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บทคัดย่อภาษาไทย 
 นิตยา คำด ี: การนับพลัคไวรัสโดยใช้ค่าขีดคู่และขั้นตอนวิธีสันปันน้ำ . ( Viral plaque 

counting using double thresholds and watershed algorithm) อ.ที่ปรึกษาหลัก 
: รศ. ดร.สุพัฒนา เอื้อทวีเกียรติ 

  
การนับจำนวนไวรัสด้วยจำนวน Plaque Forming Unit (PFU) เพื่อทำการทดลองใน

ด้านต่างๆ เช่นการผลิตวัคซีน สามารถทำได้ด้วยการใช้ตาเปล่าซึ่งส่งผลให้เกิดความเหน่ือยล้า ใช้
เวลานานและเกิดข้อผิดพลาดได้ง่าย  การนับด้วยวิธีที่รวดเร็วและแม่นยำต้องคำนึงหลายปัจจัย 
เน่ืองจาก PFU มีรูปร่างไม่แน่นอน ขอบไม่เด่นชัด ขนาดไม่สม่ำเสมอ รวมถึงความแตกต่างกันของสี
ระหว่าง PFU และพื้นหลังภายในจานหลุมไม่คงที่ วิทยานิพนธ์ฉบับน้ีเสนอสร้างกรรมวิธีการนับ 
PFU แบบกึ่งอัตโนมัติจากภาพจานเพาะเลี้ยงที่ได้จากกล้องถ่ายรูปทั่วไปที่ไม่มีการควบคุมแสง เริ่ม
จากการจำแนก PFU กับพื้นหลังด้วยค่าขีดเริ่มเปลี่ยนแบบปรับตัวได้ โดยถ้าเป็น PFU ขนาดเล็กจะ
ใช้ค่าขีดเริ่มเปลี่ยนบริเวณขอบและกลางหลุมแตกต่างกัน ขณะที่ถ้าเป็น PFU ขนาดใหญ่จะใช้ค่า
ขีดเร่ิมเปลี่ยนเดียวกันทั้งหลุม ปัญหาเร่ืองสีย้อมที่ต่างกันถูกแก้โดยใช้ผลต่างของสองช่องสัญญาณ
ในปริภูมิสี CIE-XYZ ที่มีการถ่วงน้ำหนักให้ความสว่างของพื้นหลังเท่ากัน การแบ่งพื้นที่ของ PFU ที่
ติดกันประกอบด้วยสองส่วนคือ กระบวนการวิธีสันปันน้ำร่วมกับการแปลงระยะทางและการใช้
เกณฑ์ขนาดร่วมกับการขยายของจุดศูนย์กลางที่ได้จากภาพการแปลงระยะทางเป็นวงกลม 

จากการทดลองพบว่าเมื่อปรับค่าถ่วงน้ำหนักให้เหมาะสมแล้ว กรรมวิธีที่นำเสนอสามารถ
นับ PFU ผิดพลาดน้อยกว่าร้อยละ 10 สำหรับ PFU ที่เป็นสีขาว มีขอบราบเรียบและไม่มีรูตรง
กลาง จึงสามารถนำมาใช้กับ PFU ของไวรัสไข้เลือดออก ไวรัสไข้ปวดข้อยุงลายและไวรัสไข้สมอง
อักเสบ การนับจะได้ผลผิดพลาดมากขึ้นสำหรับ PFU ที่มีสีชมพูปะปน เช่น ไวรัสไข้ซิก้าและ PFU 
ที่มีขอบฟุ้ง เช่น PFU ของไวรัสโคโรนา 

  

 สาขาวิชา วิศวกรรมไฟฟ้า ลายมือชื่อนิสิต ................................................ 
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บทคัดย่อภาษาอังกฤษ 

# # 6270359221 : MAJOR ELECTRICAL ENGINEERING 
KEYWORD: plaque assay, adaptive thresholding, watershed algorithm, morphology, image 

segmentation, image analysis 
 Nittaya Khamdee : Viral plaque counting using double thresholds and watershed algorithm. 

Advisor: Assoc. Prof. SUPATANA AUETHAVEKIAT, Ph.D. 
  

Virus counting via the number of Plaque Forming Unit (PFU) is conducted in various fields 
such as virus vaccine production. PFU counting can be done by naked eyes, however, it is exhaustive, 
time-consuming, and error-prone. There are many considerations for a fast and accurate counting 
method because the PFUs have varied shapes, ambiguous boundaries, and uneven sizes. The 
difference between PFU and background can be varied even within the same well. The semi-
automatic PFU counting method is proposed in this dissertation. Adaptive thresholding is used to 
extract PFUs from the background. For small PFUs, different thresholding is used to extract the PFUs 
at the center and the edge of a well. For large PFUs, the same thresholding is used in both areas. The 
problem of varying staining color is solved by finding the difference of the weighted channels in CIE-
XYZ color space. Two channels are weighted such that the background has similar brightness. The 
separation of connected PFUs consists of two stages: (1) watershed algorithm with distance transform 
and (2) the combination of area thresholding and the dilation of the distance transform center by 
circular structure element. 

The experiment on PFUs stained with two different colors indicated that when the weight 
was appropriately set, the proposed method was able to separate PFUs from the background 
regardless of the staining color. The error of PFU count was less than 10% for the white PFU with 
smooth boundary and without hole inside such as the PFUs of Dengue virus, Chikungunya virus, and 
Japanese Encephalitis virus. The counting was less accurate when the PFU was pinkish such as the 
one of Zika virus or the boundary was corona-like such as the PFU of Coronavirus. 
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บทที ่1 บทนำ 
1.1 ท่ีมาและความสำคัญของงานวิจัย 

ปัจจุบันมีการใช้เทคโนโลยีในการตรวจจับวัตถุ (Object detection) มานับจำนวนหรือ

จำแนกประเภทของวัตถุทั้งขนาดใหญ่ และขนาดเล็ก ในวิทยานิพนธ์ฉบับน้ีมีจุดประสงค์นำเทคโนโลยี

