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บทคัดย่อ 

งานวิจัยนี้มีเป้าหมายในการพัฒนาเครื่องนับพล๊าคของไวรัสเด็งกี่เพื่อให้อ่านและนับพล๊าคของไวรัสเด็งกี่ได้
ทั้ง 4 ซีโรทัยป์แบบอัตโนมัติ เนื่องจากภาระในการนับพล๊าคของหน่วยวิจัยเช้ือไวรัสเด็งกี่เพิ่มมากขึ้น การนับด้วยวิธี
ดั้งเดิมแม้จะให้ผลลัพธ์น่าเชื่อถือแต่ก็ส้ินเปลืองเวลามาก อีกทั้งเมื่อนับพล๊าคติดต่อกันหลายช่ัวโมงจะท าให้เกิดความล้า
ของกล้ามเนื้อดวงตาของผู้นับส่งผลให้เกิดการนับที่ผิดพลาดได้ จึงคาดหวังว่าเครื่องนับแบบอัตโนมัติจะช่วยให้การ
นับพล๊าคมีประสิทธิภาพมากขึ้น หลักการท างานของเครื่องเริ่มจากการถ่ายภาพพล๊าคในเพลทเพาะเช้ือด้วยกล้องที่มี
ความละเอียดสูงในรูปแบบดิจิตอล แล้วน าภาพมาแยกหาพล๊าคโดยวิเคราะห์ขนาดจ าเพาะของแต่ละซีโรทัยป์ด้วย
ซอฟต์แวร์ประมวลผลภาพ ผลรวมของพล๊าคที่นับได้ถูกแสดงผลบนจอมอนิเตอร์ ผู้วิจัยพบว่ามี 2 องค์ประกอบส าคัญ
ซ่ึงช่วยให้เครื่องนับท างานได้ถูกต้องขึ้น ประการแรกคือพารามิเตอร์บางค่าในซอฟต์แวร์ต้องถูกปรับให้จ าเพาะแต่ละซี
โรทัยป์ของไวรัสเด็งกี่  ประการที่สองคือเพิ่มชุดไฟ  LED โดยวางในระนาบเดียวกันโอบรอบเพลทตัวอย่าง เพื่อขจัด
การเกิดภาพวัตถุเทียม เครื่องนับพล๊าคของไวรัสเด็งกี่ซ่ึงถูกพัฒนาภายใต้แนวคิด FREE (Fast, Reliable, Easy and 
Economy) นี้ถูกทดสอบการนับด้วย 2 โปรโตคอลเพื่อหาความเป็นมาตรฐาน ผลลัพธ์ของจ านวนพล๊าคของไวรัสเด็งกี่
ที่ได้จากเครื่องนับจากเพลทตัวอย่างจ านวน 160 ตัวอย่างถูกเปรียบเทียบกับการนับด้วยคน ผลคือเมื่อค านวณแบบ  
Geometric Mean Titer พบว่าเครื่องนับพล๊าคของไวรัสเด็งกี่มี  bias -4.42 เปอร์เซนต์ และมีความเที่ยงตรง 100 
เปอร์เซนต์ ใช้เวลาในการนับเฉลี่ย 15 วินาทีต่อ 1 เพลทแบบ 24 หลุมซ่ึงถ้านับด้วยคนจะใช้เวลาประมาณ 5 นาที 
 
ค ำส ำคัญ: เชื้อไวรัสเด็งกี่ ค่าจ านวนพล๊าคของไวรัส แมชชีนวิชั่น 
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Abstract  
 The purpose of this research is to develop an automatic Dengue Virus Plaque Count Reader Apparatus for 
viral plaque counting of all four dengue serotypes.  Since the amount of work load in plaque counting of dengue 
vaccine research is very high. Even though the traditional human eye method could deliver reliable results of virus 
plaque count, it is time consuming.  After several hours of work, it might cause fatigue of eye muscles and resulting 
in misinterpretation of plaque counts. It is expected that an automated counter might help to accelerate dengue 
vaccine development program. Ideally, high-resolution camera of the apparatus captured image of plaque inside a 
multi-wells plate into digital format. Digital image processing software was developed to identify plaques by 
specific sizes of each serotype.  Summation of plaques detected was then shown on monitor.  There were two 
principles to improve accuracy of the apparatus.  Firstly, some parameters in software must be adjusted for each 
serotype of dengue virus specifically. Secondly, an additional LED light unit was horizontally placed around the 
sample plate to eliminate undesired visual artifact.  Dengue Virus Plaque Count Reader Apparatus developed under 
the concept of FREE (Fast, Reliable, Easy and Economical), was tested with two protocols to search for a well 
standardized procedure.  The results of virus plaque counts of 160 samples obtained from the Apparatus and from 
human eye counting were compared.  It was concluded that Dengue Virus Plaque Count Reader Apparatus was -4.42 
percent bias on Geometric Mean Titer and 100 percent precision.  Average processing time for reading each 24-well 
plate was 15 seconds while 5 minutes was required for human eye counting.   
 
