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           Abstract
Background: Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) has been spreading 
around the world. Therefore, efforts have been made to develop a vaccine to stimulate 
neutralizing antibody responses against the virus. Plaque assay is used for the SARS-CoV-2 
titration. Plaque assay is a quantitative method of measuring infectious SARS-CoV-2 by quantifying 
the plaques formed in cell culture upon infection with serial dilutions of a virus specimen. 
The plaque is developed from a particle of virus which infects and damages cells.

Objectives: The objective of this research was to study method validation of plaque assay for 
SARS-CoV-2 titration from clinical specimen of a patient infected with SARS-CoV-2 (hCoV-19/
Thailand_59/2020 strain). 

Methods: The virus was cultured and propagated, the virus-containing supernatant were 
aliquoted into 700 cyo tubes, then 60 cryo tubes were randomised and taken to study by using 
the plaque assay. The assay has been confirmed with such parameters as accuracy, precision 
(repeatability and reproducibility), robustness, and specificity. The study period started from 
June 2020 to June 2021. 

Results: The results showed that the difference between maximum and minimum titre values 
of the virus in the accuracy study was less than 0.5 logPFU, so the assay was accurate. The 
geometric mean (GM) of virus titre in the repeatability study was 5.76 logPFU (standard deviation, 
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or SD, 0.05; 95% confidence interval, or 95%CI, 5.65-5.87), and the percent coefficient of 
variations (%CV) of repeatability was 0.94%. The GM of the virus titre in the reproducibility 
study was 5.76 logPFU (SD, 0.18; 95%CI, 5.40-6.12), and %CV was 3.12%. The GM of the virus 
titre in the robustness study was 5.74 logPFU (SD 0.19; 95%CI, 5.35-6.13), and %CV was 3.38. 
The assay was considered to be repeatable, reproducible, and robust. The Sig (2-tailed) value 
in the specificity study was 0.038 (being less than 0.05); and the number of plaques in negative 
serum mixed with SARS-CoV-2 was significantly greater than in positive serum mixed with 
SARS-CoV-2; thus, the specificity was good.

Conclusions: The plaque assay can be used as a standard method to test for SARS-CoV-2 
and to detect neutralizing antibody responses in COVID-19 patients and animals as well as 
humans after being immunised with any COVID-19 vaccines at biosafety level 3.

Keywords: method validation, plaque assay, SARS-CoV-2, COVID-19

            บทคัดยอ
ความสําคัญ:  จากการแพรระบาดของไวรัส SARS-CoV-2 ทั่วโลก จึงมีการวิจัยพัฒนาวัคซีนปองกันโรคขึ้น
เพื่อกระตุนระบบภูมิคุมกันตอเชื้อดังกลาว ซึ่งจําเปนตองใชไวรัสในการทดสอบ ดังนั้นการหาปริมาณไวรัส
จงึเปนส่ิงจาํเปน โดยที ่plaque assay ถูกนาํมาใชในการหาปรมิาณไวรสั SARS-CoV-2 ซ่ึงเปนวิธกีารเชงิปริมาณ
ในการวัดการติดเชื้อ SARS-CoV-2 โดยการหาปริมาณของ plaques ที่กอตัวขึ้นในเซลลเพาะเลี้ยง โดยทํา
การเจือจางไวรัสที่ระดับความเจือจางตาง ๆ plaque forming unit (PFU) คือ กลุมเซลลที่ถูกไวรัส 1 อนุภาค
ทําลาย 

วัตถุประสงค:  เพื่อศึกษาการตรวจสอบความถูกตองของวิธี plaque assay โดยทําการหาปริมาณไวรัสจาก 
clinical specimen จากผูปวยที่ติดเชื้อไวรัสโควิด 19 สายพันธุ hCoV-19/Thailand_59/2020 

วธิกีารวจัิย:  เพิม่จํานวน SARS-CoV-2 ในเซลลเพาะเลีย้งเพือ่ใหไดปรมิาณไวรสัทีเ่พิม่ขึน้ และทาํการ aliquot 
จํานวน 700 cryo tubes จากนั้นทําการสุมเพื่อนํามาศึกษาจํานวน 60 cryo tubes โดยวิธี plaque assay 
พรอมตรวจสอบความถูกตองของวิธี ในพารามิเตอรไดแก การตรวจสอบความแมน ความเที่ยง ทั้งแบบ 
repeatability และ reproducibility ความคงทน และความจาํเพาะของวธิ ีระยะเวลาศกึษา มถินุายน 2563 - 
มิถุนายน 2564 

ผลการศึกษา:  พารามิเตอรความแมนพบวาคาความแตกตางของปริมาณไวรัสสูงสุดและตํ่าสุดไมเกิน 0.5 
logPFU แสดงใหเห็นวาวิธีมีความแมน มีความเที่ยงทั้งแบบ repeatability ไดคา geometric mean (GM) 
เทากับ 5.76 logPFU standard deviation (SD) เทากับ 0.05 คา 95% confidence interval (95%CI) 
เทากบั 5.65-5.87 logPFU คา%CV เทากับ 0.94 และการศกึษา reproducibility ไดคา GM เทากบั 5.76 SD 
เทากับ 0.18 95%CI เทากับ 5.40-6.12 logPFU %CV เทากับ 3.12 วิธีมีความคงทน โดยไดคา GM เทากับ 
5.74 logPFU SD เทากับ 0.19 95%CI เทากับ 5.35-6.13 logPFU คา%CV เทากับ 3.38 และในการศึกษา
ความจําเพาะ ไดคา Sig (2-tailed) เทากับ 0.038 ซึ่งนอยกวา 0.05 แสดงใหเห็นวาปริมาณไวรัสที่ไดจาก 
negative serum ผสมกบั SARS-CoV-2 มมีากกวาใน positive serum ผสมกบั SARS-CoV-2 อยางมีนัยสาํคญั
ทางสถิติ บงบอกไดวาวิธีมีความจําเพาะที่ดี 
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สรุป:  จากขอมูลขางตนจึงสรุปไดวาสามารถนําวิธี plaque assay มาใชเปนวิธีมาตรฐานในการตรวจหา
ปริมาณไวรัส SARS-CoV-2 ซึ่งจะเปนประโยชนตอการนําวิธีนี้มาปรับใชกับการตรวจ neutralizing antibody 
ในคนไขโควิด-19 รวมทั้งในสัตวและคนที่ไดรับวัคซีนโควิด-19 ใน biosafety level 3

