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           Abstract
Background: The Corona Virus Disease 2019 (COVID-19), which causes from the Severe 

Acute Respiratory Syndrome Corona Virus (SAR-CoV-2), is an emerging disease that several 

organizations have tried to develop vaccines against the viruses and therapeutic medicines, 

including specific anti-viral drugs. Therefore, viral cultivation and quantification are necessary 

for the laboratory testing. Most of common methods to quantify the viral titer are the 

Plaque and CCID50 assays.

Objective: To compare the quantity of the SAR-CoV-2 and the consumption resources test 

between the plaque and CCID50 assays (original strain).  

Methods: This study was an experimental research from March to June 2020 by comparing 

the quantification of the SAR-CoV-2 between both methods using the same virus set at 80 

tests in the same period.
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Results: The results showed that the geometric means of viral titers determined by the 

plaque and CCID50 assays were 5.97 log PFU/ml and 6.00 log CCID50/ml, respectively. 

The percentages of the coefficient of variance of the methods were 4.09 and 3.29, 

respectively. The statistical analysis by the Paired-t test showed no statistically significant 

difference between these two methods at a 95% confidence interval. In addition, the ratio 

of viral titers of the mean over the geometric mean ranged between 0.87 and 1.13. However, 

the CCID50 assay was faster by requiring only 4 days of testing and more cost-effective 

by using fewer materials, equipment, and medium. 

Conclusions: The determination of SARS-CoV-2 virus counting by the plague counting 

method and the 50% cell culture infection test showed no difference in results, but 

testing for 50% infection in cell cultures was faster and more cost-effective. It revealed 

that both methods can be used to quantify the SARS-CoV-2 titer, which can be applied 

to detect immune responses in COVID-19 patients as well as in COVID-19 vaccine testing 

further in animals and humans.

Keywords: SARS-CoV-2, COVID-19, plaque assay, CCID50 assay

            บทคัดยอ
ความสาํคญั: โรคตดิเช้ือไวรสัโคโรนา-2019 (โควิด-19) ทีเ่กดิจากเชือ้ไวรสั SARS-CoV-2 เปนโรคอุบติัใหม

ทีห่ลายองคกรพยายามพฒันาวคัซนีหรอืยาตานไวรสัทีจํ่าเพาะ จงึจาํเปนตองมกีารเพาะเลีย้งเพือ่เพิม่จาํนวน

และหาคาปริมาณไวรัสเพ่ือนํามาใชในการตรวจวิเคราะหทางหองปฏิบัติการ การหาปริมาณไวรัสที่นิยม

ใชกันมากมี 2 วิธีคือ การนับจํานวนการเกิดพลัค และการทดสอบการติดเช้ือในเซลลเพาะเลี้ยง 50%

วัตถุประสงค: เพื่อเปรียบเทียบและหาคาปริมาณไวรัส SARS-CoV-2 สายพันธุ Wuhan-Hu-1 และ

ความสิ้นเปลืองทรัพยากรที่ทําการทดสอบโดยวิธีการนับจํานวนการเกิดพลัค และการทดสอบการติดเช้ือ

ในเซลลเพาะเลีย้ง 50%
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บทนํา
 โรคติดเชื้อไวรัสโคโรนา-2019 (Corona 

Virus Disease 2019: COVID-19) ที่เกิดจากเชื้อ

ไวรัสโคโรนาสายพันธุกลุมอาการทางเดินหายใจ

เฉียบพลันรุนแรง (Severe Acute Respiratory 

Syndrome Corona Virus 2: SARS-CoV-2) ซึ่ง

เปนเชือ้อบุตัใิหม มรีายงานตรวจพบผูปวยรายแรก

ในเมอืงอูฮัน่ มณฑลหูเปย สาธารณรัฐประชาชนจนี

ในปลายเดอืนธนัวาคม พ.ศ. 2562 และแพรระบาด

อยางรวดเรว็ องคการอนามยัโลก (World Health 

Organization: WHO) จึงประกาศเปนการระบาด

ใหญหลังจากเชือ้ลกุลามไปอยางรวดเรว็ในทกุภูมภิาค

ของโลก1-4 ซึ่งการดูแลรักษาเปนไปอยางฉุกเฉิน 

วธิกีารวจิยั: เปนการวิจยัเชิงทดลองระหวางเดอืนมีนาคม - มถินุายน 2563 โดยเปรยีบเทยีบการหาปรมิาณ

ไวรสั SARS-CoV-2 สายพนัธุ Wuhan-Hu-1 ระหวางทัง้สองวธิโีดยใชเชือ้ไวรสัชดุเดยีวกนั ทดสอบในชวง

เวลาเดียวกัน จํานวน 80 การทดสอบ 

ผลการศกึษา: พบวาผลจากการนับจาํนวนการเกดิพลคั และการทดสอบการตดิเชือ้ในเซลลเพาะเลีย้ง 50% 

มีคาปริมาณไวรัสเฉลี่ยเทากับ 5.97 log PFU/ml และ 6.00 log CCID50/ml ตามลําดับ ทั้งสองวิธีมีคา

รอยละสมัประสทิธิค์วามแปรปรวนของผลการทดสอบเทากบั 4.09 และ 3.29 ตามลาํดับ จากการทดสอบ

ทางสถิติดวย  paired - t test พบวาทั้งสองวิธีไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ p-value 

> 0.5 โดยคาอัตราสวนระหวางปริมาณไวรัสจากวิธีทั้งสองทั้งคาเฉล่ียเลขคณิตและคาเฉลี่ยเรขาคณิต

อยูระหวาง 0.88 ถึง 1.14  โดยการทดสอบดวยการทดสอบการติดเชื้อในเซลลเพาะเลี้ยง 50% มีความ

รวดเร็วโดยใชเวลาทดสอบเพยีง 4 วนัและประหยดัคาใชจายในการใชวัสดุ อปุกรณ และอาหารเลีย้งเซลล