Keywords: dengue virus, virus plaque count, machine vision   
 

1. บทน า 
 โรคไข้เลือดออกเด็งกี่ (Dengue Hemorrhagic 
Fever: DHF) เป็นโรคติดเช้ือประจ าถิ่นของประเทศ
ไทยและประเทศอื่น ๆ กว่า 100 ประเทศทั้งในทวีป
เอเชีย, อัฟริกาและลาตินอเมริกา เกิดจากเช้ือไวรัสเด็งกี่
ซ่ึงมีอย่างน้อย4ซีโรทัยป์คือซีโรทัยป์1 (DENV-1), ซี
โรทัยป์2 (DENV-2), ซีโรทัยป์3 (DENV-3) และซี
โรทัยป์4 (DENV-4) มียุงลายบ้าน (Aedes mosquito) 
เป็นพาหะน าโรคมาสู่คน การป้องกันโรคสามารถท าได้
โดยการใช้วัคซีนป้องกันโรคไข้เลือดออกเด็งกี่ที่มี
ประสิทธิภาพซ่ึงจะไปกระตุ้นให้เกิดสารภูมิคุ้มกันชนิด
ท าลายฤทธ์ิ (Neutralizing antibody) ต่อเช้ือไวรัสเด็งกี่ 
(สุธี ยกส้าน, 2556)  

 ในกระบวนการวิจัยวัคซีนจ าเป็นต้องทราบ
ปริมาณสารภูมิคุ้มกันจ าเพาะชนิดท าลายฤทธ์ิที่เกิดขึ้น
จากการฉีดวัคซีน แต่การหาค่าโดยตรงต้องใช้เทคนิคที่
ยุ่ งยาก  นัก วิจั ยจึง ใ ช้ วิ ธีอ้อมคือหาจ านวนพล๊ าค 
(Plaque) ของไวรัสเด็งกี่แทนแล้วจึงค านวณย้อนกลับ
ไป โดยที่จ านวนพล๊าคสัมพันธ์กับปริมาณไวรัสและ
ปริมาณไวรัสผกผันกับปริมาณ ภูมิคุ้มกัน (antibody)  
จ าเพาะนี้ การเพาะเลี้ยงเซลล์ในเพลทเพื่อหาปริมาณพล๊าค 
เซลล์ถูกท าให้ติดเช้ือไวรัส (Viral infection) จากนั้นใส่ 
serum ที่มี ภูมิคุ้มกัน (antibody) เพื่อท าปฏิกิริยากับเช้ือ
ไวรัสเด็งกี่  ภูมิคุ้มกัน (antibody)  ที่มีอยู่จะไปจับกับ
ไวรัสที่เข้าสู่เซลลแ์ละสลายความเป็นพิษ  เซลล์ที่ไม่ถูก
จับด้วย ภูมิคุ้มกัน (antibody) จะตายไป เมื่อย้อมสีจะ

 มหาว
ิทยา

ลัยร
ังสิ

ต



การประชุมวิชาการระดับชาติ มหาวิทยาลัยรังสิต ประจ าปี ๒๕๕๘ (RSU National Research Conference 2015)  วันท่ี ๒๔ เมษายน ๒๕๕๘ 

111 
 

เห็นเป็นจุดวงเล็ก ๆ เรียกว่าพล๊าค พล๊าคหนึ่งจุดเกิดจาก
ไวรัสต้นตอจ านวน1พาติเคิลที่ เข้าไปอยู่ในเซลล์
แรกเริ่มแล้วขยายไปสู่เซลล์ข้างเคียง  ฉะนั้นถ้านับ
จ านวนพล๊าคถูกต้องก็สามารถค านวณหาปริมาณ
ภูมิคุ้มกันโรคชนิดท าลายฤทธ์ิได้ถูกต้องเช่นกัน 
 เ พ ลท ตั ว อ ย่ า ง ดั ง ก ล่ า ว ถู ก เ ต รี ย ม ใ น
ห้องปฏิบัติการเฉพาะ เริ่มจากเซลล์เนื้อเยื่อถูกเพาะเลี้ยง
ในเพลทแบบ 24 หลุมและท าให้ติด เ ช้ือโดยเติม
ไวรัสเด็งกี่ชนิดที่  1 ,2,3 หรือ4 ที่ผ่ านการเจือจาง 
(dilution) พร้อมทั้งใส่ serum ที่มีสารภูมิคุ้มกันชนิด
ท าลายฤทธ์ิต่อไวรัสเด็งกี่ แล้วท าการบ่มให้ไวรัสเข้าไป
ในเซลล์เนื้อเยื่อนาน 60 นาที จากนั้นใช้วุ้นใสกดทับ
นาน 7 วัน ช่วงนี้ไวรัสที่สามารถเจริญเติบโตจะแบ่งตัว
ไปสู่แนวราบ (ขยายขึ้นไปแนวสูงไม่ได้เพราะถูกวุ้นกด
ทับไว้) เมื่อไวรัสเข้าไปในเซลล ์ๆ  จะถูกท าลายและตายไป 
ยกเว้นเซลล์ที่ มี ภูมิคุ้มกัน (antibody) เข้าไปจับไว้ 
หลังจากครบ 7 วันท าการย้อมสี บริเวณกลุ่มเซลล์ที่ตาย
จะเห็นเป็นวงขนาดเล็ก กระจายเป็นหย่อม ๆ เรียก
ว่าพล๊าค  ซ่ึงมีขนาดแตกต่างกันตั้งแต่เล็กมาก (pin 
point) ไปจนถึง เ ส้นผ่ าศูนย์กลาง  2 -3  มิลลิ เมตร   
จากนั้นจึงน าเพลทที่มีพล๊าคไปท าการนับต่อไป  
 ตามปกติการนับพล๊าคของไวรัสเด็งกี่ใช้นับ
ด้วยสายตาโดยผู้ช านาญการ แต่ละคนจะมีค่าเบี่ยงเบน
ไม่เท่ากันถือเป็นจุดด้อยอีกทั้งยังส้ินเปลืองเวลามาก ผู้
นับพล๊าคที่มีความช านาญระดับกลางจะใช้เวลา
นับพล๊าค ประมาณ5นาทีต่อ 1 เพลทเพาะเช้ือแบบ 24
หลุม แต่ผลลัพธ์อาจคลาดเคลื่อนหรือความเร็วในการ
นับอาจน้อยลงหากนับติดต่อกันนาน ๆ เนื่องจากความ
ล้าของกล้ามเนื้อดวงตาดังนั้นเพื่อให้ได้ค่าจ านวนพล๊าค
ของไวรัสเด็งกี่ (Dengue virus plaque count) ถูกต้อง
ตามมาตรฐานสากลและรวดเร็วขึ้น จ าเป็นต้องใช้
เครื่องมือนับแบบอัตโนมัติส าหรับนับพล๊าคของไวรัส
เดงกี่แทนการนับด้วยคน ปัจจุบันเครื่องนับพล๊าคของ