คําสําคัญ:  ตรวจสอบความถูกตองของวิธี วิธี plaque assay ไวรัส SARS-CoV-2 โควิด-19

บทนํา
   เชื้อไวรัส Severe Acute Respiratory 
Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) กอให
เกดิโรคตดิเชือ้ไวรัสโคโรนาสายพนัธุใหม (Coronavirus 
disease 2019: COVID-19) หรอืโควิด-19 โดยมีการ
ติดตอจากประเทศจีนและขยายไปในหลายประเทศ
ทั่วโลก ซึ่งองคการอนามัยโลกประกาศใหเปนโรค
ระบาดใหญในเดือนมีนาคม พ.ศ. 25631 เนื่องจาก
อัตราการติดเชื้อรวมทั้งอัตราผูเสียชีวิตเพิ่มขึ้นอยาง
ตอเนื่อง ทําใหหลายประเทศพยายามวิจัยพัฒนา
ยาทีใ่ชในการรักษาและวัคซนีเพือ่ใชในการปองกันโรค
โควิด-19 จึงมีการหาลําดับยีนของเชื้อไวรัส SARS-
CoV-2 พรอมกับแยกเชื้อไวรัสและหาปริมาณไวรัส 
ซึ่งมีความสําคัญอยางมากในการนําไปใชในการวิจัย
พัฒนาวัคซีน2 และการทดสอบหาระดับภูมิคุมกันใน
ผูติดเชื้อโควิด 19 เปนตน การตรวจหาปริมาณไวรัส
ในเซลลเพาะเลี้ยงมีวิธีหลักทางชีววิธี (bioassay) 
ที่นิยมใชโดยทั่วไปคือ plaque assay3-8 และวิธี 
50% Cell Culture Infectious Dose (CCID50)

8-11 
ซึง่ทัง้สองวธิเีปนการตรวจนับปรมิาณไวรัสทีท่าํใหเกิด
การเปลี่ยนแปลงของเซลลที่เรียกวา Cytopathic 
Effects (CPE) นิยมนํามาใชในการหาปริมาณไวรัส
ในวคัซนีไวรสัเชือ้เปนออนฤทธิ ์เชน วคัซนีปองกนัโรค
ไขสมองอกัเสบ (JE) วคัซีนปองกันโรคหดั หัดเยอรมนั 
คางทูม (MMR) วัคซีนปองกันโรคโปลิโอ (OPV) และ
วัคซีนปองกันโรคอีสุกอีใส (varicella) เปนตน4-11 
อยางไรก็ตาม เนื่องจากการหาปริมาณไวรัสโดยวิธี 
plaque assay นัน้ ใหคาทีแ่นนอนกวาวธิ ี50% Cell 
Culture Infectious Dose (CCID50) และยังไมเคยมี
การนําวิธี plaque assay มาใชในการหาปรมิาณไวรสั 
SARS-CoV-2 ในประเทศไทย ดังนั้น การศึกษานี้
จึงเลือกวิธี plaque assay เพื่อพัฒนาการตรวจหา

ปริมาณไวรัส SARS-CoV-2 ซึ่งเปนเทคนิคท่ีใชกัน
ทัว่ไปในการแยกไวรสัและหาปริมาณไวรสัเชงิปรมิาณ 
โดยเปนการตรวจนับไวรัสที่สามารถแสดงการเกิด 
plaque โดยหนึ่งอนุภาคของไวรัสที่ติดเชื้อในเซลล
และเพิม่จํานวนในเซลลขางเคียงทําใหเซลลตายเกิดเปน 
plaque ขึ้น และนับจํานวนเปน plaque forming 
unit (PFU) การนําวิธีดังกลาวมาใชเปนวิธีมาตรฐาน
สาํหรบัการหาปรมิาณไวรสั SARS-CoV-2 นัน้ จาํเปน
ตองทดสอบความถกูตองของวธิเีพ่ือใหเกดิความเชือ่มัน่
ของผลการทดสอบ โดยทําการศึกษาในพารามิเตอร
ท่ีสําคัญคือ ความเท่ียง ความแมน ความจําเพาะ 
และความคงทนของวิธ ีเมือ่ไดความถกูตองของวิธแีลว 
สถาบนัชวีวตัถ ุกรมวทิยาศาสตรการแพทย สามารถ
นําวิธีดังกลาวไปใชประโยชนตอการนําไปปรับใช
ในการหาปรมิาณไวรสั SARS-CoV-2 สายพันธุตาง ๆ 
ในผูติดเชือ้ และตรวจหาระดับ neutralizing antibody 
โดยใช plaque reduction neutralization test 
ในผูท่ีตดิเชือ้ COVID-19 รวมท้ังในคนและสตัวทีไ่ดรบั
วัคซีน COVID-19 ตนแบบ ซึ่งหลายหนวยงานของ
ประเทศไทยอยูระหวางการวิจัยพฒันาวคัซนีในหลาย
รปูแบบเพือ่ผลติวคัซนีและนาํมาใชในการปองกนัโรค 
COVID-19 ในประเทศ
 