ที่นอยกวา 

สรุปผล: การหาคาปริมาณไวรัส SARS-CoV-2 ดวยวิธีการนับจํานวนการเกิดพลัค และการทดสอบ

การตดิเชือ้ในเซลลเพาะเลีย้ง 50% ใหผลไมแตกตางกนั แตการทดสอบการตดิเชือ้ในเซลลเพาะเลีย้ง 50% 

มคีวามรวดเรว็และประหยดัคาใชจายกวา สามารถนาํวธิทีัง้สองไปใชในการหาปรมิาณไวรสั SARS-CoV-2 

และพัฒนาการตรวจหาภูมิคุมกันตอเชื้อไวรัส SARS-CoV-2 ในผูปวย รวมถึงเพื่อทดสอบประสิทธิภาพ

ของวัคซีนในการปองกันโรคโควิด-19 ทั้งในสัตวทดลองและมนุษยตอไปได

คาํสาํคญั: SARS-CoV-2 โควิด-19 วิธีนับจาํนวนการเกดิพลคั วธิทีดสอบการตดิเชือ้ในเซลลเพาะเลีย้ง 50% 



36 THAI FOOD AND DRUG JOURNAL Vol. 30 No. 2: MAY - AUGUST 2023

ทาํใหหลายประเทศรวมทัง้ประเทศไทยวจิยัพฒันา

วคัซีนโควดิ-19 อยางเรงดวนในรูปแบบตาง ๆ อาท ิ

วคัซนีเช้ือตาย DNA, mRNA, viral vector, protein 

subunit และ virus-like particle เปนตน5-9 

ปจจุบันมีวัคซีนที่ไดรับการอนุมัติการขึ้นทะเบียน

ในทัว่โลก 49 ผลติภัณฑ10 และอยูระหวางการศกึษา

วิจัยในสัตวทดลองและการศึกษาวิจัยในมนุษย

อยางนอย 20 ชนิด11 ซึ่งในการพัฒนาการผลิต

วคัซนีตองอาศยัเชือ้ไวรสัตนแบบสาํหรบัการพัฒนา 

รวมถึงการใชเพือ่ตรวจสอบประสทิธภิาพการกระตุน

ภมูคิุมกันตอไวรสั SARS-CoV-2 ในสัตวหรอืในคน

ทีไ่ดรบัวคัซีนตนแบบ มคีวามจาํเปนตองมกีารแยก

เชือ้ไวรสั SARS-CoV-2 จากผูปวย ทําการเพ่ิมจํานวน

ไวรสัใหไดปรมิาณมากในเซลลเพาะเลีย้ง และตรวจ

หาปริมาณไวรัสเพื่อใชศึกษาวิจัย

 วิธีการทดสอบหาปริมาณไวรัสนิยมทํา

ในเซลลเพาะเลี้ยงที่มีความไวตอเชื้อไวรัสที่ถือเปน

วธิมีาตรฐานคอืการนบัจํานวนการเกิดพลคั (plaque 

assay) และการทดสอบการตดิเชือ้ในเซลลเพาะเลีย้ง 

50% (50% Cell Culture Infectious Dose: 

CCID50)6-9,12-19 ซึ่งทั้งสองวิธีเปนการทดสอบทาง

ชีววิธี (bioassay) โดยตรวจนับปริมาณไวรัส

ที่มีชีวิตและทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงของเซลล 

Cytopathic Effects (CPE) ซึ่ง plaque assay 

อาศัยหลักการที่เชื้อไวรัสเพ่ิมจํานวนในเซลล

เพาะเลีย้งทีมี่ความจาํเพาะตอเชือ้และทําใหเซลลตาย 

เมือ่เจอืจางปรมิาณเชือ้ไวรสัใสไปในเซลลเพาะเลีย้ง

ที่เปน monolayer ในจานเพาะเลี้ยงเซลล ไวรัส 

1 อนุภาคจะเขาไปในเซลลและเพิ่มจํานวนทําให

เซลลตาย เกดิเปนชองวางใน monolayer เรียกวา 

plaque นบัจาํนวน plaque นาํมาคาํนวณปรมิาณ

ไวรัส8-9,12-14,16,17 สวนวิธี CCID50 เปนการหาคา

ปริมาณไวรัสในระดับการเจือจางไวรัสสุดทาย 

(end point) ที่ทําใหเซลลเพาะเลี้ยงเกิด CPE ที่ 

50% โดยนับจํานวนหลุมท่ีเซลลเกิด CPE นํามา

คํานวณหาระดับการเจือจางไวรัสที่ทําลายเซลล 

50% (7,9,11-13,17) แมทั้งสองวิธีการเปนที่นิยมใช

ในการหาปริมาณไวรัส และมีการศึกษาหาความ

สมัพนัธของการทดสอบท้ังสองวิธใีนเชือ้ไวรสัตาง ๆ 

เชน mumps virus  filovirus9,19 เปนตน แตยัง

ไมพบรายงานความสัมพันธระหวางปริมาณไวรัส 

SARS-CoV-2 ท่ีมีหนวยเปน Plaque Forming 

Unit (PFU)/ml และ CCID50/ml มากอน ผูวิจัย

จงึไดทาํการศกึษาเปรยีบเทยีบและหาความสมัพนัธ

ของผลการทดสอบ และความสิน้เปลอืงทรพัยากร

ระหวางวิธีการทดสอบหาคาปริมาณไวรัส SARS-

CoV-2  โดยวิธี Plaque Assay และวิธี CCID50 

Assay ซึ่งจะเปนประโยชนในการเปรียบเทียบคา

ระหวางหองปฏิบัติการที่ใชวิธีที่แตกตางกัน และ

จะเปนประโยชนตอการศึกษาความสัมพันธของ

การทดสอบระดบัภมูคิุมกันโดยวธิ ีplaque reduction 

neutralization test และ microneutralization 

test ในการหาระดบัภูมคิุมกนัเพือ่ศกึษาประสิทธผิล

ของวัคซนี รวมถงึการคัดเลอืกวิธีท่ีเหมาะสมสาํหรบั

ใชเปนมาตรฐานในหองปฏิบัติการ
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วัตถุประสงค 
 1. เพือ่เปรียบเทียบคาปรมิาณไวรัส SARS-

