับการตรวจโดยแพทยผูเชีย่วชาญทางโรคปอดและไมเสีย

คาใชจายในการตรวจพิเศษบางอยาง ซึ่งผูปวยทุกรายที่เขารับการตรวจเสมหะ และ bronchoscopy 

จะเปนผูปวยที่จําเปนตองไดรับการตรวจเพื่อการวินิจฉยัโรคอยูแลว และผูปวยจะไดรับการรักษา

ปอดติดเชื้อตามมาตรฐาน  โดยมีการติดตามการรักษาสมํ่าเสมอ โดยแพทยผูเชี่ยวชาญทางโรคปอด

โดยเฉพาะตลอดชวงการศึกษา  

คําชี้แจงเกีย่วกับสิทธิของอาสาสมัคร 

การเขารวมการศึกษานี้เปนไปโดยสมัครใจ  โดยผูปวยอาจจะปฏิเสธที่จะเขารวมหรือถอน

ตัวจากการศึกษาไดทุกเมื่อ ขอมูลทั้งหลายที่ไดรับจากการศึกษาจะถูกเก็บเปนความลับ หากผูปวยมี

ปญหาหรือขอสงสัยประการใด กรุณาติดตอผูวิจัยแพทยหญิง  ณับผลิกา  กองพลพรหม                

หนวยโรคปอด ภาควิชาอายุรศาสตร  คณะแพทยศาสตรจุฬาลงกรณมหาวิทยาลยั โทรศัพท 02-

2564252 ตอ 3 หรือ 01-8057788 ไดทุกเมื่อ 

ขออนุญาตทาํการตรวจเสมหะและ bronchoscopy  โดยมีขอบงชี้คอื เพื่อสงตรวจหาเชื้อนิว

โมซิสติสจิโรเวคชี   

ขอขอบคุณในความรวมมือของทานมา ณ ที่นี ้

ลงชื่อ ________________________________________   (อาสาสมคัรผูเขารวมโครงการวิจยั) 

        (_____________________________________________) 

 ชื่อผูอนุญาต ____________________________________เกี่ยวของเปน _______ 

         (_____________________________________________) 
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       ______________________________________________ พยาน 

         (_____________________________________________) 

        ______________________________________________(ผูวิจัย) 

         (_____________________________________________) 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

 นางสาวณับผลิกา  กองพลพรหม เกดิเมื่อวันที่ 14 มกราคม พ.ศ. 2519 ที่จังหวัด

กรุงเทพมหานคร   สาํเร็จการศึกษาระดับปริญญาตรี แพทยศาสตรบัณฑิต เมื่อปการศึกษา 2541  

จากคณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวทิยาลยั ตอจากนัน้ไดปฏิบัติงานในฐานะแพทยใชทุน

แผนกอายุรกรรม โรงพยาบาลพระปกเกลา จงัหวัดจนัทบุรี เปนเวลา 3 ป ตอมาไดเขารับการศึกษา

ตอในตําแหนงแพทยประจาํบานอายุรศาสตร โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ ระหวางป พ.ศ. 2545-2548 

และสอบไดวุฒิบัตรผูมีความรูความชาํนาญทางวิชาชีพเวชกรรมสาขาอายุรศาสตรทัว่ไป เมื่อป พ.ศ. 

2548ปจจุบันอยูระหวางการฝกอบรมแพทยประจาํบานตอยอด สาขาโรคระบบการหายใจและภาวะ

วิกฤติโรคระบบหายใจ ฝายอายุรกรรม โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ 
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