น้ีมาสร้างกรรมวิธีนับปริมาณไวรัส (Viral quantification) ซึ่งเป็นขั้นตอนที่สำคัญในการผลิตวัคซีน 

(Viral vaccine production) การวินิจฉัยและรักษาโรคติดเชื้อ (Infectious disease) รวมถึงการ

ผลิตโปรตีนลูกผสม (Recombinant protein) 

วิธีนับปริมาณไวรัสที่นิยมคือ Plaque assay เน่ืองจากใช้อุปกรณ์น้อยและทำได้ง่าย ปริมาณ

ของไวรัสอยู่ภายในสารละลายจึงนับออกมาเป็นหน่วย Plaque Forming Unit (PFU) ต่อมิลลิลิตร 

(Plaque forming units per milliliter, PFU/ml) การนับแบบน้ีทำได้ด้วยตาเปล่า (Naked eye) 

แต่การนับปริมาณไวรัสในการทดลองหน่ึง ๆ จะทำหลายคร้ังกับสารละลายที่มีความเข้มข้นแตกต่าง

กัน จึงก่อเกิดความเมื่อยล้าทางสายตา (Eye strain) รวมถึงใช้เวลานาน นอกจากน้ีลักษณะของ PFU 

ที่ปรากฏในจานเพาะเชื้อ (Well plates) ขึ้นอยู่กับชนิดของไวรัส (Types of viruses) เซลล์ที่ไวรัส

เข้าไปอาศัย (Host) และสภาพการเจริญเติบโต (Growth conditions) ส่งผลให้มีความแตกต่างทั้ง

ขนาด และสี ทั้งรูปร่างของ PFU ไม่เป็นวงกลมเด่นชัดเหมือนโคโลนีของแบคทีเรีย การนับ PFU ที่ทับ

ซ้อนกันจึงได้จำนวนที่แตกต่างกันระหว่างผู้นับ ในการใช้งานจริงจึงใช้การนับซ้ำและพิจารณาเป็น

แนวโน้ม 

ในปัจจุบันมีอุปกรณ์ นับ PFU อัตโนมัติเชิงพาณิชย์แต่อุปกรณ์ เหล่าน้ีมีราคาสูง  และใช้

ซอฟต์แวร์กรรมสิทธิ์ (Proprietary software) ดังเช่น ViroCyt® virus counter (VC) [1] และ 

BioSpot® (https://immunospot.com/plaque-colony-counting) เป็นต้น นอกจากน้ีแล้วยังมี

การสร้างกระบวนการนับ PFU ในจานเพาะเลี้ยง (Well plate) แบบอัตโนมัติขึ้นมาจำนวนมาก [2-7] 

รวมไปถึงทำเป็น Plug-in สำหรับโปรแกรม ImageJ [8] (https://imagej.nih.gov/ij/) ด้วย กรรมวิธี

เหล่าน้ีส่วนมากใช้ภาพจานเพาะเลี้ยงที่ถ่ายอยู่ในสภาวะควบคุม (Controlled environment) ทั้งใน

เรื่องแสง ตำแหน่งของจานเพาะเลี้ยง รวมไปถึงกรรมวิธีการขยายหลุม (Well) ให้ชัดเจนขึ้น [5] ส่งผล

ให้ไม่สามารถนำกรรมวิธีเหล่าน้ีไปใช้ในห้องปฏิบัติการทั่วไปได้  

ในวิทยานิพนธ์ฉบับน้ีจึงเสนอการนับจำนวน PFU ในจานเพาะเชื้อแบบกึ่งอัตโนมัติ (Semi-

automatic) จากภาพที่ได้จากกล้องถ่ายรูปทั่วไป ซึ่งอาจเป็นกล้องของโทรศัพท์เคลื่อนที่ (Mobile 
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phone) หรือแท็บเล็ต (Tablet) ก็ได้ และมีข้อกำหนดเพียงให้ในแต่ละรูปประกอบด้วยหลุมเพาะ 

(Well) เพียงหน่ึงหลุมและขอบหลุมติดกับขอบรูปทั้งสี่ด้านและรูปภาพไม่มัวเท่าน้ัน  

1.2 คำแถลงปัญหา (Problem statement) 

1. กระบวนการประมวลผลภาพสามารถนำมาใช้เพื่อลดผลกระทบของแสงที่เข้ามาไม่สม่ำเสมอ 

และทำให้มาค้นหาพื้นที่ PFU ของไวรัสได้อย่างมีประสิทธิภาพหรือไม่ 

2. สามารถนำขนาด และการประมวลผลภาพเกี่ยวกับรูปร่าง (Morphological operations) 

มาใช้คัดแยก PFU ที่ติดกันจากความเว้าแหว่ง และการเป็นส่วนที่ยื่นออกมาเล็กๆแทนการใช้

รูปร่างของ PFU ได้หรือไม่ 

1.3 วัตถุประสงค์ของงานวิจัย  

1. สร้างกรรมวิธีการนับ PFU แบบกึ่งอัตโนมัติจากภาพจานเพาะเลี้ยงที่ได้จากกล้องถ่ายรูป

ทั่วไปที่ไม่มีการควบคุมแสง แต่ขอบหลุมติดกับขอบภาพทั้งสี่ด้าน 

2. ออกแบบวิธีเพื่อให้ผู้ใช้สามารถปรับปรุงกรรมวิธีที่นำเสนอเพื่อไปนับ PFU ที่ได้จากการย้อมสี 

หรือไวรัสประเภทอื่นนอกเหนือจากที่ใช้ในงานวิจัยน้ี 

1.4 ขอบเขตของงานวิจัย  

1. กรรมวิธีที่นำเสนอออกแบบเพื่อนับ PFU ของไวรัสไข้เลือดออก (Dengue virus) ที่ย้อมด้วย

สี  Neutral red เท่าน้ัน 

2. หลุมที่ปรากฏในรูปถูกถ่ายในแนวต้ังฉาก หรือเกือบต้ังฉาก และขอบของหลุมชิดกับขอบรูป  

3. ผลการนับ PFU ที่ถูกต้องอ้างอิงจากผลการนับที่ได้จากห้องปฏิบัติการทั่วไป กล่าวคือเป็นผล

