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ABSTRACT

Dengue hemorrhagic fever, mosquito-borne disease, is caused by one of four 

serotypes of dengue virus. There is still no specific medication, so vaccine is urgently needed for 

global public health to prevent infection.  However, effective dengue vaccines that provide long-

term protection against most strains are still being under development. 

One of the most important procedures used in dengue vaccine development is to 

determine the virus titers from the number of plaques in multi-well plates through the process of 

manual counting. Although this traditional counting produces reliable results of virus plaque count, 

it is time-consuming and yields subjective interpretation. 

The study aimed to develop an automated viral plaque counting process of dengue 

virus, all four serotypes, using machine vision. This inexpensive apparatus called DVPCR is very 

less time-consuming with high accuracy in counting. Initially, the image of plaque inside multi-

wells of a sample plate was captured by high-resolution camera and prepared with digital image 

processing software for segmenting spots which were plaques. The summation of classified 

plaques was calculated and then shown on monitor. We found that there were two simple 

techniques to improve accuracy of the apparatus. Firstly, adjusting some parameters in software

specifically to each serotype was required. Secondly, an additional LED-beside light frame was 

horizontally placed around the sample plate for eliminating all undesired visual artifact. 

This research, developed in the scope of FREE (Fast, Reliable, Easy and Economy)

concept, revealed similar results of virus plaque count from 160 samples which were counted by

DVPCR, as compared with manual counting that were 95 percent accurate. The average processing 

time for reading out a 24-well plate of apparatus was 15 seconds.
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DEVELOPMENT OF DENGUE VIRUS PLAQUE COUNT READER APPARATUS 

 
เลอชาย โมสิกรัตน ์ ŝŚśşŜŠŜ  MBBM/M 

 

วท.ม. (อุปกรณ์ชีวการแพทย)์ 

 

คณะกรรมการทีÉปรึกษาวิทยานิพนธ์: สุธี ยกส้าน,พ.บ.,ปร.ด., สมบติั ธนะวนัต,์Ph.D., กลุณสรรค ์สายขนุ 
ปร.ด. 

 
บทคดัยอ่ 

โรคไขเ้ลือดออกเกิดจากเชืÊอไวรัสเดง็กีÉซึÉ งมีŜซีโรทยัป์โดยมียงุเป็นพาหะ เนืÉองจากยงัไม่มียา
รักษาโรคนีÊโดยเฉพาะทัÉวโลกจึงตอ้งการวคัซีนอยา่งเร่งด่วนเพืÉอป้องกนัโรค อยา่งไรกต็ามวคัซีนโรคไข ้
เลือดออกทีÉมีประสิทธิภาพในการปกป้องไดย้าวนานครอบคลุมมากสายพนัธ์ุกาํลงัอยูใ่นระหวา่งการพฒันา 

 กระบวนการหนึÉงทีÉสาํคญัในการพฒันาวคัซีนคือ การคาํนวณหาค่าความเขม้ขน้ของไวรัส
ในเพลทเพาะเชืÊอจากจาํนวนพลา๊คทีÉไดจ้ากการนบัซึÉงปกติกระทาํดว้ยคน ถึงแมว้า่ผลการนบัจากวิธีดัÊงเดิม
นีÊ น่าเชืÉอถือแต่สิÊนเปลืองเวลามาก และการตีความยงัขึÊนกบัประสบการณ์ของแต่ละบุคคลอีกดว้ย 