ไวรัสโดยตรงมีผู้ผลิตน้อยรายและมีราคาแพงมาก เช่น 
virus counter 3100 ของบริษัท VIROCYT ใช้หลักการ
Flow Cytometer อ่านตัวอย่างด้วยระบบแสงเลเซอร์ 
(Heider, 2014) ผู้วิจัยฯจึงได้น าแมชชีนวิช่ันพร้อมกับ
ซอฟท์แวร์ประมวณผลภาพ (Machine vision and 
image processing software) ที่มีฟังช่ันการวิเคราะห์
กลุ่มของจุดภาพที่เป็นไบนารี(Blob analysis)และการ
วิเคราะห์สัณฐาน (Morphology analysis) (Solimac, 
2014) มาพัฒนาให้สามารถนับพล๊าคของไวรัสเด็งกี่ได้
ทั้ ง4ซีโรทัยป์  เครื่องนับพล๊าคชุดนี้ประกอบด้วย
คอมพิวเตอร์และกล้องถ่ายภาพ มีแท่นวางเพลท
ตัวอย่างพร้อมไฟส่องสว่าง มีชุดไฟ LED วางซ้อน
ด้านบนแท่นวางตัวอย่าง ในส่วนของซอฟต์แวร์ที่ใช้
ประมวลผลได้รับการก าหนดค่าพารามิเตอร์ใหม่ให้
เป็นแบบเกณฑ์สัมบูรณ์ (Relative Criteria) จ าเพาะกับ
ไวรัสเด็งกี่แต่ละซีโรทัยป์  การอ่านและนับพล๊าค 
ทดสอบกับเพลทเพาะเช้ือแบบ 24 หลุมซ่ึงใช้ตัวอย่าง 
เป็นพล๊าคของไวรัสเด็งกี่ซีโรทัยป์ 1, 2, 3 หรือ 4  
 
2. วัตถุประสงค์ 
2.1 พัฒนาเครื่องนับพล๊าคของไวรัสเด็งกี่ที่ให้ผลลัพธ์
ถูกต้องทั้ง4ซีโรทัยป์ 
 
2.2 เพื่อสร้างเครื่องมืออัตโนมัติประกอบการวิจัยและ
พัฒนาวัคซีนป้องกันโรคไข้เลือดออกเด็งกี่ 
 
2.3. หาโปรโตคอลที่เป็นมาตรฐานเพื่อใช้กับเครื่องมือ
ดังกล่าว 
 
2.4 พัฒนาเครื่องมือที่ เป็นอุปกรณ์ชีวการแพทย์ 
(Biomedical Instrumentation) ให้อยู่ภายใต้แนวคิด
‘FREE’ (Fast, Reliable, Easy, and Economy) แนวคิด
‘FREE’ ได้แก่: รวดเร็ว (Fast) เช่ือถือได้ (Reliable) ใช้
งานง่าย (Easy) และ ประหยัด (Economy) 
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รูปที่ 1 กระบวนการวิจัยได้พัฒนาตามแนวคิด FREE 