การนับของผู้เชี่ยวชาญเพียง 1 คนเท่าน้ัน  

4. ประเมินผลการนับจากจำนวน และตำแหน่งโดยไม่คำนึงถึงรูปร่างที่ตรวจจับได้ว่าจะ

สอดคล้องกับรูปร่าง PFU จริงหรือไม่ 

5. กรรมวิธีที่ได้เป็นโปรแกรมต้นแบบที่สร้างจากโปรแกรม MATLAB และใช้คำสั่งที่มีอยู่ใน

กล่องเคร่ืองมือ (Toolbox) และไลบรารี (Library) มาตรฐาน ดังน้ันไม่มีการประเมินเวลาที่

ใช้ในการคำนวณ 
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1.5 ประโยชน์ท่ีคาดว่าจะได้รับ 

1. กรรมวิธีแบบกึ่งอัตโนมัติสำหรับนับ PFU สำหรับใช้ในห้องปฏิบัติการทั่วไป ที่ผู้ใช้สามารถ

เก็บข้อมูลได้ง่าย ไม่จำเป็นต้องใช้อุปกรณ์พิเศษ 

2. สามารถใช้เพื่อเพิ่มความเร็วในการนับ รวมถึงจำนวนตัวอย่างที่ต้องการนับ PFU ในแต่ละวัน

ได้ 
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บทที ่2 ทฤษฎแีละงานทีเ่กีย่วข้อง 
ในบทน้ีจะเร่ิมจากวิธีเตรียมตัวอย่างเพื่อนับ PFU และบทความวิจัยกรรมวิธีประมวลผลภาพ

เพื่อนับ PFU รวมไปถึงกรรมวิธีที่สามารถประยุกต์ใช้ในการนับ PFU ได้ ในส่วนสุดท้ายของบทน้ีจะ

กล่าวถึงทฤษฎีประมวลภาพที่เกี่ยวข้องกับกรรมวิธีที่จะนำเสนอในบทที่ 3  

2.1 ข้ันตอนการเตรียมตัวอย่างเพ่ือนับ PFU 

 วิทยานิพนธ์ฉบับน้ีใช้ PFU ที่ได้จากการเพาะเลี้ยงไวรัสไข้เลือดออกในเซลล์เยื่อบุไตของลิง 

(Rhesus monkey kidney epithelial cells, (LLC-MK2 cells)) และมีขั้นตอนการเตรียมตัวอย่าง

ดังน้ี 

 การเพาะเลี้ยงเซลล์ LLC-MK2 

1. ใส่สารละลายที่มีความเข้มข้น 1.2  105 เซลล์/มิลลิลิตรปริมาณ 4 มิลลิลิตรในแต่ละหลุม 

(Well) ของจานเพาะเลี้ยงเซลล์ LLC-MK2  

2. บ่มเซลล์เพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 37°C (35°C-39°C) ในตู้บ่มเซลล์ที่มีก๊าซ CO2 5% เป็นเวลา 6-

8 วัน 

การเพาะเลี้ยงไวรัสไข้เลือดออก 

1. เติม overlay medium ด้วยปริมาณ 4 มิลลิลิตรในแต่ละหลุม 

2. นำไปบ่มที่อุณหภูมิ 37°C (35°C-39°C) ในตู้บ่มเพาะเชื้อที่มีก๊าซ CO2 5% เป็นเวลา 7 วัน 

สำหรับไวรัสไข้เลือดออก (Dengue virus) ทั้ง 4 สายพันธุ์ ได้แก่ DEN-1, DEN-2, DEN-3 

และ DEN-4 

2.2 ข้ันตอนกรรมวิธีในการนับ PFU 

PFU มีลักษณะที่แตกต่างจาก Colony Forming Unit (CFU) ในรูปมีมากกว่า 1 แบบในแง่

ที่ PFU มีรูปร่างไม่เป็นวงกลมเด่นชัดดัง CFU (รูปที่ 2-1) จึงต้องอาศัยความเว้าของขอบวัตถุมากกว่า

การตรวจจับวงกลมด้วยกรรมวิธีแปลงแบบ Circular Hough ซึ่งเป็นกรรมวิธีหน่ึงที่นิยมใช้ในการนับ 

CFU [9] [10] [11] อย่างไรก็ตามเรายังสามารถประยุกต์กรรมวิธีการนับโคโลนีของแบคที เรีย 

(Colony Forming Unit, CFU) เข้ามาได้ เน่ืองจากมีหลายงานแยก CFU ที่ ติดกันออกจากกันโดย

อาศัยความเว้าของขอบวัตถุ [7, 12-18] และสังเกตได้ว่าถึงแม้ CFU จะมีรูปวงกลมเด่นชัด (รูปที่ 2-

1.(ii)) แต่กรรมวิธีเหล่าน้ียังมีขั้นตอนควบคุมความสว่างทั้งการครอบตัวอย่างด้วยกระดาษแข็ง [7] การ
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ต่อ Arduino UNO board ควบคุมปริมาณแสง [12] การใช้แผ่นผ้าปิดแสงภายนอก [13] หรือ

เคร่ืองมือที่มีลิ้นชักลดการกระจายของแสง [14] 

   
Dengue virus (DENV) Japanese encephalitis 

virus (JEV) 
Zika virus (ZIKV) 

   
Chikungunya virus (CHIKV) Coronavirus (CoV) Coronavirus (CoV) 

(i) PFU 

   
Bacteria 

(แหล่งท่ีมาของรูป: 
https://sitn.hms.harvard.edu/art/2018

/colonies-on-a-plate/ 

Yeast 
(แหล่งท่ีมาของรูป: https:// 

sciencebrewer. 
wordpress.com/2011/12/13/wild-

yeast-isolated-from-cantillon-
balbaer/) 

Mold 
(แหล่งท่ีมาของรูป: 

https://www.sinusitiswellness.com/
using-mold-plates-the-right-way-to-

monitor-indoor-fungal-load-and-
protect-your-health/) 