CoV-2 สายพันธุ Wuhan-Hu-1 จากการทดสอบ

โดยวธิ ีplaque assay และ CCID50 assay 

 2. เพือ่เปรียบเทียบความส้ินเปลืองทรัพยากร

ในการทดสอบโดยวธิ ีplaque assay และ CCID50 

assay

ระเบียบวิธีการวิจัย
วิธีการวิจัย

 เปนการวิจัยเชิงทดลองระหวางเดือน

มนีาคม - มถินุายน 2563 โดยทาํการทดสอบหาคา

ปรมิาณไวรสั SARS-CoV-2 สายพันธุ Wuhan-Hu-1 

ซึง่แยกไดจากผูปวยภายในประเทศ และเพิม่จํานวน

เชือ้ไวรสัในเซลลเพาะเลีย้ง Vero โดยวธิ ีplaque 

assay และวธิ ีCCID50 assay ทาํการวิเคราะหและ

เปรียบเทียบผลการทดสอบทั้ง 2 วิธี และหา

ความสัมพันธของคาที่ได โดยการเตรียมเซลล

เพาะเล้ียงและเตรียม reagent ตาง ๆ ในหอง

ปฏิบัติการชีวนิรภัยระดับ 2 ของสถาบันชีววัตถุ 

และทดสอบคาปริมาณไวรัสที่ชีวนิรภัยระดับ 3 

ของสถาบันวิจัยวิทยาศาสตรสาธารณสุข กรม

วิทยาศาสตรการแพทย 

กลุมตัวอยาง 

 ไวรัส SARS-CoV-2 สายพันธุ Wuhan-

Hu-1(hCoV-19/Thailand/74/2020) ไดรบัความ

อนเุคราะหจากสถาบนัวิจัยวิทยาศาสตรสาธารณสขุ 

กรมวิทยาศาสตรการแพทย ซึ่งแยกไดจากผูปวย

เพศหญิง อายุ 74 ป ที่เดินทางมาจากเมืองอูฮั่น 

ประเทศจนี ทีพ่สิจูนคณุลกัษณะแลวดวยวธิ ีReverse 

Transcriptase Polymerase Chain Reaction 

(RT-PCR)16 นํามาเพิ่มจํานวนในเซลลเพาะเลี้ยง 

Vero และแบงบรรจุปริมาตร 0.12 ml ในหลอด

พลาสตกิขนาด 2.0 ml จํานวน 700 หลอด เกบ็ท่ี

อุณหภูมิ -70 oC ในการศึกษานี้ทําการสุมไวรัส

จํานวน 80 หลอดเพื่อทําการทดสอบ

เครื่องมือ

 1. ตูชวีนริภัย ระดบั 2 (biological safety 

cabinet class II) 

 2. หองชีวนิรภยั ระดบั 2 และ 3 (biosafety 

level 2 and 3) กรมวิทยาศาสตรการแพทย

 3. ตูอบเพาะเชือ้อุณหภมู ิ37 oC ทีม่ ี5% 

CO2 (37 oC incubator, 5% CO2)

 4. ตูดูดควันสารเคมี (chemical fume 

hood) 

ขั้นตอนการศึกษา

 1. เพาะเลี้ยงเซลล Vero ในขวดเพาะ

เลี้ยงเซลลขนาด 225 cm2  ใชอาหารเล้ียงเซลล

สาํเรจ็รปู Minimum Essential Medium (MEM) 

โดยเติม 1% L-glutamine (Gibco) และ 10% 

fetal bovine serum (HyClone) ท่ีถกู inactivated 

ท่ีอุณหภูมิ 56 oC นาน 30 นาที ในตูอบอุณหภูมิ 

37 oC แบบใช 5% CO2 เมือ่เซลลเพิม่จาํนวนเปน 

monolayer มากกวารอยละ 90 ของพื้นท่ีขวด

เพาะเลี้ยง ทําการ passage ในอัตราสวน 1:10 

ในขวดเพาะเลีย้งเซลลใหมขนาดเทาเดมิ เพาะเลีย้ง
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เซลลเปนเวลา 3 วนั จะไดเซลลเปน monolayer 