 
3. อุปกรณ์และวิธีการ 
3.1 วัสดุและอุปกรณ์ 
3.1.1 ตัวอย่าง  
 เป็นพล๊าคของไวรัสเด็งกี่ในเพลทเพาะเ ช้ือ
แบบ 24 หลุมซ่ึงผ่านการตรวจหา ภูมิคุ้มกัน (antibody) 
ต่อเ ช้ือไวรัสด้วยวิธี  PRNT (Plaque Reduction 
Neutralization Test) จ านวนทั้งส้ิน 160 เพลทมีครบทั้ง
4 ซีโรทัยป์ (DENV-1, DENV-2, DENV-3 และDENV-
4) การทดลองได้แยกท าครั้งละหนึ่งซีโรทัยป์ไม่ปะปนกัน  
3.1.2 เครื่องต้นแบบที่ใช้ในการวิจัย ประกอบด้วย: 
3.1.2.1 คอมพิวเตอร์ ADLINK รุ่นE-1000 
3.1.2.2 กล้องBlasler5MPพร้อมเลนส์FujinonHF16SA1 
3.1.2.3 แท่นวางเพลทตัวอย่างพร้อมเสายึดกล้อง 
3.1.2.4 ซอฟต์แวร ์HALCON รุ่น 11.0 และ Windows XP 
3.1.2.5 แหล่งจ่ายไฟฟ้าให้กับระบบแสงสว่าง2ชุด 
3.1.2.6 เครื่องพิมพ ์Inkjet 
3.1.2.7 เครื่องวัด Lux meter; LUTRON LX-1102 
3.1.2.8 เครื่องวัด Digital Multi meter; FLUK 115 
 
3.2 การเตรียมเครื่องนับพล๊าคและเตรียมตัวอย่าง 
3.2.1 ส่วนประกอบต่าง ๆ ถูกเชื่อมต่อด้วยสายสัญญาณ
เพื่อประกอบเป็นเครื่องนับพล๊าคของไวรัสเด็งกี่ บริเวณ
ตรงกลางวางคอมพิวเตอร์ มอนิเตอร์ เม้าส์และคีย์บอร์ด 

ซ้ายมือเป็นแท่นวางเพลทพร้อมเสายึดกล้องและเลนส์
ซ่ึงกล้องติดตั้งอยูบ่ริเวณส่วนปลายของก้านที่ยึดกับเสา
ในแนวนอน การปรับโฟกัสท าโดยเลื่อนก้านขึ้นลงและ
เลื่อนเข้าออกในแนวระนาบเพื่อจับภาพตัวอย่างให้พอดี
กับเฟรมภาพโดยตรวจดูที่จอมอนิเตอร์ ใกล้กับแท่นวาง
ตัวอย่างเป็นแหล่งจ่ายไฟฟ้าให้กับระบบแสงสว่าง ทาง
ขวามือเป็นเครื่องพิมพ์ แล้วจึงเสียบสายไฟAC ของ
ระบบเข้ากับเต้ารับไฟฟ้า 
 
 
 

 

 

 

 

รูปที่ 2 เครื่องนับพล๊าคของไวรัสเด็งกี่ (Dengue virus plaque 
count reader apparatus)  
 

3.2.2 ตัวอย่างที่ใช้นับเป็นพล๊าคของไวรัสที่เพาะใน
เพลทแบบ24หลุม (รูปที่3) จ านวน 160 ตัวอย่างมีครบ
ทั้ง4ซีโรทัยป์ ได้ผ่านการนับด้วยสายตาจากเจ้าหน้าที่
ผู้ช านาญการและบันทึกค่าพล๊าคไว้ทุกเพลทเพื่อน ามา
เปรียบเทียบผลกับเครื่องนับพล๊าคของไวรัสเด็งกี่ 
 
 
 
 
 

 
รูปที่3 พล๊าคของไวรัสเด็งกี่ซีโรทัยป์2ในเพลทเพาะเชื้อแบบ24
หลุมและเป็นเพลทควบคุม (Virus control plate) สังเกตแถว
ล่างสุด (ROW-4) จะไม่มีจุดพล๊าคเกิดขึ้น 
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DENV-1 

DENV-2 

 

DENV-3 

DENV-4 

3.3 วิธีด าเนินงานวิจัย 
3.3.1 ศึกษาความเป็นไปได้  
 ทดสอบการนับพล๊ าคกับ เพลทตัวอย่ าง
จ านวน4เพลทเป็นเพลทที่มีพล๊าคของไวรัสเด็งกี่ ซี
โรทัยป์ 1, 2, 3 และ4อย่างละเพลท ช่วงแรกของการ
พัฒนาเครื่องนับได้ค่าความถูกต้องต่ าและค่าความ
เที่ยงตรงไม่แน่นอน พบว่ามี2องค์ประกอบส าคัญที่

ส่งผลกระทบต่อผลลัพธ์ของค่าจ านวนพล๊าคของไวรัส 
(Virus plaque count: VPC) อย่างชัดเจน ตัวแปรแรก
ได้แก่แสงสว่างที่ตกกระทบยังพื้นผิวของตัวอย่าง 
(สมการที่1; A=Accuracy, Io= intensity of light falling 
on the surface of sample) 
  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4 ช่วงค่าความถูกต้องที่ดีที่สุดของเครื่องนับพล๊าคของไวรัสเด็งกี่ทุกซีโรทัยป์สัมพันธ์กับความเข้มของแสงในช่วง 200-320 lux bias 
เฉลี่ยไม่เกิน 0-(-5)% 
 