(ii) CFU 
รูปที่ 2-1 ลักษณะของ PFU และ CFU ในจานเพาะเชื้อ 
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 การนับ PFU และ CFU จากภาพถ่ายมีหลายกรรมวิธีแต่มีขั้นตอนคล้ายคลึงกันโดยสรุปได้

ดังน้ี 

1. แปลงภาพที่นำเข้ามาให้เป็นภาพ Grayscale หรือใช้ปริภูมิสี (Color space) ที่เหมาะสม 

เช่น YIQ HSV RGB เป็นต้น 

2. ปรับภาพให้เห็น PFU/CFU ได้เด่นชัด (Preprocess) เช่น ปรับความเข้มให้เป็นบรรทัดฐาน 

(Intensity normalization) เพิ่มความต่าง (Contrast) ของแสง/สี ลดสัญญาณรบกวน ทั้งน้ี

กระบวนการน้ีอาจจะทำหลังจากแยก PFU/CFU ก็ได้  

3. แยก PFU/CFU ออกจากพื้นหลัง ซึ่งอาจใช้ค่าขีดเร่ิมเปลี่ยน (Threshold) เดียวกันทั้งภาพ

เช่นค่าขีดเร่ิมเปลี่ยนของ Otsu (Otsu’ s thresholding) หรือเป็นค่าขีดเร่ิมเปลี่ยนแบบ

ปรับตัว (Adaptive thresholding) ก็ได้ 

4. แยก PFU/CFU ที่ ติ ดกั นโดยอาศัยความ เว้าแหว่ง  ซึ่ งนิยมใช้ขั้ นตอนวิ ธีสันปั น น้ำ 

(Watershed algorithm) ร่วมกับการแปลงระยะทาง (Distance transform)  

5. เปลี่ยนแปลงลักษณะโครงสร้างของ PFU/CFU หรือกำจัดรูปร่างที่มีขนาดเล็ก ด้วยวงจร

กรองแบบหมวกสูง (Top-hat filter) วงจรกรองแบบหมวกต่ำ (Bottom-hat filter) หรือ

การเปิด (Opening) เป็นต้น 

2.3 งานท่ีเก่ียวข้องกับการนับ PFU แบบอัตโนมัติ 

PFU มีลักษณะที่แตกต่างกันขึ้นกับชนิดของไวรัส เซลล์ที่ใช้เพาะเลี้ยง รวมไปถึงผลจากวัคซีน

ที่ทำให้ PFU มีขนาดเล็กลง ดังน้ันในงานวิจัยที่ เกี่ยวข้องกับการนับ PFU บนรูปของหลุมของจาน

เพาะเลี้ยงส่วนมากกำหนดให้ใช้ภาพที่มีความคมชัด และการเก็บข้อมูลอยู่ในสภาวะที่ควบคุม ดังเช่น

ในงานของ Moorman และ Dong [5] Premsattham และคณะ [6] Claytor [7]  

ลักษณะกรรมวิธีการนับ PFU/CFU ส่วนมากจะแปลงภาพสีที่มีข้อมูล 3 มิติเป็นภาพที่มีความ

เข้มเพียง 1 มิติ โดยเลือกใช้ปริภูมิแสดงค่าแกนตามความเหมาะสม สำหรับการแบ่ง PFU นิยมใช้การ

แปลงระยะทาง (Distance transform) แทนการหาวงกลม เช่น การแปลงแบบ Circular Hough 

เน่ืองจาก PFU มีลักษณะวงกลมไม่เด่นชัด ตัวอย่างกรรมวิธีนับ PFU และ CFU สรุปไว้ในตารางที่ 1 

เมื่อภาพ Gray-scale หมายถึงการสร้างค่าขีดเริ่มเปลี่ยนเมื่อแปลงรูปให้เหลือช่องสัญญาณเพียง 1 

ช่อง (Channel) ขณะที่ภาพสี (Color) หมายถึงใช้ช่องสัญญาณทั้ง 3 ช่อง ค่าขีดเร่ิมเปลี่ยนแบบ 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 7 

Global หมายถึงใช้ค่าขีดเริ่มเปลี่ยนเดียวกันทั้งภาพและแบบ Local หมายถึงเป็นค่าขีดเร่ิมเปลี่ยน

แบบปรับตัวได้ แบ่งพื้นที่คิดเป็นแต่ละบริเวณ 

การควบคุมสภาวะแวดล้อมโดยเฉพาะปริมาณแสงเป็นองค์ประกอบที่สำคัญในการออกแบบ

กรรมวิธี เน่ืองจากภาพที่ได้จะมีลักษณะแตกต่างกัน ดังน้ี  

1. ภาพที่ไม่ถูกควบคุมปัจจัยสิ่งแวดล้อม 

ถึงแม้พื้นหลังและ PFU/CFU แยกกันค่อนข้างชัดเจนเมื่อมองด้วยตาเปล่าแต่ภาพที่ถ่ายออกมามักจะ

มีองค์ประกอบอื่นปะปนหรือมีความสว่างไม่สม่ำเสมอด้วย เช่น การสะท้อนระหว่างแสงจากหลอดไฟ

กับหลุมหรือจานเพาะเชื้อทำให้เกิดเป็นอีกวัตถุหน่ึง การเปลี่ยนแปลงของสีและความคมชัดภายใน

ภาพ นอกจากน้ันภาพสามารถเบลอได้หากอุปกรณ์ไม่อยู่น่ิง 

2. ภาพที่ถูกควบคุมปัจจัยสิ่งแวดล้อม 

ทำให้มีแสงจากภายนอกมารบกวนน้อย รวมถึงอาจมีการปรับปริมาณและทิศทางของแสงทำให้มี

ความสว่างสม่ำเสมอ ความต่างระหว่างพื้นหลังและ PFU/CFU เด่นชัดทั้งจากการมองด้วยตาเปล่า

และถ่ายภาพส่งผลให้การประมวลผลทำได้ง่ายขึ้น 
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2.3.1 จุดเด่นและจุดแตกต่างของงานท่ีเก่ียวข้อง  