วัตถุประสงค
 การศึกษานี้มีวัตถุประสงคเพื่อตรวจสอบ
ความถูกตองของวิธี plaque assay เพื่อดูวาวิธี
มีความเหมาะสมที่จะนํามาใชในการหาปริมาณไวรัส 
SARS-CoV-2 หากวิธีมีความเหมาะสมจะสามารถ
นําไปใชเปนวิธีมาตรฐานในการหาปริมาณไวรัส 
SARS-CoV-2 
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ระเบียบวิธีการวิจัย
วิธีการวิจัย 
         เปนการวิจัยเชิงทดลองโดยทําการตรวจสอบ
ความถกูตองของวธิ ีplaque assay ในการหาปรมิาณ
ไวรัส SARS-CoV-2 ท่ีไดจาก clinical specimen 
ของผูปวยที่ติดเช้ือจํานวน 10 ราย แลวคัดเลือกมา 
1 ตัวอยางเพื่อนําไปเพิ่มจํานวนเชื้อไวรัสในเซลล
เพาะเลี้ยง Vero จากนั้นนํา virus-containing 
supernatant แบงใส cryo tube จาํนวน 700 cryo 
tubes และสุมไวรัส SARS-CoV-2 จํานวน 60 cryo 
tubes เพื่อนํามาใชในการทดสอบ โดยดําเนินการ
เตรียมเซลลเพาะเลี้ยงและเตรียม reagents ตาง ๆ 
ที่หองปฏิบัติการ Biosafety level 2 ของสถาบัน
ชีววัตถุ และดําเนินการทดสอบ plaque assay ที่ 
Biosafety level 3 ของสถาบันวิจัยวิทยาศาสตร
สาธารณสขุ กรมวิทยาศาสตรการแพทย ใชระยะเวลา
ในการศึกษา 12 เดือน (มิถุนายน 2563 - มิถุนายน 
2564) และการศึกษานี้ไดรับการรับรองจริยธรรม
การวิจัยในมนุษย เลขที่ EC192/2563 
ขั้นตอนดําเนินการ
         1. เมื่อไดรับเชื้อไวรัส SARS-CoV-2 สายพันธุ 
hCoV-19/Thailand_59/2020 จากสถาบันวิจัย
วิทยาศาสตรสาธารณสุข (สวส.) กรมวิทยาศาสตร
การแพทย ซ่ึงโรงพยาบาลในประเทศไทยเกบ็ clinical 
specimen (nasolpharyngeal and throat swab) 
จากผูปวยที่ไดรับการวินิจฉัยวาอาจติดเชื้อโควิด-19 
จากนั้นนําสง clinical specimen ให สวส. ตรวจ 
โดยทําการตรวจยืนยันสายพันธุดวยวิธี whole 
genome sequencing12 และเพิ่มจํานวนไวรัสใน
เซลลเพาะเลีย้ง Vero จากนัน้นาํเช้ือท่ีไดมาเพิม่จาํนวน
ไวรัสในเซลลเพาะเลี้ยง Vero เพื่อใหไดปริมาณไวรัส
ที่เพิ่มขึ้นเพื่อนําไปใชในการศึกษา โดยทําการเก็บ
ไวรัส SARS-CoV-2 ใน cryo tube ขนาด 2 ml 
จํานวน 700 vials (120 µl/cryo tube) ไวในตู
แชแขง็อณุหภมู ิ-70ºC ในการศกึษานีท้าํการสุมไวรสั 
SARS-CoV-2 จํานวน 60 cryo tubes เพื่อนํามาใช
ในการทดสอบ

         2. เม่ือไดรับซีรัมผูปวยจากสถาบันชีววิทยา
ศาสตรทางการแพทย (สวพ.) กรมวิทยาศาสตร
การแพทย ซึ่งไดจากการเจาะเลือดจากผูที่ไดรับการ
ยืนยันการติดเชื้อ SARS-CoV-19 จํานวน 10 ราย 
โดยใชวิธี whole genome sequencing จากนั้น
ปนแยกซรีมั pool ซรีมัรวมกนั แลวบมที ่56ºC นาน 
30 นาท ีเกบ็ใสหลอด cryo tube จาํนวน 100 cryo 
tubes แลวเก็บไวในตูแชแข็งอุณหภูมิ -20ºC เพื่อ
นําไปใชเปนซีรัมท่ีใหผลบวกตอเชื้อ SARS-CoV-2 
(positive serum) และไดรบัซรีมัคนปกต ิ(negative 
serum) จํานวน 20 cryo tubes จาก สวพ. โดยทาํ
การสุม positive serum และ negative มาศึกษา
อยางละ 3 cryo tubes
         3. เพาะเลี้ยงเซลลเพาะเลี้ยง Vero (ATCC® 
CCL81) ในขวดพลาสตกิขนาด 75 ตารางเซนตเิมตร 
(cm2) (corning costar, USA) โดยใชอาหารเลีย้งเซลล
สําเร็จรูป Minimum Essential Medium (MEM) 
(Sigma, USA) โดยเติม L-glutamine (Gibco, USA) 
1% และ fetal bovine serum (FBS) (Hyclone, 
ประเทศสหรัฐอเมริกา) 10% นําเซลล Vero ไปบมที่ 
37ºC, 5% CO2 ใชเวลา 3-4 วัน เซลลเพิ่มจํานวน
เต็มพื้นผิวขวดพลาสติก ซึ่งสามารถนําไปใชในการ
ทดสอบตอไปได
         4. เตรียมเครื่องมือและอุปกรณ ไดแก ปเปต
อตัโนมตั ิตูชวีนริภยั เครือ่งอบเพาะเชือ้ควบคมุอณุหภมู ิ
37ºC แบบใชคารบอนไดออกไซด เครือ่งชัง่สาร ตูเยน็
ควบคุมอุณหภูมิ 2-8ºC ตูแชแข็งควบคุมอุณหภูมิ 
-20ºC ตูแชแขง็ควบคมุอุณหภมู ิ-70ºC อางนํา้ควบคมุ
อุณหภูมิ หองปฏิบัติการ Biosafety level 2 และ 
Biosafety level 3 เครื่องนึ่งฆาเชื้อความดันไอนํ้า 
         5. เพิ่มจํานวนไวรัสในเซลลเพาะเลี้ยง โดย
เพาะเลีย้งเซลล Vero ในขวดพลาสตกิขนาด 25 cm2 
บมที ่37ºC, 5% CO2 นาน 20-24 ชัว่โมง หลงัจากน้ัน
เทอาหารเลี้ยงเซลลท้ิงและเติมไวรัสท่ีแยกไดลงใน
เซลล Vero บมที่ 37ºC, 5% CO2 นาน 1-2 ชั่วโมง 
เพื่อใหไวรัสเขาสูเซลล จากนั้นเติมอาหารเลี้ยงเซลล
ปริมาตร 7 ml ที่มี 2% FBS บมที่ 37ºC, 5% CO2 
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นาน 4-5 วัน ใหสังเกตการเกิด CPE ดวยกลอง
จุลทรรศน เทียบกับขวดที่เลี้ยงเซลลโดยไมมีไวรัส 
จากนั้นเก็บไวรัสเมื่อมี CPE ในเซลลประมาณ 80-
90% โดยการดูดเปาเซลลหลายครั้ง และทําการ 
freeze-thaw 2-3 ครั้ง ที่ -70ºC จากน้ันเก็บน้ํา
เล้ียงเซลล นาํไปปนทีค่วามเรว็ 500 x g นาน 10 นาที 
ทีอ่ณุหภูมิ 4ºC แบงเกบ็สวนใสทีม่ไีวรสัใน cryo tube 
ไวที่ -70ºC เพื่อนํามาขยายเพิ่มจํานวนในขวดเล้ียง
เซลลขนาด 175 cm2 สําหรับใชศึกษาตอไป
 6. หาปริมาณไวรัสดวยวิธี Plaque assay 
โดยเติมเซลลเพาะเล้ียง Vero จํานวน 2 x 105 
cells/ml ลงในเพลท 6 หลุม ปริมาตร 3 ml/well 
บมที่อุณหภูมิ 37ºC, 5% CO2 นาน 1 วัน เจือจาง
ไวรัสดวย maintenance medium ท่ีมี FBS 2% 
ทีร่ะดับความเจอืจาง 10-1 ถงึ 10-6 ตามลาํดบั ซึง่จะมี
ปริมาตร เหลือ 900 µl ในแตละ tube จากนั้นเติม 
maintenance medium ปรมิาตร 900 ไมโครลติร 
ซึ่งจะได mixture (ปริมาตรรวม 1,800 µl ตอ 1 
ความเจอืจาง) นาํทกุ tubes ไปบมที ่37ºC, 5% CO2 
เปนเวลา 1 ชัว่โมง เมือ่ครบระยะเวลา นํา mixtures 
ของแตละความเจือจางใสลงในเซลล Vero ในเพลท 
6 หลุม ปริมาตรหลุมละ 0.2 ml/well ใสความ
เจอืจางละอยางนอย 2-3 หลมุ จากน้ันนําเพลท 6 หลมุ 
บมที ่37ºC, 5% CO2 นาน 1 ชัว่โมง ทําการ rocking 
ทุก 15 นาที จนกวาจะครบเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้น
เติมอาหารเล้ียงเซลลที่มี 1.2% methylcellulose 
ปริมาตร 3 ml/well (การเตรียม 1.2% methy
lcellulose ทาํไดโดยชัง่ methylcellulose 12 กรมั 
ใส ในขวดขนาด 1,000 ml แลวนําไป autoclave 
จากนัน้เตมิ MEM ปริมาตร 1,000 ml ผสมใหเขากัน
ภายใตอุณหภูมิ 2-8ºC ดวย magnetic stirrer ทิ้งไว
ขามคนื เตมิ 10% FBS 1% L-glutamine และ 1% 
pen-strep ผสมใหเขากัน) นําเพลทไปบมที่ 37ºC, 
5% CO2 นาน 6 วัน เมื่อครบกําหนด ทําการ fix 
เซลลดวย 10% formaldehyde ปริมาตร 3 ml/well 
นาน 15-30 นาท ีลางออกดวยนํา้เปลา และยอมเซลล
ดวย 0.5% crystal violet ใน PBS (-) pH 7.2-7.4 
ปริมาตร 0.5 ml/well นาน 15-30 นาที จากนั้น