พรอมใชทดสอบ และทาํการ passage โดยสุมตรวจ

การปนเปอนเชื้อไมโครพลาสมาเปนระยะ18-22 

และจาํกดัการใชเซลลไมเกิน 20 passages นับจาก

การเริ่มใชครั้งแรกที่ไดรับเซลลมา   

 2. เพิม่จาํนวนไวรัสในเซลลเพาะเลีย้ง Vero 

ในขวดพลาสติกขนาด 25 cm2 ที่อุณหภูมิ 37 oC 

แบบใช 5% CO2 นาน 20-24 ชั่วโมง จากน้ัน

เทอาหารเลีย้งเซลลทิง้และเตมิไวรสั SARS-CoV-2 

ลงในเซลล Vero อบที่ 37  oC นาน 1-2 ชั่วโมง 

จากน้ันเตมิ MEM 7 ml ทีมี่ 2% FBS อบท่ีอณุหภูม ิ

37 oC แบบใช 5% CO2 นาน 4-5 วัน สังเกต 

Cytopathic Effect (CPE) ทีเ่กิดข้ึนหลงัการตดิเช้ือ

ไวรัสในเซลลดวยกลองจุลทรรศนเทียบกับขวด

ที่เลี้ยงเซลล Vero โดยไมมีไวรัส เมื่อเกิด CPE 

ในเซลลประมาณ 80-90% เก็บไวรสัโดยการดดูเปา

เซลลขึ้นลงหลายครั้ง และทําการ freeze-thaw 2 

ครั้งที่อุณหภูมิ -70 oC และ 37 oC จากนั้นเก็บ

นํ้าเล้ียงเซลลเพื่อปนแยกเซลลกับไวรัสที่ระดับ

ความเร็ว (relative centrifuge force) 500 x g 

นาน 10 นาที ทีอ่ณุหภมู ิ4 oC นาํสวนใสท่ีมไีวรสั

มาขยายเพิม่จาํนวนในขวดเลีย้งเซลลขนาด 175 cm2 

ดวยวิธีการเดียวกัน จัดเก็บสวนใสที่มีไวรัสไวที่

อุณหภูมิ -70 oC เพื่อสําหรับใชในการศึกษา

 3. ทดสอบหาปริมาณไวรสั โดยผูวเิคราะห 

3 คนทําการทดสอบขั้นตอนที่เหมือนกัน โดยวิธี 

Plaque Assay และ CCID50 Assay ทีเ่ปนอสิระ

ตอกนั (independent test) ทดสอบวิธีละ 10-20 

ครั้ง รวมวิธีละ 40 ครั้ง 

  3.1 ทดสอบหาปริมาณไวรัส

ดวยวิธี plaque assay โดยเติมเซลลเพาะเล้ียง 

Vero  จํานวน 2 x 105 เซลล/ml ในอาหารเลี้ยง

เซลล MEM ท่ีมี 10% FBS ปริมาตร 3 ml/หลุม 

ลงในเพลท 6 หลุม บมนาน 1 วนั ท่ีอุณหภมิู 37 oC 

ท่ีมี 5% CO2 จากนั้นเติมไวรัส SARS-CoV-2 

ท่ีระดับความเจือจาง 10-1,10-2,10-3,10-4, 10-5 

และ 10-6 ตามลําดับ ในอาหารเล้ียงเซลล MEM 

ทีม่ ี2% FBS ปรมิาตร 200 ml/หลมุ ทาํอยางนอย 

2 ซํ้าในแตละความเจือจาง นําไปบมที่ 37 oC 

เปนเวลา 1 ชั่วโมง ดูดเอาไวรัสสวนเกินออกจาก

เซลล และเตมิอาหารเลีย้งเซลลทีม่ ี1% L-glutamine, 

2% FBS และ1.2 % carboxy methyl cellulose 

ลงไปปริมาตร 3 ml/หลุม นําไปบมที่ 37 oC ที่มี 

5% CO2 นาน 6-7 วนั ตรวจนบัจาํนวน plaque 

ในแตละหลุม เพ่ือนํามาคํานวณหาปริมาณไวรัส

ในรปู PFU/ml โดยจาํนวน plaque ทีน่าํมาคาํนวณ 

ตองมีคาระหวาง 10-150 plaque /หลุม6,13,23

  3.2 ทดสอบหาปริมาณไวรัส

ดวยวิธี CCID50 Assay โดยนําไวรัส SARS-CoV-2 

มาเจือจางดวยอาหารเลีย้งเซลล MEM ท่ีมี 2% FBS 

ที่ระดับความเจือจาง 10-1, 10-1.5, 10-2,…,10-6 

เติมแตละความเจือจางลงในเพลท 96 หลมุ ปริมาตร 

50 μl/หลุม ความเจือจางละ 8 หลุม จากน้ันเติม

อาหารเลี้ยงเซลลปริมาตร 50 μl/หลุม และเซลล

เพาะเลีย้ง Vero จํานวน 2 x105 เซลล/ml ปริมาตร 

100 μl/หลุม โดยมีหลุมควบคุมท่ีมีเฉพาะอาหาร

เลีย้งเซลล นาํไปบมที ่37 oC, 5% CO2 นาน 4 วนั 

ตรวจนบัจาํนวน CPE ทีเ่กดิขึน้ในแตละหลมุ และ
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นํามาคํานวณหาปริมาณไวรัสในรูป CCID50/ml 

โดยชวงระดับความเจือจางของไวรัสที่ทดสอบ

ตองแสดงการเกิด CPE 0-100% จึงจะเหมาะสม

ในการคํานวณหาปริมาณไวรัส15

 4. อานผลการทดสอบ โดยนาํเพลท 6 หลมุ

และเพลท 96 หลุม มาทาํการยดึเซลลใหตดิกนหลมุ

ดวยการเตมิ 10% formaldehyde ปรมิาตร 3 ml 

และ 100 μl/หลุม นาน 30 นาที จากนั้นเท 

formaldehyde ออก และเติม 0.5% crystal 

violet ใน PBS pH 7.2-7.4 ลงไปปริมาตร 1 ml 

และ 100 μl/หลุม ทิ้งไวนาน 30 นาที ภายใตตู

ดูดควันสารเคมี จึงลางเอาสีออกดวยนํ้าเปลา 

เซลลท่ีมีชีวิตท่ีไมถูกไวรัสทําลายจะติดสีมวง

เหมือนเซลลควบคมุ สวนเซลลทีถ่กูทาํลายดวยไวรสั

จะเห็นเปนชองวางไมตดิสมีวงของ crystal violet

จาํนวน plaque (PFU/ ml) = [Σ(คาเฉลีย่จาํนวน plaque แตละการเจือจาง  x dilution factor x 1000/300)] 

จํานวนระดับความเจือจาง

 2. คํานวณปริมาณไวรัสโดยวิธี CCID50 

โดยนับจํานวนหลุมที่เกิด CPE ในทุกคาความ

เจือจางรวมกัน หารดวย 8 หลุมที่ทําซํ้าในแตละ

ความเจือจาง คํานวณไวรัสเปน CCID50 จากสูตร

ที่ดัดแปลงมาจาก Spearman & Karber24 ดังนี้

 3. หาคาความสมัพนัธของคาปริมาณไวรสั 

SARS-CoV-2 ระหวางวิธี plaque assay และ 

CCID50 assay โดยนาํผลการทดสอบมาวเิคราะห

ขอมูลเชิงปรมิาณเปรยีบเทียบกนั ใชสถติเิชงิพรรณนา 

(descriptive statistics) ไดแก คาสูงสุด คาตํ่าสุด

คาเฉลี่ยเลขคณิต (mean) คาเฉลี่ยเรขาคณิต 

(Geometric Mean: GM) คามธัยฐาน (median) 