การเริ่มต้นสำหรับนับ PFU/CFU เร่ิมจากใช้อุปกรณ์เก็บภาพจานเพาะเชื้อ โดยแต่ละวิธีของ

การได้มาของภาพก็จะมีความแตกต่างกัน ในวิทยานิพนธ์น้ีจะมุ่งเปรียบเทียบเฉพาะงานวิจัยที่เสนอ

การนับ PFU และเลือกกรรมวิธีของ Premsattham [6] และคณะ และ Claytor [7] มาเปรียบเทียบ 

เราไม่เลือกใช้กรรมวิธีของ Moorman และคณะ ถึงแม้ว่าจะเป็นการใช้ภาพที่ไม่มีการควบคุม

สภาพแวดล้อม เน่ืองจากเป็นกรรมวิธีที่ออกแบบมาใช้กับภาพที่มี PFU โดดเด่น เมื่อใช้กับ PFU ทั่วไป

จะปรับค่าพารามิเตอร์การเปิด (Opening) และการขยายขนาด (Dilation) ได้ยาก 

วิธีของ Premsattham และคณะและ Claytor บริเวณที่สนใจ (Region of Interest, ROI) 

มีแสง สี ขนาดของ PFU ค่อนข้างเท่ากันทุกภาพ ส่วนวิธีที่นำเสนอใช้ภาพจากกล้องทั่วไปจึงเกิดการ

คลาดเคลื่อนของแสง สีได้ แต่มีการควบคุมขนาดด้วยการกำหนด ให้ภาพหลุมจะต้องอยู่ชิดกับ

ขอบภาพทั้งสี่ด้าน 

วิธีของ Premsattham และคณะใช้กับจานเพาะขนาด 96 หลุม สำหรับวิธีของ Claytor น้ัน

มีจุดเด่นในเรื่องการควบคุมแสงจากภายนอกและการกระจายของแสงจากภายใน ทำให้สีหรือลักษณะ

ภายในแต่ละหลุมไม่ผิดเพี้ยน การเปรียบเทียบอุปกรณ์ที่ ติดต้ังสำหรับถ่ายรูปของวิธีที่นำเสนอ 

Premsattham และคณะ [6] และ Claytor [7] แสดงดังรูปที่ 2-2 

 
รูปที่ 2-2 วิธีการได้มาของภาพ 
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การนับ PFU/CFU ของงานที่เกี่ยวข้องมีกรรมวิธีดังต่อไปน้ี 

กรรมวิธีของ Premsattham และคณะ [6] 

1. จำแนกหลุมของแต่ละภาพด้วยการจับคู่โดยยึดรูปร่างเป็นฐาน (Shape-Based 

Matching) บนซอฟต์แวร์ฮาลคอน (Halcon software) ซึ่งบริเวณรอบ ๆ หลุม

เป็นสีดำและหลุมไม่ติดกับขอบภาพทั้งสี่ด้าน 

2. ลดสัญญาณรบกวนด้วยการเบลอภาพโดยวงจรกรองเฉลี่ย (Mean filter) 

3. กำหนดค่าขีดเร่ิมเปลี่ยน (Threshold) เพื่อจำแนกพื้นที่  PFU จากพื้นหลัง 

(Background) 

4. แยกส่วนพื้นที่ของ PFU ที่เชื่อมต่อกันด้วยการแปลงระยะทาง (Distance 

transform) และขั้นตอนวิธีสันปันน้ำ (Watershed algorithm) 

กรรมวิธีของ Claytor [7] 

1. ใช้กล่องกระดาษที่มีพื้นผิวเป็นสีทึบเพื่อจำแนกแต่ละหลุมทำให้รอบนอกเป็นสี

ดำ ขอบหลุมไม่ชิดกับขอบภาพทั้งสี่ด้าน 

2. เกลี่ยความสว่างและเพิ่มความชัดเพื่อแยกองค์ประกอบของ PFU/CFU จาก

รายละเอียดของภาพด้วยวงจรกรองแบบหมวกสูง (Top-hat filter) 

3. แบ่งพื้นที่ระหว่าง PFU/CFU และพื้นหลังด้วยการใช้ค่าขีดเร่ิมเปลี่ยนแบบ

กำหนดด้วยตัวเอง 

4. แยก PFU/CFU ที่ติดกันด้วยการแปลงระยะทางและขั้นตอนวิธีสันปันน้ำ 

เน่ืองจากภาพตัวอย่างที่ใช้ของแต่ละวิธีมีรายละเอียดที่แตกต่างกัน การเลือกใช้กรรมวิธี

ประมวลผลที่เหมาะสมจึงขึ้นอยู่กับลักษณะของภาพ การเพิ่มความชัดให้กับพื้นหน้าด้วยวิธีเบลอและ

ลดสัญญาณรบกวนดังเช่น กรรมวิธีที่นำเสนอและ Premsattham และคณะ ส่งผลให้สีพื้นหลังที่ไม่

ราบเรียบเป็นเน้ือเดียวกันมากขึ้นแต่ทำให้ความแตกต่างของ PFU บางตัวกับพื้นหลังน้อยลงไปด้วย 

ในกรณีของวิธี Claytor พื้นหลังค่อนข้างเรียบและมีสีทึบ จึงใช้วงจรแบบหมวกสูงมาเพื่อเกลี่ยความ

สว่างและใช้วิธีแยก PFU ซึ่งเป็นองค์ประกอบเล็กที่มีความสว่างมากกว่าพื้นหลัง การประมวลผลภาพ

ให้ PFU เด่นชัด แต่ละวิธีแสดงดังรูปที่ 2-3 
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รูปที่ 2-3 วิธีประมวลผลภาพของ PFU ให้เด่นชัด 

 
รูปที่ 2-4 วิธีหาพื้นที่ PFU 

การจำแนก PFU/CFU ออกจากพื้นหลังทำได้ทั้งจากความสว่างของภาพระดับสีเทา (Gray-

scale) หรือจากช่องสัญญาณในปริภูมิสี  กรรมวิธีของ Premsattham และคณะและ Claytor 

เลือกใช้ภาพระดับสีเทา ในกรณีของวิธีที่นำเสนอใช้ภาพจากช่องสัญญาณสีเขียว (Green channel) 