ลางสีสวนเกินออกใหหมดดวยนํา้เปลา ซบัใหเพลทแหง 
เซลลที่มีชีวิตที่ไมถูกไวรัสทําลายจะติดสีนํ้าเงินเขม
เหมือนเซลลควบคุม สวนเซลลที่ถูกทําลายดวยไวรัส 
จะเห็นเปนจดุชองวางสขีาวเรยีกวา plaque จากนัน้
นับจํานวน plaque บน light box นําไปคํานวณหา
ปรมิาณไวรสัในรปู log10 PFU/ml ซ่ึงม ีacceptance 
criteria ดังนี้ (1) ความเจือจางแตละระดับที่ใชใน
การทดสอบตองครอบคลมุการเกดิ plaques จาํนวน
ระหวาง 10-200 plaques ตอหลุม (2) จํานวน 
plaques ในแตละคาความเจอืจางมีคา %CV ไมเกนิ 
40% (3) หลุมควบคุมตองไมเกิด plaques13 และ 
(4) คา min-max ของปริมาณไวรัส SARS-CoV-2 
lot. No. 05/05/2020 อยูในชวง 4.46-7.32 log 
PFU/ml
 คํานวณหาปริมาณไวรัสจากคาเฉลี่ยของ
จํานวน plaque ที่เกิดขึ้นของแตละความเจือจาง13

PFU/ml =
(average number of plaques per well) x (dilution factor)