 สมการที่ (1) และกราฟรูปที่4 ค่าจ านวนพล๊าค
ของไวรัสยังคงถูกต้องเมื่อปรับความเข้มของแสงที่ตก
กระทบผิวของตัวอย่างให้อยู่ในช่วงความเข้มของแสงIx

ถึงIy ค่านี้หาได้จากทดลองจ่ายกระแสไฟฟ้าให้กับแท่น
วางตัวอย่างซ่ึงมีไฟส่องแสงให้ความสว่างแก่เพลทที่
วางอยู่  พบว่าค่าแรงดันไฟฟ้าช่วง 9.50ถึง 14.50 โวลท์
ที่จ่ายให้หลอดไฟซ่ึงมีความสว่างเท่ากับค่าความเข้ม
ของแสง 200 ถึง 320 lux จะได้ค่าความถูกต้องของ

ผลลัพธ์โดยรวมอยู่ในเกณฑ์ยอมรับได้  ถ้าปรับ
แรงดันไฟฟ้าสูงเกินช่วงดังกล่าวจะเกิดการอิ่มตัวของ
แสง (Saturation) ผลลัพธ์ของค่าจ านวนพล๊าคของ
ไวรัสจะคลาดเคลื่อนไปทางบวก ในทางกลับกันถ้าลด
แรงดันไฟฟ้าให้น้อยกว่าช่วงนี้แสงสว่างที่ผิวตัวอย่าง
ไ ม่ เ พี ย ง พ อ จ ะ เ กิ ด อ า ก า ร พ ร่ า มั ว ( Insufficient 
illumination) ผลลัพธ์จะคลาดเคลื่อนไปทางลบ  

  A(VPC)   ∝   I0 (Ix - Iy ) 

 

…………..…….. (1) 
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 เพื่อเพิ่มค่าความถูกต้องให้สูงขึ้นจึงเพิ่มไฟ
ส่องสว่างชนิด LED วางบนแท่นวางตัวอย่างในระนาบ
เดียวกันและรอบเพลท นอกจากจะเพิ่มความเข้มของ
แสงบนพื้นผิวตัวอย่างแล้วยังขจัดการเกิดภาพวัตถุเทียม 
(Visual artifact) อีกด้วย  
                      ปุ่มปรับแรงดันไฟฟ้าของแหล่งจ่ายกระแสไฟฟ้า 

รูปที่ 5 ชุดกรอบไฟส่องสว่างชนิดLEDวางไว้บนแท่นวางเพลท 
 

 ก่อนส่ังให้เครื่องนับพล๊าคของไวรัสเด็งกี่ท า
การนับต้องตั้งค่าความเข้มแสงตามตารางที่ 1ก่อน 
อย่างไรก็ตามความคลาดเคลื่อนของระบบในส่วน
ฮาร์ดแวร์(สมการที่2)ยังมีอยู่จึงหาทางลดโดยชดเชย
จากการปรับปรุงในส่วนซอฟต์แวร์ 
 εi    =    ∣  X i   -  T ∣  …………………(2) 
 สมการที่(2) ค่าความคลาดเคลื่อน (ε) ใน
ระบบ (X) ตามอุดมคติต้องเท่ากับ (T) จึงจะท าให้ผลรวม
ของค่า ε =0 แต่ความเป็นจริงเป็นไปได้น้อยมาก 
  ตัวแปรที่สองที่มีผลต่อค่าความถูกต้องได้แก่
ค่าพารามิเตอร์ของพิกเซลซ่ึงเป็นตัวแทนแบบดิจิตอลที่
แปลงมาจากภาพถ่ายของพล๊าค ในอัลกอริทึ่มชุดที่ใช้
แยกกลุ่มพิกเซลซ่ึงเป็นตัวแทนพล๊าคของไวรัสเด็งกี่ถูก
แยกตามขนาด S,M,L เนื่องจากพล๊าคแต่ละซีโรทัยป์ มี
ขนาดเล็กใหญ่ไม่เท่ากัน ซอฟต์แวร์จะคัดกรองพิกเซล
ตามค่าที่ก าหนดไว้ จากนั้นจึงให้เครื่องนับพล๊าคของ

ไวรัสเด็งกี่ท าการนับพล๊าคจนหมด ตารางที่2เป็นค่าที่
ก าหนดให้ต้องป้อนค่าพิกเซลจ าเพาะตามนี้ 
 
ตารางที่ 1 ค่าความเข้มแสงจ าเพาะแต่ละซีโรทัยป์ 

SEROTYPES     ค่าเริ่มต้น 
 
   หน่วย 
 

DENV-1*                      230 lux 
DENV-2 200 lux 
DENV-3  320 lux 
DENV-4 350 lux 

 
ตารางที่ 2 ค่าจ านวนพิกเซลจ าเพาะแต่ละซีโรทัยป์ 
SEROTYPES     ค่าเริ่มต้น 

 
หน่วย 
 

DENV-1*                          250        pixel 
DENV-2                            200        pixel 
DENV-3                          290       pixel  
DENV-4                            450       pixel  
หมายเหตุ * ค าย่อของไวรัสเด็งกี่ซีโรทัยป์1(หรือ2,3,4) 
 