สำหรับพื้นที่กลางหลุมและผลบวกเชิงเส้นของช่องสัญญาณในปริภูมิสี CIE-XYZ สำหรับพื้นที่บริเวณ

ขอบหลุม ดังรูปที่ 2-4 ทั้งสามกรรมวิธีแบ่งพื้นที่ PFU/CFU ที่ติดกันด้วยวิธีการแปลงระยะทางร่วมกับ

วิธีสันปันน้ำ แต่กรรมวิธีที่นำเสนอยังมีการใช้เกณฑ์พื้นที่เพื่อแยกบริเวณขนาดใหญ่ที่มีความเว้าแหว่ง

น้อยเพิ่มขึ้นมา ดังรูปที่ 2-5 
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รูปที่ 2-5 วิธีแยกพื้นที่ที่ติดกันของ PFU 

2.4 กรรมวิธีการประมวลภาพท่ีเก่ียวข้อง 

2.4.1 ปริภูมิสี 

2.4.1.1 ปริภูมิสีแบบ CIE-XYZ [19, 20] 

การแสดงข้อมูลสีมีได้หลายปริภูมิ เช่น RGB HSV CIE-LAB ฯลฯ การเลือกปริภูมิ

ขึ้นกับจุดประสงค์ของงาน เช่น ปริภูมิ RGB เหมาะกับการแสดงสีของจอภาพ (Display) 

ปริภูมิสี HSV เหมาะกับการแบ่งสีตามเฉดสีแต่ไม่เหมาะกับการคำนวณความต่างของสี

เน่ืองจากเป็นปริภูมิเชิงทรงกระบอก ปริภูมิ CIE-LAB และ CIE-LUV เหมาะกับการแสดงสีที่

ต้องการวัดระยะทางยุคลิดให้ใกล้เคียงกับความรู้สึกมนุษย์เป็นต้น  

ในวิทยานิพนธ์น้ีเลือกการแสดงสีในปริภูมิ CIE-XYZ เน่ืองจากเป็นปริภูมิที่แสดง

ตำแหน่งของสีที่ตามองเห็นตาม Chromaticity Diagram (รูปที่ 2-6) เพื่อให้สามารถคำนวณ

ความต่างของสีได้ในระนาบ 2 มิติ ปริภูมิ CIE-XYZ มีความสัมพันธ์กับปริภูมิ RGB ดังสมการ

ที่ (1)  

[
𝑋
𝑌
𝑍

] =
1

0.17697
[
0.49000 0.31000 0.20000
0.17697 0.81240 0.01063
0.0000 0.01000 0.99000

] [
𝑅
𝐺
𝐵

] (1) 

  เมื่อ 𝑋𝑌𝑍 และ 𝑅𝐺𝐵 คือค่าในแต่ละแกนของปริภูมิ  CIE-XYZ และ CIE-RGB 

ตามลำดับ 
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รูปที่ 2-6 Chromaticity Diagram 

(แหล่งที่มา: 
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:CIE_1931_Chromaticity_Diagram.jpg#filelinks) 

2.4.2 วงจรกรองเพ่ือลดสัญญาณรบกวน 

 วงจรกรองที่นิยมใช้ในการลดสัญญาณรบกวนสามารถแบ่งออกเป็นวงจรกรองแบบเชิงเส้น 

(Linear filter) และแบบไม่เชิงเส้น (Non-linear filter) วงจรกรองพื้นฐานที่ นิยมใช้ ในการลด

สัญญาณรบกวนคือ วงจรกรองเฉลี่ย (Average filter) วงจรกรองเกาส์เซียน (Gaussian filter) 

สำหรับสัญญาณรบกวนแบบเกาส์ (Gaussian noise) และวงจรกรองมัธยฐาน (Median filter) 

สำหรับสัญญาณรบกวนแบบ Salt and pepper ในวิทยานิพนธ์น้ีเลือกใช้วงจรกรองแบบเกาส์เซียน

สำหรับลดทอนสัญญาณรบกวน 

2.4.2.1  วงจรกรองเกาส์เซียน  

เป็ นวงจรกรองผ่านต่ำ (Low-pass filter) ที่ ใช้ฟั งก์ชันเกาส์ เซียน (Gaussian 

function) แบบ 2-D เป็นฟังก์ชันถ่วงน้ำหนักความสว่าง ดังสมการที่ (2) 

𝐺(𝑠, 𝑡) =
1

2𝜋𝜎
𝑒

−
𝑠2+𝑡2

2𝜎2  (2) 
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เมื่อ 𝐺(𝑠, 𝑡) คือแก่นของเกาส์ เซียน (Gaussian kernel) ซึ่ง 𝑠 และ 𝑡 เป็น

ระยะทางจากจุดกำเนิดในแกนนอน (Horizontal axis) และแกนต้ัง 

(Vertical axis) ตามลำดับ 

𝜎 คือส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานของการแจกแจงแบบเกาส์เซียน (Gaussian 

distribution) 

𝑒 คือค่าคงตัวของออยเลอร์ (Euler’s number) 

ผลลัพธ์ของวงจรกรองเกาส์เซียนมีค่า ดังสมการที่ (3) 

𝑓(𝑥, 𝑦) =
∑ 𝐺(𝑟 − 𝑥, 𝑐 − 𝑡)𝑔(𝑟, 𝑐)(𝑟,𝑐)𝜖𝑆𝑥𝑦

∑ 𝐺(𝑟 − 𝑥, 𝑐 − 𝑡)(𝑟,𝑐)𝜖𝑆𝑥𝑦

 (3) 

 

เมื่อ 𝑔(𝑟, 𝑐) คือค่าพิกเซลบนพิกัด (𝑟, 𝑐) ของภาพภายในวินโดว์ 

𝑓(𝑥, 𝑦) คือผลลัพธ์ของวงจรกรองที่ตำแหน่ง (𝑥, 𝑦) 

