
 

แนวทางในการเก็บ และเลือกชนิดของตัวอย่างตรวจ.. 

 ..เพ่ือการวินิจฉัยโรค COVID-19 
 

การใช้ตัวอย่างตรวจจากทางเดินหายใจส่วนต้นเพื่อ
วินิจฉัยสาเหตุของโรคที่เกิดจากเชื้อแบคทีเรียและไวรัสนั้น
มีความแตกต่างกัน ในขณะที่การตรวจพบเชื้อแบคทีเรีย
ไม่ว่าจะพบสารพันธุกรรม แอนติเจน หรือแยกเชื้อได้ จะไม่
สามารถระบุได้ว่าเชื้อนั้นเป็นสาเหตุก่อโรค ทั้งนี้ เพราะ
เชื้อแบคทีเรียอาจ colonize อยู่โดยไม่ก่อโรค หรือบางคน
อาจจะเป็นพาหะของเชื้อแบคทีเรียนั้นก็ได้ การวินิจฉัย
แบคทีเรียก่อโรคโดยใช้ตัวอย่างตรวจจากทางเดินหายใจ
ส่วนต้นจึงใช้ได้กับโรคติดเชื้อแบคทีเรียบางชนิดเท่านั้น 
ส่วนการตรวจพบเชื้อไวรัสในทางเดินหายใจส่วนต้นนั้น 
สามารถบอกได้ว่าเชื้อที่พบเป็นสาเหตุของโรค ไม่ว่าโรคนั้น
จะอยู่ในทางเดินหายใจส่วนต้นหรือส่วนล่างก็ตาม ทั้งนี้ 
ก็เพราะเชื้อไวรัสไม่ใช่ normal flora ของมนุษย์ เชื้อไวรัส
จะเข้าไปในเซลล์ที่มีชีวิตเพื่อเพิ่มจ านวน แล้วท าให้เซลล์นั้น
แตกสลายในที่สุด จะมีข้อยกเว้นกับไวรัสที่ติดเชื้อแอบแฝง 
เช่น cytomegalovirus หรือ adenovirus เป็นต้น ซึ่ง
ไวรัสเหล่านี้ถูกกระตุ้นให้เพิ่มจ านวนในภาวะที่ร่างกาย
อ่อนแอจากโรคอื่นโดยที่ตัวเองไม่ใช่เชื้อก่อโรค  ตัวอย่าง
ตรวจจากทางเดินหายใจส่วนต้นที่มีโอกาสพบเชื้อไวรัส
มากที่สุดคือ nasopharyngeal (NP) wash หรือ aspirate 
แต่ก็เป็นตัวอย่างที่อาจก่อละอองฝอยซึ่งเป็นอันตราย จึง
มีการเก็บตัวอย่างตรวจชนิดอื่นแทน ได้แก่ NP swab 
และ oropharyngeal หรือ throat swab เป็นต้น  
 
ตั ว อ ย่ า ง ต ร ว จ เ พื่ อ ก า ร วิ นิ จ ฉั ย โ ร ค  

ใน สมั ยที่ มี ก ารระบ าดของโรค ไข้ ห วั ด ใหญ่ 
pandemic 2009 นั้น ตัวอย่างตรวจจากทางเดินหายใจ
ส่วนต้นที่ใช้ในการวินิจฉัยโรค ก็คือ NP swab แต่เมื่อมี
โรค MERS coronavirus เกิดขึ้น ศูนย์ควบคุมและ
ป้องกันโรค สหรัฐอเมริกา ได้แนะน าให้ มีการเก็บ
ตัวอย่างตรวจ 2 ชนิดคือ NP swab และ throat swab 
ใส่รวมกันลงมาในหลอด viral transport media (VTM) 
หลอดเดียวกัน โดยมีวัตถุประสงค์เพื่อเพิ่มโอกาสในการ
ตรวจพบเชื้อให้มากขึ้น และเมื่อมีการระบาดของโรค 
COVID-19 เกิดขึ้น ซึ่งยังไม่มีการจัดท าแนวทางส าหรับ
การเลือกชนิดของตัวอย่างตรวจออกมา ประเทศไทยจึงมี
การเก็บตัวอย่างตรวจ 2 ชนิดใส่ลงในหลอดเดียวกัน 
เช่นเดิม 

ค ว า ม เ สี่ ย ง ข อ ง ผู้ เ ก็ บ ตั ว อ ย่ า ง ต ร ว จ  
การเก็บตัวอย่าง throat swab นั้น จะมีความเสี่ยง