คารอยละสมัประสทิธ์ิความแปรปรวน (percent of 

Coefficient of Variance: %CV) หาอัตราสวน

ผลการทดสอบระหวางวิธี และ paired t-test25

logCCID50/50 μl = -log สวนกลบัของความเจอืจางตํา่สดุท่ีใช + [[(Σจาํนวน CPE ท้ังหมด/8) – 0.5] x 0.5]

คาํนวณหาปรมิาณไวรสัจากแอนติลอกกาลทึิม และปรบัเปนหนวย CCID50/ml

 5. เปรยีบเทียบความสิน้เปลืองทรพัยากร

ในการทดสอบโดยวิธี Plaque Assay และ วิธี 

CCID50 Assay จากปริมาณการใชวัสดุอุปกรณ 

เซลลเพาะเลีย้ง อาหารเลีย้งเซลล สารเคม ีขัน้ตอน 

และระยะเวลาในการวิเคราะห 

การวิเคราะหขอมูล 

 1. คํานวณปริมาณไวรัสโดยวิธี Plaque 

Assay จากคาเฉลีย่ของจาํนวน plaque ทีเ่กดิขึน้

ในแตละหลมุของแตละความเจอืจาง คาํนวณปรมิาณ

ไวรสัเปนหนวย PFU/ ml จากคาเฉลีย่จาํนวน plaque

คณูระดับการเจอืจาง (dilution factor) หารดวย

ปริมาตรของ virus inoculum (300 μl) คูณดวย 

1000  โดยจาํนวน plaque ทีน่าํมาคาํนวณตองมคีา

ระหวาง 10 ถงึ 100 PFU /หลมุ ดังนี้
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2. การทดสอบหาปริมาณไวรัส SARS-CoV-2 

โดยวิธี CCID50 Assay

 การเกิด CPE ในเซลลเพาะเลี้ยง Vero 

หลังการติดเชื้อไวรัส SARS-CoV-2 นาน 4 วัน 

ภายหลงัการ fix ยอมดวย 10% formaldehyde 

และยอมเซลลดวย 0.5% crystal violet ทาํใหเหน็

เซลลหลดุลอกจากเพลทชดัเจน ดังแสดงในรูปท่ี 2

 ไวรสัถกูเจอืจางต้ังแตความเขมขน 10-1 ถงึ  

10-6 (เรยีงลําดบัภาพจากซายมอืมาขวามอื ตามลําดบั) 

โดยเซลลควบคุมปกติ (CC) ไมเกิด plaque

รูปที่ 1 ผลการทดสอบปริมาณ plaque ของไวรัส SARS-CoV-2 ในเซลลเพาะเลี้ยง Vero โดยวิธี 
Plaque Assay 

  3. หาคาความสมัพนัธของคาปริมาณไวรสั 

SARS-CoV-2 ระหวางวิธี plaque assay และ 

CCID50 assay โดยนาํผลการทดสอบมาวเิคราะห

ขอมูลเชิงปรมิาณเปรยีบเทียบกนั ใชสถติเิชงิพรรณนา 

(descriptive statistics) ไดแก คาสูงสุด คาตํ่าสุด

คาเฉลี่ยเลขคณิต (mean) คาเฉลี่ยเรขาคณิต 

(Geometric Mean: GM) คามธัยฐาน (median) 

คารอยละสมัประสทิธ์ิความแปรปรวน (percent of

Coefficient of Variance: %CV) หาอัตราสวน

ผลการทดสอบระหวางวิธี และ paired t-test25 

ผลการศึกษา
1. การทดสอบหาปริมาณไวรัส SARS-CoV-2 

โดยวิธี Plaque Assay 

 การเกดิ plaque ในเซลลเพาะเลีย้ง Vero 

หลังการติดเชื้อไวรัส SARS-CoV-2 นาน 6 วัน 

ภายหลังการยึดเซลลใหติดกนหลุมดวย 10% 

formaldehyde และยอมเซลลดวย 0.5% crystal

violet จาํนวน plaque ลดลงตามลําดบัการเจอืจาง 

ดังแสดงในรูปที่ 1 

 ไวรสัถูกเจอืจางตัง้แตความเขมขน 10-1 ถงึ 

10-6 (เรยีงลาํดบัภาพจากซายมือมาขวามอื ตามลาํดบั) 

โดยเซลลควบคุมปกติ (cell control: CC) ไมเกิด 

plaque
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ตารางที่ 1 เปรียบเทียบผลการทดสอบปริมาณไวรัสระหวางวิธี Plaque Assay และ CCID50 Assay

หมายเหตุ  log log PFU หมายถึง ลอกกาลิทึมของ plaque performing unit
  log CCID50 หมายถึง ลอกกาลิทึมของ 50% cell culture infectious dose

log PFU/ml log CCID50/ml

5.77

5.92

5.92

5.70

5.77

5.94

6.04

5.69

5.97

5.87

5.70

5.67

5.82

5.68

5.93

5.48

6.22

6.14

6.05

6.03

6.42

6.28

6.21

6.43

6.23

6.03

6.01

6.08

6.35

6.24

5.99

5.93

6.18

5.55

5.55

5.61

5.86

6.11

5.99

6.24

5.99

6.43

6.18

6.05

5.99

GM

S.D.