𝑆𝑥𝑦 คือพิกัดของวินโดว์ที่มีพื้นที่ เป็นรูปสี่ เหลี่ยมขนาด 𝑚 × 𝑛 โดยมี

ตำแหน่ง (𝑥, 𝑦) เป็นจุดศูนย์กลาง 

             2.4.2.2  วงจรกรองเฉลี่ย  

วงจรค่าเฉลี่ยเลขคณิต (Arithmetic mean filter) เป็นวงจรกรองง่ายที่สุดที่มักใช้

ในการลดสัญญาณรบกวนแบบเกาส์เซียน เขียนได้ดังสมการที่ (4) 

𝑓(𝑥, 𝑦) =
1

𝑚𝑛
∑ 𝑔(𝑟, 𝑐)

(𝑟,𝑐)∈𝑆𝑥𝑦

 (4) 

 

2.4.3 ค่าขีดเร่ิมเปลี่ยนแบบปรับตัว (Adaptive thresholding) 

 การใช้ค่าขีดเร่ิมเปลี่ยน (Thresholding) เป็นกรรมวิธีที่ง่ายและนิยมใช้ในการจำแนกบริเวณ 

PFU/CFU ออกจากพื้นหลัง ผู้ใช้สามารถกำหนดว่าบริเวณที่สนใจ (ROI) เป็นบริเวณที่มีค่าสูงกว่าหรือ

ต่ำกว่าค่าขีดเร่ิมเปลี่ยน การแบ่งภาพเป็นสองบริเวณด้วยค่าขีดเร่ิมเปลี่ยนนิยมทำกับภาพที่สามารถ

อธิบายบริเวณที่ต่างกันด้วยปริมาณหน่ึงมิติ เช่น ความสว่าง ดังน้ันกรรมวิธีส่วนใหญ่จึงแปลงข้อมูลสี  

3 มิติเป็นภาพความสว่าง (Luminance) ก่อนจะแบ่งภาพด้วยค่าขีดเริ่มเปลี่ยน  
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  ในวิทยานิพนธ์น้ีไม่มีการควบคุมสภาพแวดล้อมในการเก็บข้อมูล ดังน้ันความสว่าง และความ

ต่าง (Contrast) ไม่จำเป็นต้องสม่ำเสมอทั้งภาพ จึงเลือกใช้ค่าขีดเริ่มเปลี่ยนแบบปรับตัวและมีขั้นตอน

การคำนวณค่าขีดเริ่มเปลี่ยนสำหรับตำแหน่ง (𝑥0, 𝑦0) ดังต่อไปน้ี [26] 

1. กำหนดให้ขนาดของวินโดว์ที่ใช้คำนวณค่าขีดเร่ิมเปลี่ยนแบบปรับตัวเป็น 𝑠 × 𝑠 จุดภาพ 

และค่าความไว (Sensitivity) มีค่าเท่ากับ 𝑡 (0 ≤ 𝑡 ≤ 100) 

2. จากผลรวมความเข้มภายในบริเวณ 𝑥0 − 0.5𝑠 < 𝑥 ≤ 𝑥0 + 0.5𝑠 และ 𝑦0 − 0.5𝑠 <

𝑦 ≤ 𝑦0 + 0.5𝑠 เราสามารถคำนวณค่าขีดเริ่มเปลี่ยนของตำแหน่ง (𝑥0, 𝑦0) ได้ดังสมการที่ 

(5) 

𝑇𝑎𝑑𝑎𝑝𝑡𝑖𝑣𝑒 =
100 − 𝑡

100
⋅

1

𝑠2
( ∑ ∑ 𝐼(𝑥, 𝑦)

𝑥0+0.5𝑠

𝑥=𝑥0−0.5𝑠

𝑦0+0.5𝑠

𝑦=𝑦0−0.5𝑠

) (5) 

 

เมื่อ  𝑇𝑎𝑑𝑎𝑝𝑡𝑖𝑣𝑒 คือค่าขีดเริ่มเปลี่ยนแบบปรับตัวได้ 

𝐼(𝑥, 𝑦) คือค่าความเข้ม (intensity) ที่ตำแหน่ง (𝑥, 𝑦)  

 จากสมการที่ (5) เราสามารถอธิบายค่าขีดเริ่มเปลี่ยนแบบปรับตัวมีค่าเท่ากับ (100 − 𝑡)% 

ของค่าเฉลี่ยความเข้มภายในวินโดว์ขนาด 𝑠 × 𝑠 จุดภาพที่มี (𝑥, 𝑦) เป็นจุดศูนย์กลาง และพื้นที่ PFU 

คือบริเวณที่มีความเข้มสูงกว่า 𝑇𝑎𝑑𝑎𝑝𝑡𝑖𝑣𝑒 

2.4.4 เส้นผ่านศูนย์กลางของเฟเรท (Feret’s diameter) [21] 

 เน่ืองจาก PFU มีรูปร่างไม่แน่นอน ในการวัดขนาดจึงเลือกใช้ค่าเส้นผ่านศูนย์กลางของเฟเรท 

ซึ่งวัดขนาดเป็นระยะที่กว้างที่สุดของวัตถุ หรือกล่าวอีกนัยหน่ึงเส้นผ่านศูนย์กลางของเฟเรทคือการวัด

ส่วนที่กว้างที่สุดด้วยก้ามวัด (Caliper) จึงมีชื่อเรียกอีกอย่างว่าเส้นผ่านศูนย์กลางของก้ามวัด (Caliper 

diameter) 

2.4.5 การแปลงระยะทาง (Distance transform) [22, 23] 

 การแปลงระยะทางเป็นกระบวนการหน่ึงของภาพไบนารี (Binary image) และแสดงผลลัพธ์

เป็นระยะทางจากจุดภาพ (Pixel) ไปบริเวณที่สนใจ (Region of Interest, ROI) ที่ใกล้ที่สุด หากเรา

พิจารณา ROI เป็นพื้นหน้า (Foreground) แล้วจุดภาพที่เป็นพื้นหน้าจะได้ผลลัพธ์เป็น 0 ขณะที่