ต่อผู้เก็บตัวอย่างมากกว่าการเก็บ NP swab เพราะใน
การเก็บ NP swab ผู้เก็บอาจเข้าทางด้านข้างของผู้ป่วยได้ 
แต่ในการเก็บ throat swab ผู้เก็บจะต้องเข้าทางด้านหน้า
ข อ ง ผู้ ป่ ว ย  ก า ร ป้ า ย  peritonsil แ ล ะ  posterior 
pharynx นั้น กระตุ้นให้ผู้ป่วยรู้สึกระคายเคืองมากกว่า 
ดังนั้นจึงมีอยู่บ่อยครั้งที่ผู้ป่วยจะไอรดผู้เก็บ ท าให้การเก็บ 
throat swab มีความเสี่ยงค่อนข้างมาก 

 
ก า ร เ ลื อ ก ช นิ ด ข อ ง ตั ว อ ย่ า ง ต ร ว จ  

เมื่อการระบาดของโรค COVID-19 เกิดขึ้นเป็น 
วงกว้าง ศูนย์ควบคุมและป้องกันโรค สหรัฐอเมริกา 
ได้ออกแนวทางการเก็บ เลือกชนิด ตลอดจนการบริหาร
จัดการตัวอย่างตรวจ และได้มีการทบทวนให้เหมาะสมกับ
สภาวการณ์หลายครั้ง จนกระทั่งในวันที่ 14 เมษายน 
พ.ศ. 2563 จึงได้รวบรวมแนวทางปฏิบัติส าหรับการเก็บ
ตัวอย่างตรวจเพื่อวินิจฉัยโรค COVID-19  โดยแนะน าว่า 
NP swab เ ป็ น  specimen of preferred choice  
สามารถใช้ได้ทั้งในการวินิจฉัยการติดเชื้อในผู้ไม่มีอาการ 
(asymptomatic infection) และในการวินิ จฉัย โรคใน
ผู้ป่วย โดยเก็บ NP swab เพียงครั้งเดียว ซึ่งถ้าเก็บ
ตัวอย่างตรวจได้ดี เชื้อใน NP swab ไม่น่าจะหลุดรอด
จากการถูกตรวจจับด้วยน้ ายาที่มีความไวในระดับที่ตรวจ
จีโนมจ านวนน้อยเพียง 1000 copy/ml ได้ 

ในกรณีที่ ไม่สามารถเก็บ NP swab ได้ ให้เก็บ
ตัวอย่างตรวจชนิดอื่นทดแทน แต่ทั้งนี้จะใช้ได้กับผู้ที่มี
อาการแล้วเท่านั้น ได้แก่ 

- Oropharyngeal swab ซึ่ ง เก็ บ โดยบุ ค ลากรท าง
การแพทย์ ถ้าท าการเก็บทั้ง oropharyngeal swab 
และ NP swab ให้ ใส่ตัวอย่างทั้ งสองลงใน VTM 
หลอดเดียวกัน หรือ 

- Nasal mid-turbinate swab ซึ่งเก็บโดยบุคลากรทาง
การแพทย์ หรือ ผู้ป่วยท าการเก็บตัวอย่างด้วยตนเอง 
หรือ 

- Nasal swab (anterior nares) ซึ่งเก็บโดยบุคลากร
ทางการแพทย์หรือผู้ป่วยเก็บตัวอย่างด้วยตนเอง  



 

ในการเก็บตัวอย่างจะต้องเก็บจากจมูกทั้งสองข้าง 
โดยใช้ flocked swab หรือ swab ปลายมน (spun 
swab) ซึ่งท าด้วยใยสังเคราะห์ polyester และส่วนก้าน
ท าด้ วยพลาสติ ก  ไม่ ใช้  swab ที่ ท าด้ วย  calcium 
alginate หรือก้านท าด้วยไม้ เพราะอาจมีสารที่ยับยั้ง
ปฏิกิริยา PCR หรือท าลายเขื้อไวรัสในตัวอย่างตรวจ 

ผู้ป่วยที่มีการติดเชื้อในทางเดินหายใจส่วนล่าง ไอ 
และมีเสมหะ ก็ควรส่งเสมหะตรวจด้วย ผู้ป่วยที่มีการใส่
ท่อหายใจ อาจเก็บ aspirate หรือ bronchoalveolar 
lavage  ทางเดินหายใจส่วนล่างจะมีเชื้อไวรัสในปริมาณ
มากกว่าใน NP swab 

ตามพระราชบัญญัติเชื้อโรคและพิษจากสัตว์ของ
ประเทศไทย การท าลายฤทธิ์ของเชื้อ SARS-CoV-2 ใน
ตัวอย่างตรวจจะต้องท าในห้องปฏิบัติการชีวนิรภัยระดับ 
BSL-2 enhanced  และถ้าท าการเพาะเลี้ยง หรือแยกเชื้อ 
จะต้องท าในห้องปฏิบัติการชีวนิรภัยระดับ BSL-3 
 