 เหตุที่ต้องปรับค่าความเข้มของแสงต่างกัน
อย่างจ าเพาะทั้ง4ซีโรทัยป์ (ตารางที่1)  เพราะกล้องจะ
ถ่ายภาพพล๊าคได้ผลดีตามแสงที่กระทบพื้นผิวตัวอย่าง
เหมาะสมตามคุณสมบัติทางกายภาพของพล๊าคที่
ต่างกันหลังจากผ่านการย้อมสีที่มีความเข้มข้นต่างกัน
ตามแต่ละชนิดในกระบวนการเตรียมตัวอย่าง  
  ส่วนการปรับค่าพิกเซลที่ต่างกันตามแต่ละซี
โรทัยป์ (ตารางที่2)  เพราะว่าไวรัสเด็งกี่แต่ละชนิด
ก่อให้เกิดพล๊าคขนาดเล็ก ๆ มีขนาดแตกต่างกัน ดังนั้น
เวลาจะถ่ายภาพจึงต้องตั้งค่าพารามิเตอร์ในโปรแกรม
ให้กล้องรับรู้ขนาดพล๊าค (Plaque sizes) ของไวรัสเด็งกี่
แต่ละซีโรทัยป์ด้วยขนาดที่สอดคล้องกันกับขนาดของ
หน่วยพิกเซล (Pixel size) ของกล้องที่ใช้จับภาพ กล้อง
ที่ใช้นี้มีความละเอียด5ล้านพิกเซลและมีขนาดหน่วย
พิกเซลเท่ากับ 2.2x2.2 ไมโครเมตร 
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DENV-1             DENV-2             DENV-3             DENV-4 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 6 เปรียบเทียบขนาดพล๊าคของไวรัสเด็งกี่ทั้ง4ซีโรทัยป์ 
พล๊าคของไวรัสเด็งกี่ซีโรทัยป์ 2 มีขนาดเล็กสุดและซีโรทัยป์ 4 มี
ขนาดใหญ่สุด (ถ่ายจากเพลทเพาะเชื้อจริงในสัดส่วนเท่า ๆ กัน) 
 
3.3.2 หาโปรโตคอลมาตรฐาน 
 เพื่อให้การใช้เครื่องนับพล๊าคของไวรัสเด็งกี่
เป็นมาตรฐานเดียวกันในการนับจึงทดลองหากฎเกณฑ์
การนับใน 2 กรรมวิธีดังนี้ 
3.3.2.1 โปรโตคอลที่1 ท าการปรับแต่งทุก ๆ เพลททั้ง 2 
ค่าคือค่าความเข้มของแสงและค่าพิกเซลตามที่ก าหนด
ไว้ในตารางที่1และตารางที่ 2 แล้วส่ังให้เครื่องท าการนับ 
ทดลองทั้ง 4 ซีโรทัยป์ ๆ ละ 25 ตัวอย่างรวมทั้งส้ิน
จ านวน 100 ตัวอย่าง 
3.3.2.2 โปรโตคอลที่2 ปรับแต่งเฉพาะเพลทแรกซ่ึงเป็น
เพลทคอนโทรลไวรัส ปรับทั้งค่าความเข้มของแสงและ

ค่าพิกเซลตามที่ก าหนดไว้ตามตารางที่ 1 และ 2 แล้วน า
ผลจากเพลทแรกไปใช้กับเพลทอื่น ๆ ทดลองทั้ง 4 ซี
โรทัยป์ ๆ ละ 15 ตัวอย่างรวมทั้งส้ินจ านวน 60 ตัวอย่าง 
 หลังจากทดสอบพบว่าโปรโตคอลที่  2 ใช้
เวลาน้อยกว่าไม่ยุ่งยากและให้ผลลัพธ์ใกล้เคียงกับ
โปรโตคอลที่ 1 โปรโตคอลที่ 2 จึงถูกใช้ในการทดลอง
ครั้งต่อ ๆ ไป  
 
3.4 ทดสอบการใช้งานจริง  
 หลังจากได้ทดสอบเครื่องต้นแบบพร้อมทั้ง
เก็บข้อมูลการนับแล้ว จึงได้น าเครื่องนับพล๊าคของ
ไวรัสเด็งกี่ไปทดสอบนับพล๊าคที่ห้องปฏิบัติการจริง
เป็นเวลา3เดือนด้วยเงื่อนไขเช่นเดียวกับเครื่องต้นแบบ 
และบันทีกผลไว้ตามตารางที่3 พบว่ายังมีความยากใน
การปรับค่าเมื่อทดสอบนับกับพล๊าคของไวรัสเด็งกี่ซี
โรทัยป์ 3 เช่นเดียวกันกับการทดลองก่อนหน้านี้ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 รูปที่ 7 เพลทตัวอย่างถูกวางบนแท่นไฟส่องสว่าง  
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 8 ภาพผลการนับที่ปรากฎบนจอมอนิเตอร์ จุดสีแดงคือ 
พล๊าคของไวรัส มจี านวนพล๊าคเฉลี่ย 20-80 ไม่เกิน 120 จุดต่อหลุม 
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4. ผลการวิจัยและข้อวิจารณ์ 
 