%CV

5.98

0.24

4.09

6.00

0.20

3.29

6.18

6.18

5.99

5.93

6.18

5.92

6.07

6.07

5.86

5.92

6.09

6.19

5.84

6.12

6.03

รูปที่ 2 ผลการทดสอบปริมาณไวรัส SARS-CoV-2 โดย CCID50 assay ในเซลลเพาะเลี้ยง Vero

3. คาความสัมพันธของคาปริมาณไวรัส SARS-

CoV-2 ระหวางวธิ ีPlaque Assay และ CCID50

Assay

 การทดสอบโดยวิธี plaque assay และ 

CCID50 assay จาํนวนวธิลีะ 40 ครัง้ จากนกัวเิคราะห

3 คน ใหคาเฉลีย่เรขาคณติ (GM) เทากับ 5.97 log 

PFU/ml และ 6.00 log CCID50/ml โดยใหคา %CV 

ของ plaque assay และ CCID50 assay เทากับ 

4.09 และ 3.29 ตามลําดับ ดังแสดงในตารางที่ 1
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ตารางที ่2 เปรยีบเทียบผลการวเิคราะหขอมลู

PFU (P)/mlพารามิเตอร log PFU/ ml CCID50 (C)/ml log CCID50/ml

1. คาตํ่าสุด

2. คาสูงสุด

3. คาเฉลี่ยเลขคณิต (mean)

4. คาเฉลี่ยเรขาคณิต (GM)

5. คามัธยฐาน

6. อัตราสวนคาเฉลี่ยเลขคณิต

7. อัตราสวนคาเฉลี่ยเรขาคณิต

8. Paired-t-test (p=0.05)

3.01 X 105

27.21 X 105

11.24 X 105

9.67 X 105 

9.72 X 105

P/C = 1.01

P/C = 0.95

                            PFU-CCID50 = 0.95

5.48

6.22

5.86

5.86

5.89

P/C = 1.00

P/C = 0.98

3.56 X 105

26.92 X 105

11.16 X 105

10.18 X 105

10.22 X 105

C/P = 1.00

C/P = 1.00

                               log PFU - log CCID50 = 0.72

5.55

6.43

6.01

6.00

5.99

C/P = 1.02

C/P = 1.02

หมายเหตุ  log log PFU หมายถึง ลอกกาลิทึมของ plaque performing unit
  log CCID50 หมายถึง ลอกกาลิทึมของ 50% cell culture infectious dose

 การวิเคราะหขอมูลเชิงปริมาณเปรียบ

เทียบกัน พบวาวิธี plaque assay มีคาสูงสุด

และตํ่าสุดท่ี 23.00 x 105 และ 4.05 x105 

PFU/ml คาเฉลี่ยเลขคณิต เทากับ 10.26 x 105 

PFU/ml คา GM เทากับ 8.92 x 105 PFU/ml 

และคามัธยฐาน เทากับ 9.35 x 105 PFU/ml 

สวนโดยวิธี CCID50 Assay มีคาสูงสุดและต่ําสุด

ที่ 26.92 x 105 และ 3.56 x105 CCID50/ml 

คาเฉลีย่เลขคณติ เทากับ 11.39 x 105 CCID50/ml 

คา GM เทากับ 10.16 x 105 CCID50/ml และ

คามัธยฐาน เทากับ 10.22 x 105 CCID50/ml 

เมื่อวิเคราะหอัตราสวนความสัมพันธของคา 

PFU/ml ตอคา CCID50/ml ของคาเฉล่ียเลขคณิต 

เทากับ 0.90 และคา GM เทากับ 0.88 ในทํานอง

เดียวกันคาอัตราสวนความสัมพันธของคา 

CCID50 /ml ตอคา PFU/ml ของคาเฉลีย่เลขคณติ 

เทากับ 1.11 และ คา GM เทากับ 1.14  และ

เมือ่เปรยีบเทยีบปรมิาณไวรสัทีเ่ปนคาลอกกาลทิมึ 

(logarithm) อัตราสวนความสัมพันธของคา log 

PFU/ml ตอ คา log CCID50/ml ของคาเฉล่ีย

เลขคณติ และคา GM เทากบั 0.99 สวนอตัราสวน

ความสัมพันธของคา log CCID50/ml ตอคา log 

PFU/ml ของคาเฉลีย่เลขคณติ และคา GM เทากบั 

1.01 ซ่ึงผลการทดสอบของทั้ง 2 หนวยทดสอบ

ไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ความ

เชือ่มัน่ที ่95% (p > 0.05) ดงัแสดงในตารางที ่2  

และเมือ่ดูคาการกระจายตวัของขอมลูของทัง้ 2 วธิ ี

พบวาทัง้ 2 วธิมีกีารกระจายของขอมลูไมแตกตางกนั

(p-value > 0.05) ดังแสดงในรูปที่ 3
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การกระจายขอมูลในหนวย PFU และ CCID50 การกระจายขอมูลในหนวย log PFU และ log CCID50

รูปที่ 3 การกระจายของขอมูลจากผลการทดสอบโดยวิธี plaque assay และ CCID50 assay

3. ความสิน้เปลอืงทรพัยากรในการทดสอบดวยวธิ ี

Plaque Assay และ CCID50 Assay

 เมื่อนําวิธีทั้ง 2 มาเปรียบเทียบข้ันตอน 

วัสดุและความส้ินเปลืองในการวิเคราะห พบวา 

ทัง้ 2 วิธีมกีารใชเซลลเพาะเลีย้งและอาหารเลีย้งเซลล

ชนดิเดยีวกนั มคีวามแตกตางตรงปรมิาณและปรมิาตร

การใช มวีธิกีารทดสอบทีแ่ตกตางกนัทาํใหระยะเวลา

ของการทดสอบและการอานผลแตกตางกัน ซึ่งวิธี 

CCID50 assay เปนการทดสอบที่รวดเร็ว ประหยัด

คาใชจายและในเวลาทีเ่ทากนัสามารถทาํการทดสอบ

ไดหลายตัวอยางกวาวิธี plaque assay ดังแสดง

ในตารางที่ 3

ตารางที ่3 เปรยีบเทียบขัน้ตอน วัสด ุและความสิน้เปลอืงระหวางวธีิ Plaque Assay และ CCID50 Assay