ก า ร แ ป ล ผ ล ก า ร ท ด ส อ บ  

การเก็บ NP swab หรือ throat swab นั้น ผู้เก็บ
จะต้องมีประสบการณ์เป็นอย่างดี มิฉะนั้นจะเก็บตัวอย่างได้
ไม่มากพอ และเมื่อน าตัวอย่างตรวจมาท าการทดสอบ 
RT-PCR ก็จะได้ผลทดสอบที่เชื่อถือไม่ได้ เช่น ถ้าท าการ
ตรวจผู้ติดเชื้อแล้วได้ผลเป็นลบ ซึ่งความจริงแล้วก็คือผล
ลบปลอม ผลเสียก็คือ ผู้ติดเชื้อจะพลาดโอกาสในการ
ได้รับการดูแลรักษา และจะไม่มีการควบคุมโรค ท าให้เชื้อ
แพร่กระจายต่อไปอีก  โดยธรรมชาติของไวรัสจะต้องท า
การเพิ่มจ านวนในเซลล์ที่มีชีวิต แล้วจึงปล่อยอนุภาคไวรัส
รุ่นลูกออกจากเซลล์ที่ติดเชื้อ ไวรัสที่ถูกปล่อยออกมานั้น 
ส่วนหนึ่งจะถูกท าลายด้วยความเป็นกรดของน้ ามูก หรือ
ความแห้งของอากาศที่หายใจเข้าไปในจมูก ถ้าผู้เก็บ
ตัวอย่างไม่สามารถ swab แรง ๆ เพื่อถูเซลล์ให้หลุดออก
จากผนังจมูก ก็จะได้แต่น้ ามูกใส ๆ อยู่ที่ปลาย swab เท่านั้น  
ในช่วงที่มีการระบาดของโรคไข้หวัดนก H5N1 หรือ 
ไข้หวัดใหญ่ pandemic 2009  การท า RT-PCR จะมี
การตรวจหายีนบางชนิด เช่น GAPDH หรือ RNase P 
(RNP) เป็นต้น เพื่อท าหน้าที่เป็น housekeeping gene 
ควบคู่ไปกับการตรวจสารพันธุกรรมของไวรัสด้วย 

Housekeeping gene คือยีนของเซลล์ที่จะต้องมี
การแสดงออกตลอดเวลา เพราะต้องท าหน้าที่ในการ
สร้าง RNA เพื่อแปลรหัสเป็นโปรตีนซึ่งเซลล์ต้องใช้ใน

การด ารงชีวิต การแสดงออกของ housekeeping gene 
จะเกิดขึ้นอย่างสม่ าเสมอไม่ว่าเซลล์นั้นจะอยู่ภายใต้สภาวะใด
ก็ตาม ดังนั้น ในการทดสอบ RT-PCR ถ้าตรวจพบ 
housekeeping gene ด้วย ก็จะอนุมานว่าตัวอย่างตรวจนั้น
น่าจะเก็บเซลล์ที่ติดเชื้อออกมาได้ด้วย แปลว่าตัวอย่างตรวจ
มีคุณภาพเป็นที่ยอมรับ ผลการตรวจ housekeeping 
gene จึงถูกน ามาใช้เพื่อประกอบการแปลผลการตรวจหา
จีโนมของไวรัสด้วย กล่าวคือ ถ้าตรวจพบ housekeeping 
gene โดยตรวจไม่พบจีโนมของไวรัส  ก็จะมีความเชื่อมั่น
ในระดับสูงว่าผู้นั้นไม่มีการติดเชื้อ จะรายงานผลเป็น 
virus genome not detected แต่ถ้าตรวจไม่พบยีนนี้ จะ
แปลว่าผลการทดสอบนั้นเชื่อถือไม่ได้ (invalid result)  
เนื่องจากตัวอย่างตรวจมีปริมาณไม่เพียงพอ (inadequate 
specimen) ที่จะตัดสินการทดสอบ จะแนะน าให้ เก็บ
ตัวอย่างตรวจมาใหม่  แต่ถ้าตรวจพบจีโนมของไวรัสแม้ 
housekeeping gene จะเป็นลบก็ ให้รายงานผลการ
ทดสอบได้ว่า “virus genomes detected”  ซึ่งจะเห็นได้
ว่าคุณภาพของตัวอย่างตรวจจะเป็นตัวแปรส าคัญที่ส่งผล
ถึงความไว (sensitivity) ของวิธี RT-PCR ด้วย 

ในปัจจุบันมีการใช้ commercial kits หลากหลาย
ยี่ห้อ รวมทั้งมีการน าเครื่อง automated มาใช้ในการ
ตรวจห าจี โนม ของ SARS-CoV-2  แต่  kits และ 
automated เห ล่ านี้ ส่ วน ใหญ่ จ ะ ไม่ มี ก ารต รวจห า 
housekeeping gene ร่วมด้วย ดังนั้นผู้เก็บ NP swab 
ควรได้รับการฝึกฝนจนมีประสบการณ์เป็นอย่างดี เพื่อ
ไม่ให้การแปลผลการทดสอบผิดพลาด 
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