การศึกษานีÊ มีวตัถุประสงคใ์นการพฒันาเครืÉองนบัพลา๊คของไวรัสเดง็กีÉไดท้ัÊงŜซีโรทยัป์แบบ
อตัโนมติัดว้ยmachine vision เครืÉองอ่านราคาไม่แพงนีÊใหชื้Éอวา่DVPCR ใชเ้วลาในการอ่านนอ้ยมากมีความ
แม่นยาํสูงในการนบั ระบบเริÉมจากการถ่ายภาพพลา๊คในหลุมของถาดเพาะเชืÊอดว้ยกลอ้งทีÉมีความละเอียด
สูง ผา่นการประมวลผลภาพแบบดิจิทลั เพืÉอแยกแยะวา่เป็นพลา๊ค พลา๊คจะถกูนบัรวมกนัเพืÉอแสดงเป็น
จาํนวนต่อหลุมและแสดงผลบนจอมอนิเตอร์ ผูวิ้จยัพบวา่มีŚเทคนิคทีÉไม่ยุ่งยากแต่สามารถปรับปรุงความ
แม่นยาํของเครืÉองใหดี้ขึÊน ประการแรกค่าพารามิเตอร์บางอยา่งในซอฟทแ์วร์ตอ้งปรับแต่งใหจ้าํเพาะแต่ละ
ซีโรทยัป์  ประการถดัมาตอ้งเพิÉมชุดไฟส่องสวา่งชนิดแอลอีดีวางในระนาบเดียวกนัโดยรอบถาดตวัอยา่ง 
เพืÉอขจดัการเกิดภาพวตัถุเทียม 

งานวิจยัชิÊนนีÊพฒันาตามแนวคิดFREE (Fast, Reliable, Easy and Economy) ไดแ้สดงถึงผล
การเปรียบเทียบการนบัพลา๊คของไวรัสเดง็กีÉดว้ยDVPCRทีÉคลา้ยคลึงกนักบัการนบัดว้ยคนจากřŞŘตวัอยา่ง
วา่มีความแม่นยาํšŝ%  เครืÉองอ่านใชเ้วลาในการนบัและประมวลผลเฉลีÉย řŝ วินาทีต่อ ř ถาดเพาะเชิÊอแบบ 
ŚŜหลุม 
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บบทคดัยยอ่
โรคคไขเ้ลือดออกเกดจากเชืÊอไไววรรัสเดง็กÉซซึÉงมมีŜŜซีโรทยัป์โดยมียงุเปป็นพาหะ เนนืÉอง

ษาโรคนีÊโดดยเฉพาะทัÉวโลกจึงตอ้งการรวคัคซีนนออยั า่งเร่งดด่วนนเพืÉออป้องกนัโรค อยยั ่า่างไรกต็าม
อดออกทีÉมีประสิทธิภาพในการปกป้องงไดย้าวนานครอบคลลุมมากสายพนัธ์ุกาํลงัอยูใ่นระะหหว

 กระบววนการหนึÉงทีÉสสาํคคญัในกการพฒัฒนาวคัคซซีีนคือ การคาํนนววณหาค่าควาามเขม้
เพลทเพพาะเชืÊออจากจําํนวนพลา๊คททีÉไดจ้ากการนนบับซึÉงปกติกระทาํดว้ยคน ถึงแมว้า่ผลการนบั
าเชืÉอถืออแต่สิÊนเเปปลืืองเวลาามาก และการตีความยงัขึÊ ึึนกบัประสบการรณ์ของแแตตั ่ละบุคคลอีกด้

การศึกษาานนีีÊ มีวตัตถุประะสสงคคใ์นการพฒันาาเครืÉอองนบัพลา๊คคขของงไไวรัสเด็ง็กÉไดท้ัÊงŜซีั
โนมติัดว้ยmachine vision เคครรืืÉอองงออ่านราคาไม่แพงนนีÊใหช้ชืÉอววา่DVPCR ใชเ้ววลลาในการอ่านน้
นยาํสูงในการนบั ระบบบเริÉมจากกกาารถ่ายภาพพพลา๊คในหลุมของถาดเพาะเชืÊอดว้ยกลอ้งทีÉมี
ผา่นการประมวลผลภาพแบบดิจิิทลั เพพืืÉอแแยกกแยะววา่เเป็นพลา๊ค พลา๊คจะถกูนบัรวมกนัั
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