Plaque assayพารามิเตอร CCID50 assay

เพลทเพาะเลี้ยงเซลล 

ปริมาณเซลล

ปริมาตรเซลลตอหลุม

อาหารเลี้ยงเซลล

การลงเซลลกอนทดสอบ

ปริมาณไวรัส

จํานวนซํ้าของการทดสอบ

ความเจือจางตอ 1 เพลท

จํานวนเพลทตอ 1 ตัวอยาง

ระยะเวลาบมใหไวรัสเขาเซลล

Semisolid medium

6-หลุม

2 X 105 เซลล/ml

3.0 ml

MEM + 10% FBS

24 ชั่วโมง

0.1 ml/หลุม

2 หรือ 3 หลุม/ความเจือจาง

2 - 3 ความเจือจาง

3 เพลท

1 ชั่วโมง

1% carboxy methyl cellulose 

ใน MEM + 2% FBS

96-หลุม

2 X 105 เซลล/ml

0.1 ml

MEM + 2% FBS

0

0.05 ml/หลุม

8-10 หลุม/ความเจือจาง

7 - 11 ความเจือจาง

1 เพลท

0

0
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ตารางที ่3 เปรยีบเทียบขัน้ตอน วัสด ุและความสิน้เปลอืงระหวางวธีิ Plaque Assay และ CCID50 Assay (ตอ)

Plaque assayพารามิเตอร CCID50 assay

การบม

ระยะเวลาการทดสอบ

ขั้นตอนการยอมสี

การอานผล

ระยะเวลาการอานผล

37 oC, 5% CO2

6-7 วัน

Fix เซลล ดวย 10% formaldehyde 

ปริมาตร 3.0 ml/หลุม 30 นาที

สี crystal violet  

ปริมาตร 1.0 ml/หลุม 30 นาที

นับจํานวน plaque/well/dilution

5 นาที/เพลท

37 oC, 5% CO2

4-5 วัน

Fix เซลล ดวย 10% formaldehyde 

ปริมาตร 0.1 ml/หลุม 30 นาที

สี crystal violet  

ปริมาตร 0.1 ml/หลุม 30 นาที

นับจํานวน well ที่เกิด CPE ทั้งหมด

1 นาที/เพลท

อภิปรายผล
 การศกึษานีแ้สดงใหเหน็วาท้ังวธิ ีplaque 

assay และ CCID50 assay มีความสมํ่าเสมอ 

มีการกระจายของผลการทดสอบต่ํา ซ่ึงจากการ

วิเคราะหขอมูลทั้ง 80 ผลการทดสอบที่เปนอิสระ

ตอกนั (independent test) จากผูวิเคราะห 3 คน

มีคา %CV 3.48 และ 3.61 ตามลําดบั โดยตํา่กวา

คาท่ีกําหนดไวท่ี 5% แสดงถึงความเที่ยงของ

การทดสอบซํา้ในคนเดยีวกนั และระหวางคนของ

ทัง้ 2 วธิ ีจากผลการศกึษาหาปรมิาณไวรสั พบวา 

plaque assay มกีารกระจายตวัของผลการทดสอบ

ใกลเคียงกับ CCID50 assay แตมีแนวโนมการ

กระจายตัวมากกวา ทั้งสองวิธีมีคาตํ่าสุดและ

สูงสุดรวมทั้งคา mean ที่ใกลเคียงกัน แตคา GM 

และคามฐัยฐานของ CCID50 assay สงูกวาเลก็นอย 

จึงมีแนวโนมวาคา CCID50 สูงกวา PFU จากผล

การเปรียบเทียบคา GM ของ plaque assay ตอ 

CCID50 assay ไดประมาณ 0.88 แตท้ังน้ีในภาพรวม

ของการเปรียบเทียบทั้งคา mean และคา GM 

ทั้งสองมีความใกลเคียงกันมาก เมื่อแปลงหนวย

เปนลอกกาลิทึม โดยอัตราความสัมพันธคา log 

PFU/ml ตอ log CCID50 /ml และคา log CCID50/ml 

ตอ log PFU/ml ใกลเคียง 1.00 เมื่อทําการ

เปรียบเทียบผลการทดสอบท้ังสองวิธีโดยสถิติ 

paired-t-test พบวามคีาไมแตกตางกนั (p>0.05) 

สามารถกลาวไดวา 1 PFU/ml เทากบั 1 CCID50 /ml 

ปจจุบันวิธี plaque assay เปนวิธีมาตรฐานและ

ใชกนัโดยกวางขวางกวา CCID50 assay มกีารศกึษา

เปรียบเทียบท้ัง 2 วิธีนี้ในการหาปริมาณไวรัส

หลายชนิด และมอัีตราสวนความสมัพนัธตางกันไป

ในไวรัสแตละชนิด โดยบางรายงานพบวา CCID50 

assay ใหคาทีส่งูกวา เชน Smither S.J และคณะ 

พบวาในการหาปรมิาณ Filovirus คาจาก CCID50 

assay สูงกวา plaque assay ประมาณ 10 เทา19 

หรอื Forcic D. และคณะ พบวาอัตราสวนปริมาณ

ไวรัส Mumps ระหวาง CCID50 และ plaque assay 

อยูระหวาง 0.66 ถงึ 109 ซึง่หากพจิารณาตามลกัษณะ

ผลการเกิด CPE ใน CCID50 assay นั้นเปนการ
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วดัเชิงคณุภาพ หากมไีวรสั 1 อนภุาคเมือ่เกดิ CPE 