ตารางที่ 3 เปรียบเทียบการนับด้วยเครื่องนับพล๊าคของไวรัสเด็งกี่ 
(reader) กับการนับด้วยคน (manual) 

Protocol 2;  Target  DENV-1 PRNT50 
Plate# Row 

No. 
Titer/Manual Titer/Reader Log2 Difference 

2 
A-B* 419 537 -0.36 
C-D* 1199 1273 -0.09 

3 
A-B <10 <10 0.00 
C-D 3694 3898 -0.08 

4 
 

A-B 1529 1546 -0.02 
C-D 102 95 0.10 

5 
A-B 78 78 0.00 
C-D 48 51 -0.09 

6 
A-B 61 54 0.18 
C-D 51 48 0.09 

7 
A-B <10 <10 0.00 
C-D 7967 8937 -0.17 

8 
A-B 184 171 0.11 
C-D 149 148 0.01 

9 
 

A-B 46 39 0.24 
C-D <10 <10 0.00 

10 
A-B 2516 2170 0.21 
C-D 156 143 0.13 

11 
A-B 1679 1592 0.08 
C-D 94 88 0.10 

12 
A-B 1956 1807 0.11 
C-D <10 <10 0.00 

13 
A-B 833 824 0.02 
C-D 115 110 0.06 

14 
A-B 1114 1745 -0.65 
C-D 429 459 -0.10 

15 
A-B N/A N/A N/A 
C-D 117 63 0.89 

GMT**                          N/A                N/A     bias  = - 4.42 % 
**  Geometric Mean Titer 
 

  
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 9 เทมเพลทของเพลทเพาะเชื้อแบบ 24 หลุม มี 4 แถวคือ A, 
B, C และ D ม ี6 คอลัมน์ คือ 1, 2, 3, 4, 5และ 6 
 
* ค่าของ A-B ในตารางที่3เป็นค่าtiterที่ค านวณจาก
จ านวนพล๊าคที่นับได้ในหลุมเพลทของแถว A จ านวน 
6 หลุมรวมกับหลุม B จ านวน 6 หลุม 
 ปริมาณพล๊าคของเช้ือไวรัสมีลักษณะการ
เจริญเติบโตแบบอิสระ  การหาแนวโน้มเข้าสู่ศูนย์กลาง 
ของข้อมูลจึงเลือกค านวณด้วย Geometric Mean Titer 
เพื่อหาค่า bias แล้วจึงน ามาประเมินค่าความถูกต้องของ
เครื่องนับพล๊าค  
 จากการค านวณเวลาการนับแต่ละเพลทโดย
ใช้เครื่องนับนี้ได้ค่าเฉลี่ยในการนับ 15 วินาทีต่อ 1 
เพลทแบบ 24  หลุม  ซ่ึงถ้ านับด้วยผู้ ช านาญการ
ระดับกลางจะใช้เวลานับประมาณ 5 นาที 
 
5. การอภิปรายผล 
 จากผลการนับในห้องปฏิบัติการจริงตาม
ตารางที่3 บันทึกผลแล้วค านวณค่า bias ได้ - 4.42 %
เป็นความโน้มเอียงของผลลัพธ์ที่ได้ค่าน้อยกว่าคนนับ
(อ้างอิงว่าผลการนับของคนถูกต้อง 100%) ค่าซ่ึง <5%  
นี้เจ้าหน้าที่วิจัยและพัฒนาวัคซีนยอมรับได้ 
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ก่อนน าเครื่องนับพล๊าคของไวรัสเด็งกี่ไปใช้
ในอนาคตควรตรวจสอบส่วนประกอบของฮาร์ดแวร์ที่
ยังมีความคลาดเคลื่อนในระบบ (Systematic errors) 
เพื่อท าให้เครื่องนับมีความน่าเชื่อถือมากที่สุด  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 10 ขนาดของชุดไฟส่องสว่าง LED (หน่วย: ซม.) 
 

         ชุดไฟLEDถึงแม้ว่าช่วยเพิ่มความถูกต้องของ
ผลลั พ ธ์ โดยขจั ดกา ร เ กิ ดภ าพ วัตถุ เ ที ยมต ามที่
ตั้งสมมติฐานว่าแสงไฟจากแท่นวางตัวอย่างอาจท าให้
เกิดภาพวัตถุเสมือนเมื่อแสงส่องไปกระทบขอบโค้ง
ของหลุมเพลทซ่ึงอาจมองไม่เห็นด้วยสายตามนุษย์ และ
ลักษณะการวางแผงไฟที่ตั้งฉากเข้าหากันอาจท าให้เกิด
การรบกวนกันทางแสง (Noise)ได้ (รูปที่11) 
  
  
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 11 แสงไฟจากLED แต่ละฝั่งต่างส่องเข้าหากัน 
 
 

นอกจากนี้ ค่ า เบี่ ยง เบนจากการนับของ
ไวรัสเด็งกี่ซีโรทัยป์  3 ที่สูงกว่าซีโรทัยป์อื่น (รูปที่4
เส้นกราฟสีเขียว) เนื่องจากระหว่างการเพาะเช้ือมีการ
ใช้น้ ายาย้อมที่ค่อนข้างเข้มซ่ึงเป็นข้อจ ากัดเฉพาะ จึง
ปรับแต่งด้วยค่าตามก าหนดได้ยากกว่า 
 