     
Volume of inoculum per well

 7. ตรวจสอบความถูกตองของวิธี โดยทํา
การทดสอบความเที่ยง ความแมน ความคงทน และ
ความจําเพาะของวิธี14-15 ดังนี้
 การศึกษาความเท่ียงของวิธี (precision) 
โดยทาํการศกึษาใน 2 พารามิเตอรคอื repeatability 
(within-day variation หรือ intra-assay variation) 
และ reproducibility การศึกษา repeatability 
ทาํโดยนักวิเคราะห 1 คน ทาํการทดสอบหาปรมิาณ
ไวรัสโดยวิธี plaque assay จํานวน 6 ครั้ง ที่เปน
อิสระตอกันในวันเดียวกัน โดยใชระดับความเจือจาง
ท่ี 10-1-10-6 (ความเจือจางละ 900 µl) ผสมกับ 
maintenance medium ปริมาตร 900 µl รายละเอยีด
วิธีการทดสอบตามที่ระบุไวในหัวขอการหาปริมาณ
ไวรสัโดยวธิ ีPlaque assay และ 2) reproducibility 
ทําการทดสอบโดยนักวิเคราะห 2 คน คนละ 6 ชุด
การทดสอบที่เปนอิสระตอกันตางวันกัน หาคาเฉลี่ย
เรขาคณิต (Geometric Mean, G.M.) คาเบี่ยงเบน
มาตรฐาน (Standard Deviation, SD) และคา %CV 
โดย %CV ตองมีคา ≤25%14 
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 การทดสอบความแมนของวิธี (accuracy) 
เนือ่งจากไมมสีารมาตรฐานสากลท่ีรูคา จงึทําการศกึษา
ความแมนโดยเจอืจางซีรัมคนปกตทิีไ่มตดิเชือ้ SARS-
CoV-216 (negative serum control) ท่ี 1:100, 
1:200, 1:400 และ 1:800 (900 µl ในแตละความ
เจอืจาง) ตามลําดบั แลวนํามาผสมกบั SARS-CoV-2 
ปริมาตร 900 µl (เชื้อไวรัส SARS-CoV-2 ท่ีระดับ
ความเจือจาง 10-3.5 ปริมาตร 900 µl) ลงในแตละ
ความเจือจางของ negative serum control ได 
mixtures ของแตละความเจือจาง พรอมทั้งนํา 
negative serum control และ positive serum 
control ท่ี 1:100, 1:200, 1:400 และ 1:800 
ปริมาตร 900 µl ในแตละความเจือจาง ผสมกับ
อาหารเล้ียงเซลล ปรมิาตร 900 µl โดยทาํการทดสอบ 
3 ซํ้า ตามวิธี Plaque assay ซึ่งความเจือจางของ
ไวรัสที่ 10-3.5 ผสมกับ maintenance medium ได 
mixture (virus control) ทาํใหเกดิ plaques เฉลีย่
อยูในชวง 10-200 plaques/หลมุ ซึง่สามารถนบัได
ดวยตาเปลา เนื่องจากวิธี plaque assay เปน 
bioassay ซึง่ม ีvariation สงู ดงันัน้การกาํหนดชวง
การเกดิ plaques ดงักลาว ถือวามคีวามเหมาะสมท่ีจะ
นาํมาใชเปนเกณฑสําหรบัการคํานวณหาปรมิาณไวรสั 
โดยวิธี plaque assay คา min-max ของปริมาณ
ไวรัสในพารามิเตอรนี้นี้ไมควรเกิน 0.5 PFU/ml
 การทดสอบความคงทนของวิธ ี(robustness) 
การศกึษาความคงทนของวธิ ีในการใหผลการทดสอบ
ที่นาเช่ือถือในสภาวะที่มีการเปลี่ยนแปลงที่ตั้งใจให
เกิดขึ้น โดยการหาปริมาณไวรัสตามวิธี plaque 
assay ที่ incubation period ของ mixture และ 
absorption period ระยะเวลา 1 ชั่วโมง ทําการ
ทดสอบ 3 การทดสอบ และมีการเปล่ียน incubation 
period ของ mixture และ absorption period 
เปน 1.10 ชัว่โมง โดยทาํการทดสอบ 3 การทดสอบ 
นาํผลการทดสอบมาวเิคราะหหาคาเฉลีย่ คาเบีย่งเบน
มาตรฐาน (SD) และรอยละสัมประสทิธ์ิความแปรปรวน 
(%CV) โดย %CV ตองมีคา ≤25%14

 การศึกษาความจาํเพาะของวธิ ี(specificity) 
การศึกษาความจําเพาะของวิธี/ความสามารถของวิธี

ในการแยกความแตกตางของสารท่ีตองการวดั โดยนาํ 
positive serum control และ negative serum 
control มาทดสอบกบัเชือ้ SARS-CoV-2 ซึง่ปริมาณ
ไวรัสท่ีไดจาก negative serum control ผสมกับ 
SARS-CoV-2 ตองมีมากกวา positive serum ผสมกบั 
SARS-CoV-2 และสามารถดไูดจากจาํนวน plaques 
ทีล่ดลงใน positive serum control ผสมกบั SARS-
CoV-2 เมื่อเทียบกับ negative serum control 
ผสมกับ SARS-CoV-2 และเชื้อไวรัส SARS-CoV-2 
ผสมกับ maintenance medium ซึ่งเปน positive 
virus control (เกดิ plaque เฉลีย่อยูในชวง 10-200 
plaque/หลุม13) ผลการทดสอบตองแสดงใหเห็นวา
ปริมาณไวรัสที่ไดจาก positive serum control 
ผสมกบั SARS-CoV-2 และ negative serum control 
ผสมกบั SARS-CoV-2 มคีวามแตกตางอยางมนียัสาํคญั
ทางสถิติ จึงถือไดวาวิธีมีความจําเพาะ
การรวบรวมขอมูล
 ระยะเวลาดาํเนนิการศกึษาและรวบรวมขอมลู 
12 เดือน (มิถุนายน 2563 - มิถุนายน 2564) โดย
ผูทดสอบทาํการตรวจสอบความถกูตองของ plaque 
assay ตามพารามเิตอรท่ีกาํหนดไว ไดแก ความเทีย่ง 
ความแมน ความคงทน และความจําเพาะของวิธี
การวิเคราะหขอมูล
 1. คํานวณหาความเที่ยง ความแมน ความ
คงทน และความจาํเพาะของวธิ ีโดยใชสถติเิชงิพรรณนา 
ไดแก GM SD %CV 95%CI และ T-test
 2. เกณฑทีย่อมรบัได (acceptance criteria) 
ไดแก
     - ปริมาณไวรัสอยูในชวง mean±3SD 
(4.46-7.32 logPFU/ml)  
     - ความเที่ยงของวิธี (precision) %CV 
ตองมีคา ≤25%
     - ความแมนของวิธี (accuracy) คา 
min-max ของปริมาณไวรัสในพารามิเตอรนีไ้มเกนิ 
0.5 PFU/ml
     - ความคงทนของวิธี (robustness) 
%CV ตองมีคา ≤25%
     - ความจําเพาะของวิธี (specificity) 



16 THAI FOOD AND DRUG JOURNAL Vol. 28 No. 3: SEPTEMBER - DECEMBER 2021

เปรียบเทียบปริมาณไวรัสที่ไดจาก positive serum 
control และ negative serum control ที่ผสมกับ 
SARS-CoV-2 ตองมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ

ผลการศึกษา
1. การเกิด plaque และการคํานวณปริมาณไวรัส 
SARS-CoV-2 โดยวิธี plaque assay
 การเกิด plaques ในเซลลเพาะเล้ียง Vero 
หลังติดเชื้อไวรัส SARS-CoV-2 นาน 6 วัน ภายหลัง 
fix ดวย 10% formaldehyde และยอมเซลลดวย 
0.5% crystal violet ทําใหเห็นเซลลหลุดออกจาก
เพลทอยางเห็นไดชัดเจน ซ่ึงสามารถอานผลไดดวย
ตาเปลา ไวรัสจะทําลายเซลล โดยจํานวน plaques 
เปนไปตามความเจือจางของไวรัสที่ลดลง พรอมทั้ง
แสดงเซลล Vero ควบคุม ที่ไมเกิด plaque ความ

เจือจางดังรูปที่ 1 (ไวรัสถูกเจือจางตั้งแตความเขมขน 
10-1 ถึง 10-6 (เรียงลําดับภาพจากซายมือมาขวามือ 
ตามลําดับ)) โดยเซลลควบคุมปกติ (cell control) 
ไมเกิด plaques จากนั้นนําไปคํานวณหาปริมาณ
ไวรสัความเจอืจางละอยางนอย 2 หลมุ หากคาเฉลีย่
ของจํานวน plaque นอยกวา 10 หรือสูงกวา 200 
plaques จะไมนํามาคํานวณผล ไวรัสที่ 10-1, 10-2 
และ 10-3 ทาํลายเซลลจนไมสามารถนบั plaque ได 
โดยสามารถนับได 10-4, 10-5 และ 10-6 ตามลําดับ 
อยางไรกต็าม เนือ่งจากคาเฉลีย่ของจาํนวน plaque 
ที่ 10-6 นอยกวา 10 plaques จึงไมนํามาคํานวณ 
จงึนาํจาํนวน plaque ของไวรสัทีร่ะดบัความเจอืจาง 
10-4 และ 10-5 มาคาํนวณ โดยมคีาเฉลีย่เทากบั 41.5 
(37, 46) และ 11.5 (12, 11) ซ่ึงมีปริมาณ SARS-
CoV-2 เทากับ 6.54 log10PFU/ml ดังตารางที่ 1

ตารางที่ 1 การเกิด plaques และการคํานวณปริมาณไวรัส SARS-CoV-2

2. การศึกษาความเที่ยงของวิธี (Precision)
 ผลการทดสอบ repeatability พบวาได
คาเฉล่ียเรขาคณิต (Geometric Mean: G.M.) เทากบั

5.76 log10PFU/ml คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) 
เทากบั 0.05 คา %CV เทากบั 0.94% ดงัตารางที ่2 

เนื่องจากไมเปนไปตาม acceptance criteria จึงไมนําจํานวน plaque มาคํานวณหาปริมาณไวรัส 
จากตาราง เมื่อนําจํานวน plaque ของ 10-4 และ 10-5 คํานวณปริมาณไวรัสไดเทากับ 6.54 log10pfu/ml.

รูปที่ 1 การเกิด plaque ที่ระดับความเจือจางตาง ๆ และ cell control

Log PFU/mlPFU/mlCVSDG.M.Well 2Well 1Dilution

-

-

-

-

-

-

6.54

-

-

-

2075000.00

5750000.00

-

3454164.15

-

-

-

10.8

4.3

78.6

G.M

-

-

-

4.5

0.5

3.5

-

-

-

-

41.5

11.5

4.5

-

ไมสามารถนับ

plaque ได

ไมสามารถนับ

plaque ได

>200

46

11

2

-

ไมสามารถนับ

plaque ได

ไมสามารถนับ

plaque ได

>200

37

12

7

-

*10-1

*10-2

*10-3

10-4

10-5

*10-6

-
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ผลการทดสอบ reproducibility พบวา คา G.M. 
เทากับ 5.76 log10PFU/ml คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
(Standard Deviation, SD) เทากบั 0.18 คา %CV 
เทากับ 3.12% โดยมีคาสูงสุดเทากับ 6.08 log10

PFU/ml และคาตํ่าสุดเทากับ 5.47 log10PFU/ml 
ดังตารางที่ 3 จากขอมูลขางตน แสดงใหเห็นวามี
ความแปรปรวนของผลการทดสอบนอย วิธีมีความ
เที่ยงตรงดี

ใหปริมาณไวรัสไมแตกตางกัน และไดคาใกลเคียงกับ
ปรมิาณไวรสัท่ี 10-3.5 ผสมกบั maintenance medium 
ซึ่งใชเปนไวรัสควบคุม (virus control) ซึ่งปริมาณ
ไวรัสที่ไดคาสูงสุดเทากับ 5.65 log10 PFU/ml และ
คาต่ําสุดเทากับ 5.43 log10 PFU/ml ซึ่งคาความ
แตกตางไมเกนิ 0.5 log10 นอกจากนีซ้รีมั negative 
และ positive ไมมีผลตอการทําลายเซลล นั่นคือ
ตรวจไมพบ plaque เหมอืนกบัหลมุของเซลลควบคมุ 
ดังตารางที่ 4 แสดงใหเห็นวาวิธีมีความแมน

3. การทดสอบความแมนของวิธี (accuracy)
 ผลการทดสอบความแมนท่ีระดับความ
เจอืจางตาง ๆ ของซรีมัคนปกต ิ(negative serum) 
ที่นํามาผสมกับไวรัสที่ระดับความเจือจาง 10-3.5 

ตารางที่ 3 ผลการทดสอบ reproducibility

จํานวนไวรัส SARS-CoV-2นักวิเคราะห การทดสอบ

5.58

5.47

5.67

5.77

6

6.08

5.76

5.89

5.86

5.9

5.98

6.01

5.76

0.18

5.40-6.12

3.12

คนที่ 1

คนที่ 2

G.M.