จะนับเปน 1 positive well สวน plaque assay 

เปนการนับ plaque ของไวรัสแตละอนุภาค 

จึงเปนการนับเชิงปริมาณโดยตรง และเมื่อจํากัด

การเคล่ือนท่ีโดยการเติม semi-solid medium 

อาจมีไวรัสถูกจํากัดการเคลื่อนที่ทําใหโอกาสเห็น 

plaque เพิ่มข้ึนไดยาก จึงเปนไปไดที่คา CCID50 

จะสูงกวา 

 ขอมูลที่ไดจากการศึกษานี้เปนขอบงชี้วา

การหาปรมิาณไวรัส SARS-CoV-2 โดยวธิ ีplaque 

และวิธี CCID50 assay สามารถนํามาใชไดในหอง

ปฏิบัติการ ทั้งนี้ผูวิจัยไดวิเคราะหองคประกอบ

ความคุมคาของทั้งสองวิธี เพ่ือเปนขอมูลสําหรับ

การตัดสินใจเลือกใชวิธีที่เหมาะสมแตละหอง

ปฏบิตักิาร การทดสอบโดย plaque assay ตองใช

เซลล อาหารเลีย้งเซลลปรมิาณมาก ทาํการทดสอบ

ไดชวงการเจอืจางนอยกวา อาจตองใชเวลาทีต่องหา

ระดับการเจือจางที่เหมาะสมที่ครอบคลุมการเกิด 

plaque 10-100 PFU/well เพือ่ใหการนบัจาํนวน 

plaque ที่แมนยําขึ้น13  ใชจํานวนเพลทมากกวา

ในหนึ่งการทดสอบ และใชเวลาในการทดสอบ

นานกวา CCID50 assay ดังนั้น CCID50 assay 

อาจเหมาะสมในกรณีที่ตองการผลการทดสอบ

ที่เรงดวน มีปริมาณตัวอยางจํานวนมาก อีกทั้ง 

มคีาใชจายทีต่ํา่กวา ท้ังนีห้ากทาํการทดสอบกบัไวรัส 

SARS-CoV-2 สายพนัธุอืน่ผลวิเคราะหความสมัพันธ

ระหวาง 2 วิธีอาจมีคาแตกตางไปจากการศึกษานี้ 

เนื่องดวยคุณลักษณะเฉพาะของแตละสายพันธุ

ท่ีจะมผีลทําใหระยะเวลาการเจริญเพ่ิมจํานวนของ

ไวรัสและขนาด plaque ที่แตกตางกัน

 ปจจุบนัการทดสอบเชือ้ไวรัส SARS-CoV-2

มวีธิทีีห่ลากหลาย มเีทคโนโลยกีารวิเคราะหปรมิาณ

เชื้อไวรัสที่จําเพาะ สะดวกและรวดเร็วขึ้น เชน 

การทดสอบ plaque assay โดยใชไวรัสเทียม 

(pseudo virion) การทํา microtitration ดวยการ

ยอม fluorescent การวเิคราะหดวย Quantitative 

Real time PCR, Sandwich ELISA, mass 

spectrometry หรือ flow cytometer เปนตน 

ที่สามารถทําการทดสอบในหองชีวนิรภัยระดับ 2 

ได26-27 แตท้ังนี้ยังไมพบการศึกษาเปรียบเทียบ

ผลการทดสอบระหวางวิธีตาง ๆ อยางไรก็ตาม 

วิธีที่ทั่วโลกใชอางอิงเปนมาตรฐานยังคงเปนวิธี 

plaque assay โดยไวรัสเช้ือเปนอยู การศึกษา

ความสัมพันธระหวางวิธีและเลือกใชวิธีที่มี

ความสิ้นเปลืองตํ่ากวาจะสามารถลดคาใชจาย

ในหองปฏิบัติการได 

สรุปผล
 ผลการทดสอบปริมาณไวรัสระหวางวิธี 

Plaque assay และ CCID50 assay มีขอมูล

ไปในทิศทางเดียวกัน และผลจากการวิเคราะห

ขอมูลพบวาทั้งสองวิธีไมมีความแตกตางกัน

ของคาปริมาณไวรัส อีกทั้งมีความแมนยําที่มีคา

ใกลเคยีงกันท่ีแสดงโดยคา %CV จากผลการศกึษา

สามารถนําวิธีทั้งสองไปใชในการหาปริมาณไวรัส 

SARS-CoV-2 และการตรวจหาภูมคิุมกนัตอเชือ้ไวรสั 
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SARS-CoV-2 ในผู ปวย รวมถึงเพ่ือทดสอบ

ประสทิธภิาพของวคัซนีในการปองกนัโรค COVID-19 

ตอไปได ท้ังน้ีการทดสอบโดย CCID50 assay 

มีความสิ้นเปลืองทรัพยากรนอยกวาทั้งอาหาร

เพาะเลี้ยงเซลล จํานวนเพลท และระยะเวลา

การทดสอบ จงึเปนวธิท่ีีควรนาํมาใชในหองปฏบัิตกิาร

ขอเสนอแนะ
 ตลอดระยะเวลาการระบาดตัง้แตปลายป 

2562 จนถึงปจจุบัน ไวรัส SARS-CoV-2 เปล่ียน

แปลงสายพันธุอยางรวดเร็ว ควรมีการศึกษา

เปรยีบเทยีบการหาปรมิาณไวรสัทัง้สองวิธีเพ่ิมเตมิ

ในแตละสายพันธุ รวมถึงศึกษาความสัมพันธ

ของการทดสอบระดับภูมิคุมกันโดยวิธี plaque 

reduction neutralization test และ micro

neutralization test ตอไปเพื่อเปนวิธีทางเลือก 

และสามารถลดตนทุนคาใชจายได 

กิตติกรรมประกาศ
 ขอบคณุสถาบันวจิยัวทิยาศาสตรสาธารณสุข 

กรมวิทยาศาสตรการแพทย ทีใ่หความอนเุคราะห

ไวรสั SARS-CoV-2 สายพนัธุ hCoV-19/Thailand/

47/2020 และสถาบันวัคซีน ที่สนับสนุนทุนวิจัย

ที่ใชในการศึกษาครั้งนี้
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