6. บทสรุป  
6.1 หลังจากวิจัยและพัฒนาเครื่องนับพล๊าคของ
ไวรัสเด็งกี่มาเป็นระยะเวลา6เดือน สามารถพัฒนาให้
แมชชีนวิช่ันท างานร่วมกับซอฟต์แวร์ประมวลผลภาพ
วิเคราะห์ภาพถ่ายทางการแพทย์ (Biomedical image 
analysis) ในที่นี้คือภาพพล๊าคได้ผลลัพธ์เป็นค่าจ านวน
พล๊าคของไวรัส (Virus plaque count; VPC) ถูกต้อง
ใกล้เคียงกับการนับด้วยสายตาคน จากการทดลองได้ค่า
ความถูกต้อง (Accuracy) ของเครื่องนับพล๊าคของ
ไวรัสเด็งกี่ ในการค านวณแบบGeometric Mean Titerมี
ค่าbias -4.42% ค่าความเที่ยงตรง(Precision) 100% 
เ พร าะ เมื่ อ วั ด ซ้ าหลาย  ๆ  ค รั้ ง กั บตั วอย่ า ง เ ดิ ม
สภาพแวดล้อมเดิมจะได้ผลลัพธ์เหมือนกันทุกครั้ง 
 
6.2 การเพิ่มชุดไฟ LED เพื่อเพิ่มความสว่างอย่าง
เหมาะสมและการปรับแต่งค่าพารามิเตอร์ของพิกเซล
ในซอฟต์แวร์ให้จ าเพาะแต่ละซีโรทัยป์ ช่วยให้เครื่อง
นับพล๊าคของไวรัสเด็งกี่สามารถน าไปใช้งานได้จริง 
 
6.3 โปรโตคอลหาค่าจ านวนพล๊าคของไวรัสแบบที่2คือ
การปรับค่าครั้งเดียวให้สอดคล้องกับเพลทอ้างอิง มี
ความเหมาะสมส าหรับใช้เป็นมาตรฐานได้ 
 
6.4 การพัฒนางานวิจัยช้ินนี้สอดคล้องกับแนวคิด
‘FREE’ (Fast, Reliable, Easy, and Economy) คือ 
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6.4.1 รวดเร็ว: เครื่องนับพล๊าคของไวรัสเด็งกี่ใช้เวลาใน
การนับ15วินาทีต่อ 1 เพลทในขณะที่คนจะใช้เวลานับ
ประมาณ 5 นาที ฉะนั้นจึงท างานได้เร็วกว่าคน 
(5x60)/15 = 20 เท่า 
6.4.2 เชื่อถือได:้ มีความถูกต้อง -4.42% < 5% 
6.4.3 ใช้งานง่าย: ผู้ใช้เครื่องนับใช้เวลาเรียนรู้ไม่นาน 
6.4.4 ประหยัด: เพราะใช้งบประมาณในการสร้างเครื่อง
นับนี้ 350,000 บาทถูกกว่าซ้ือเครื่องนับพล๊าคของไวรัส
จากต่างประเทศซ่ึงมีราคาประมาณ 65 ,000 USD 
(VIROCYT, 2015) ราว ๆ 6 เท่า 
 
6.5 ควรปรับปรุงในส่วนต่าง ๆ ดังนี้ 
6.5.1 ต าแหน่งแสดงค่าจ านวนพล๊าคของไวรัสแต่ละ
หลุมควรย้ายจากตรงกลางวงกลมไปยังต าแหน่งอื่น
นอกกรอบวงกลมจะท าให้อ่านตัวเลขง่ายขึ้น 
6.5.2 ท าให้สามารถส่ังงานด้วยการคลิ๊กเพียง1ครั้งเพื่อ
เพิ่มความรวดเร็วในการนับ  
6.5.3 เปลี่ยนเครื่องหมายบอกจุดบนพาเนลซ่ึงใช้บอก
ต าแหน่งการวางเพลทตัวอย่างให้ตรงต าแหน่งเดิมเป็น
วัสดุนูนต่ ามีมุมฉากจะวางเพลทเข้าที่ได้เร็วขึ้น  
6.5.4 เพิ่มมิเตอร์แสดงค่าแรงดันไฟฟ้าและค่าความเข้ม
ของแสงที่แหล่งจ่ายไฟฟ้า 
  
6.6 การพัฒนาเครื่องนับพล๊าคของไวรัสเด็งกี่ในอนาคต
ควรเน้นเรื่องต่อไปนี้ 
6.6.1 วิจัยด้านแสงส่องสว่างที่กระท าต่อผิวตัวอย่าง 
เพราะส่งผลต่อประสิทธิภาพและประสิทธิผลในการ
อ่านพล๊าคโดยตรง  
6.6.3 ศึกษาการก าหนดค่าพารามิเตอร์จ าเพาะเพื่อ
รองรับไวรัสเด็งกี่ ซีโรทัยป์ใหม่ ๆ เ ช่นซีโรทัยป์5 
รวมทั้งสายพันธ์ุอื่น ๆนอกท้องถิ่นของอาซียน  
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