SD

G.M.±2SD/95%CI

%CV

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

ตารางที่ 2 ผลการทดสอบ repeatability

aคาเฉลีย่เรขาคณติ (Geometric mean: G.M.) bคาเบีย่งเบนมาตรฐาน (SD) 
cชวงความเชื่อมั่นที่ระดับ 95% (95% confidence interval/95%CI) และ 
dคาเปอรเซ็นตสัมประสิทธิ์ความแปรปรวน (%CV)

จํานวนไวรัส SARS-CoV-2การทดสอบ

5.67

5.74

5.83

5.74

5.77

5.82

5.76

0.05

5.65-5.87

0.94

1

2

3

4

5

6

G.M.
a

SD
b

G.M.±2SD/95%CI
c

%CV
d

ตารางที่ 4 ความแมนของวิธี (accuracy)

N.D. = ไมปรากฏ plaque

จํานวนไวรัส SARS-COV-2 (log10 PFU/ml) ในแตละสภาวะ (n=3)

ซีรั่มผลบวก 
+อาหารเลี้ยงเซลล

ซีรั่มผลลบ
+อาหารเลี้ยงเซลล

ซีร่ัมผลลบ
+ ไวรัส (SARS-Cov-2)

อาหารเลี้ยงเซลล
+ ไวรัส (SARS-Cov-2)

= virus control

ระดับความเจือจาง
ของซีรัม

3

N.D.

N.D.

N.D.

N.D.

2

N.D.

N.D.

N.D.

N.D.

1

N.D.

N.D.

N.D.

N.D.

3

N.D.

N.D.

N.D.

N.D.

2

N.D.

N.D.

N.D.

N.D.

1

N.D.

N.D.

N.D.

N.D.

3

5.49

5.60

5.48

5.54

2

5.53

5.60

5.65

5.57

1

5.43

5.59

5.50

5.49

3

5.47

5.6

5.43

5.49

2

5.48

5.51

5.58

5.47

1

5.52

5.53

5.45

5.48

1:100

1:200

1:400

1:800
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4. การทดสอบความคงทนของวิธี (Robustness)
 ผลการทดสอบ Robustness พบวา เมื่อมี
การปรบัเปลีย่น incubation period และ adsorption 
time ใน plaque assay จากเดมิ 1 ชัว่โมง เปน 1.10 
ชั่วโมง ไดคาเฉลี่ยเรขาคณิต (Geometric Mean, 
G.M.) เทากับ 5.74 log10PFU/ml คาเบี่ยงเบน
มาตรฐาน (Standard Deviation, SD) เทากับ 0.19 
คา %CV เทากับ 3.38% ซ่ึงคา %CV นอยกวา 25%14 
เมื่อมีการปรับเปลี่ยน incubation period และ 
adsorption time ใน plaque assay จากเดิม 
1 ชั่วโมง เปน 1.10 ชั่วโมง ไมมีผลกระทบตอผล
การทดสอบ ดังตารางที่ 5 แสดงใหเห็นวาวิธีมีความ
คงทนในการใหผลการทดสอบที่นาเชื่อถือ

5. การศึกษาความจําเพาะของวิธี (Specificity)  
 ผลการทดสอบความจําเพาะ จากการ
วเิคราะหขอมลูทางสถติโิดยใช T-test พบวา ปรมิาณ
ไวรัส SARS-CoV-2 จาก negative serum ผสมกับ 
SARS-CoV-2 เปรียบเทียบกับ positive serum 
ผสมกับ SARS-CoV-2 พบวา มีความแตกตางอยาง
มีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95% โดย 

Sig (2-tailed) = 0.038 ซึ่งปริมาณไวรัสที่ไดจาก 
negative serum ผสมกบั SARS-CoV-2 มมีากกวา
ใน positive ผสมกับ SARS-CoV-2 ซึ่งสามารถบงชี้
ไดวาเมื่อผสม positive serum กับ SARS-CoV-2 
ทําใหสามารถลดปริมาณไวรัส SARS-CoV-2 ลงได 
ดังตารางที่ 6 จากขอมูลขางตนแสดงใหเห็นวาวิธี
มีความจําเพาะ

     

อภิปรายผล
  การศึกษานี้ตองทําการทดสอบในหอง
ชวีนริภัยระดบัความปลอดภยั 3 (Biosafety Level 3) 
เนือ่งจากไวรสั SARS-CoV-2 เปนเชือ้กอโรคใหมและ
เกดิการตดิเชือ้ไดงาย ทาํใหเกิดการระบาดไปทัว่โลก 
ทําใหผูวิจัยตองสวมใสชุดปองกันการปนเปอนเช้ือ 

ทีเ่รียกวา Personal Protective Equipment (PPE) 
และเครื่อง Powered Air Purifying respirator 
(PAPR) ตามมาตรฐานการสวมใสที่ถูกตอง โดยตอง
ปฏบิตัติวัอยางเครงครดัในการใชหองปฏิบตักิารพเิศษ
ที่มีความดันเปนลบ เพ่ือไมใหเชื้อกระจายออกจาก

ตารางที่ 5 ผลการทดสอบความคงทนของวิธี 
(robustness)

ปริมาณไวรัส SARS-CoV-2
(log PFU/ml)

Condition การทดสอบ

5.75

5.47

5.59

5.74

5.9

6.00

5.74

0.19

5.35-6.13

3.38

1 hr for incubation 

period&adsorption 

1.10 hrs for incubation 

period&adsorption

G.M.

SD

G.M.±2SD/95%CI

%CV

1

2

3

1

2

3

ตารางที่ 6 ผลการศึกษาความจําเพาะของวิธี (specificity)

ปริมาณไวรัส SARS-COV-2 (log10 PFU/ml) ในแตละสภาวะ

ซีรั่มผูปวยติดเชื้อ
SARS-CoV-2

(positive serum)
+ SARS-CoV-2

ระดับความเจือจาง
ของซีรั่มผูปวยติดเชื้อ

SARS-CoV-2

ซีรั่มคนปกติ
(negative serum)

+ SARS-CoV-2

อาหารเลี้ยงเซลล
+ SARS-Cov-2
= virus control

ระดับความเจือจาง
ของอาหาร
เลี้ยงเซลล

ระดับความเจือจาง
ของซีรั่มคนปกติ

3.69

4.09

4.58

5.16

4.35

1:200

1:400

1:800

1:1600

-

5.43

5.59

5.50

5.49

5.50

1:100

1:200

1:400

1:800

-

5.52

5.53

5.45

5.48

5.49

-

-

-

-

Geomean
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หองปฏิบัติการ และผูปฏิบัติงานไมสามารถทํางาน
ในหองความดันลบนานเกิน 3-4 ชั่วโมง เพราะจะ
สงผลตอสภาพรางกายทําใหรางกายออนเพลีย 
อยางไรกต็ามการทดลองนีเ้ปนการศกึษาในเบือ้งตน 
เพื่อดูวาเชื้อไวรัส SARS-CoV-2 สามารถติดเชื้อใน
เซลลเพาะเลีย้งและเกดิ plaque ในเซลลเพาะเลีย้ง 
Vero ไดหรือไม เซลลเพาะเลี้ยง Vero มีลักษณะ
รปูรางกลมรแีละเปนเหลีย่มเลก็นอย สามารถเลีย้งได
โดยไมจํากัด เนื่องจากเปนเซลลเพาะเลี้ยงตอเนื่อง 
(continuous cell line) มีโครโมโซมท่ีผิดปกติไป
จากเดมิ ดงันัน้การศกึษานีจ้งึจํากดัการใชเซลลไมเกิน 
20 passages เพือ่ควบคมุการเปลีย่นแปลงของเซลล
ซึ่งอาจสงผลตอความไวของเซลล Vero ตอไวรัส 
SARS-CoV-2 และลดโอกาสการเกิดการปนเปอน
จากเชื้อจุลินทรีย11 โดยเฉพาะเชื้อมัยโคพลาสมาที่
สามารถตรวจพบการปนเปอนในเซลลไดตลอดเวลา17-19 
ดังนั้น จึงมีการควบคุมคุณภาพของเซลล Vero 
นอกจากการกําหนด passage การใชงานแลว ไดมี
การตรวจสอบหาการปนเปอนมัยโคพลาสมาในเซลล 
Vero กอนนํามาใชงาน20-21 ผลการศึกษาเมื่อเซลล 
Vero ตดิเชือ้ไวรัส SARS-CoV-2 ไวรสัจะทาํลายเซลล
จนเกดิเปนชองวาง (plaque) ในวนัที ่6 จงึสามารถ
นับจํานวน plaque และนํามาคํานวณหาปริมาณ
ไวรัส SARS-CoV-2 ได ซึง่การคาํนวณหาปรมิาณไวรสั 
SARS-CoV-2 โดยวิธี plaque assay นั้น ถาหากใช
ความเจือจางละ 2 หลุม ผลที่ไดมีความนาเช่ือถือ
นอยกวา 3 หลุม ดังนัน้ ในการหาปรมิาณไวรสัควรใช
อยางนอย 3 หลุมตอความเจือจาง เพ่ือใหขอมูล
มีความนาเชื่อถือทางสถิติมากขึ้น นอกจากน้ีแลว 
เนือ่งจากยงัไมมี International reference standard 
ที่ทราบคามาตรฐาน จึงทําการศึกษาในพารามิเตอร 
accuracy โดยการเจือจางซีรัมของคนที่ไมติดเชื้อ 
SARS-CoV-2 ที่ระดับความเจือจางตาง ๆ16 แทน
การใช international reference standard 
อยางไรก็ตาม ในอนาคตหากมี International 
reference standard ควรมกีารศกึษาในพารามิเตอร 
accuracy เพิ่มเติม เพ่ือใหขอมูลการศึกษามีความ

นาเชื่อถือมากยิ่งขึ้น ในสวนของการกําหนดจํานวน 
plaque ทีเ่หมาะสมนัน้ ในบางการศกึษามกีารกาํหนด
คาเฉลีย่ของจาํนวน plaque ไวที ่40-120 plaques/
หลมุ15 แตอยางไรก็ตามเนือ่งจาก plaque assay เปน 
bioassay ซึง่มีความแปรปรวนของผลการทดสอบสงู 
ดังนั้น การศึกษาครั้งนี้จึงกําหนดคาเฉลี่ยของจํานวน 
plaques ที่เหมาะสมอยูท่ี 10-200 plaques13 
ซึ่งไดจากการทดสอบหาปริมาณไวรัส SARS-CoV-2 
จาํนวน 34 คา โดย mean±3SD (คาเฉล่ีย ±3 เทาของ
สวนเบีย่งเบนมาตรฐาน) คอื 4.46-7.32 logPFU/ml 
และเนื่องจากวิธี plaque assay เปน bioassay 
การกําหนดคาเฉลี่ยของจํานวน plaque ตอหลุม
ใหกวางขึน้ จะทาํใหลดผลการทดสอบทีไ่มเปนไปตาม 
acceptance criteria

สรุปผล 
 จากขอมูลผลการตรวจสอบความถูกตอง
ของวธีิ plaque assay ในการหาปรมิาณไวรัส SARS-
CoV-2 ในเซลลเพาะเลีย้ง Vero พบวาวธิใีหความเทีย่ง 
ความแมน และมีความคงทนของวิธี โดยมีคา %CV 
ตํา่กวา 25% และมปีรมิาณไวรสัอยูในชวง mean±3SD 
นอกจากนี้วิธียังมีความจําเพาะใหผลการทดสอบ
ที่นาเชื่อถือได ดังนั้น จึงถือไดวาวิธี plaque assay 
มคีวามเหมาะสมทีจ่ะนาํไปใชเปนวธิมีาตรฐานในการ
ตรวจหาปริมาณไวรัส SARS-CoV-2 และสามารถ
นําเช้ือไวรัสดังกลาวไปใชในการตรวจหาระดับ 
neutralizing antibody responses ในคนติดเชื้อ
โควดิ-19 รวมทัง้การตรวจหาระดบัภมูคิุมกนัในสตัว/
คนที่ไดรับวัคซีน COVID-19 ตนแบบในประเทศ 
รวมถึงวัคซีน COVID-19 จากตางประเทศที่นํามาขอ
ขึ้นทะเบียนในประเทศไทย

กิติกรรมประกาศ
 ขอบคณุสถาบนัวจิยัวทิยาศาสตรสาธารณสขุ 
กรมวิทยาศาสตรการแพทย ที่ใหความอนุเคราะห
ไวรัส SARS-CoV-2 สายพันธุ hCoV-19/Thailand/
47/2020 ที่ใชในการศึกษาในครั้งนี้
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