จุดภาพที่เป็นพื้นหลัง (Background) จะได้ผลลัพธ์เป็นระยะทางไปหาพื้นหน้าที่ใกล้ที่สุด 
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 ผลการแปลงระยะทางขึ้นกับฟังก์ชันที่ใช้คำนวณระยะทาง ตัวอย่างของฟังก์ชันที่ใช้สำหรับ

ระยะทางภายในรูปภาพ 2 มิติระหว่างจุด 𝑝(𝑥1, 𝑦1) และ 𝑞(𝑥2, 𝑦2) มีดังต่อไปน้ี เมื่อกำหนดให้ 

𝛥𝑥 = 𝑥1 − 𝑥2 และ Δ𝑦 = 𝑦1 − 𝑦2   

1. ระยะทางแบบยุคลิด (Euclidean distance) เป็นระยะในแนวเส้นตรงตามทฤษฎีพีทาโกรัส

ตามสมการที่ (6) 

𝐷𝐸𝑢𝑐𝑙𝑖𝑑(𝑝, 𝑞) = √Δ𝑥2 + Δ𝑦2 (6) 

2. ระยะทางแมนฮัตตัน  (Manhattan distance) หรือ City block เป็นผลรวมแตกต่างแบบ

สัมบูรณ์ระหว่างระยะทางในแกน x และ y ตามสมการที่ (7) 

𝐷𝐶𝑖𝑡𝑦(𝑝, 𝑞) = |Δ𝑥| + |Δ𝑦| (7) 

3. ระยะทางแบบเชบีเชฟ (Chebyshev distance) หรือระยะทางตารางหมากรุก (Chess 
board distance) แสดงระยะห่างเป็นระยะที่มากที่สุดในแต่ละแกน (กล่าวอีกนัยหน่ึงคือเป็น 
ℓ∞-norm และได้ระยะทางตามสมการที่ (8) 

𝐷𝐶ℎ𝑒𝑠𝑠(𝑝, 𝑞) = max(|Δ𝑥|, |Δ𝑦|) (8) 

4. ระยะทางแบบกึ่งยุคลิด (Quasi-Euclidean distance) เป็นผลบวกระหว่างระยะในแนว

เส้นตรงที่ยาวที่สุดร่วมกับระยะตามแนวเส้นทแยงมุม (Diagonal line) ดังสมการที่ (9) 

𝐷𝑄𝑢𝑎𝑠𝑖(𝑝, 𝑞) = {
|Δ𝑥| + (√2 − 1)|Δ𝑦|, |Δ𝑥| > |Δ𝑦|

(√2 − 1)|Δ𝑥| + |Δ𝑦|, otherwise
 (9) 

2.4.6 สัณฐานวิทยาของภาพ (Image morphology) [24] 

 สัณฐานวิทยาของภาพไบนารีประกอบด้วยตัวดำเนินการ (Operator) สองตัวคือ ตัว

ดำเนินการกัดกร่อน (Erosion) และตัวดำเนินการขยายขนาด (Dilation) และนำตัวดำเนินการสองตัว

น้ีมาประกอบกันเพื่อให้ได้ผลลัพธ์ที่ต้องการเช่น ถมรู ตัดส่วนเว้าแหว่ง ฯลฯ  

 ตัวดำเนินการกัดกร่อนเป็นการลดขนาดของวัตถุในภาพไบนารีโดยตัดส่วนเว้าแหว่งที่อ้างอิง

จากองค์ประกอบโครงสร้าง (Structure element, SE) หรือแก่น (Kernel) และเขียนเป็นตามสมการ

ที่ (10) 

 𝐴 ⊖ 𝐵 = {𝑧|(𝐵)𝑧 ∩ 𝐴𝐶 ≠ ∅} (10) 

 เมื่อ ⊖ คือตัวดำเนินการกัดกร่อน 
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𝐴 คือภาพไบนารีที่ 1 และ 0 แสดงตำแหน่งของพื้นหน้า (วัตถุ) และพื้นหลัง

ตามลำดับ 

𝐴𝐶  คือส่วนเติมเต็ม (Complement) ของ 𝐴 กล่าวคือ 1 และ 0 แสดงตำแหน่งของ

พื้นหลังและวัตถุตามลำดับ 

  𝐵 คือ SE ที่มีจุดกึ่งกลางอยู่ที่ (0,0) (สังเกตว่า 𝐵 มีพิกัดทั้งบวกและลบ) 

  𝑧 คือ ระยะเลื่อน (Translation) มีค่าเท่ากับ (𝑧𝑥, 𝑧𝑦) 

 (𝐵)𝑧 คือการเลื่อน 𝐵 ไปเป็นระยะ 𝑧 กล่าวคือย้ายจุดกึ่งกลางของ 𝐵 จาก (0,0) ไป 

   ตำแหน่ง (𝑧𝑥, 𝑧𝑦) 

∅ คือเซตว่าง (Null set) 

จากสมการที่ (10) เราสามารถพิจารณาว่าตัวดำเนินการกัดกร่อนจะค้นหาตำแหน่งภายใน

ภาพ 𝐴  ที่เมื่อวาง SE ลงไปแล้ว SE จะไม่ยื่นออกมาทับพื้นหลังเลย ผลการใช้ตัวดำเนินการกัดกร่อน

จะตัดส่วนเว้าแหว่งของวัตถุในภาพ 𝐴 ออกไปได้ดังตัวอย่างในรูปที่ 2-7  

 ตัวดำเนินการขยายขนาดเป็นการเพิ่มขนาดวัตถุภายในภาพด้วยการถมส่วนเว้าแหว่งหรือรูไป 

โดยอ้างอิงรูปร่างการถมจาก SE ตามสมการที่ (11) 

 𝐴 ⊕ 𝐵 = {𝑧|(𝐵̂)
𝑧

∩ 𝐴 ≠ ∅} (11) 

 เมื่อ ⊕ คือตัวดำเนินการขยายขนาด 

𝐵̂ คือภาพสะท้อน (Reflection) ของ 𝐵 กล่าวคือค่าที่ตำแหน่ง (𝑥, 𝑦) ของ 𝐵̂  จะ

เท่ากับค่าที่ตำแหน่ง (−𝑥, −𝑦) ของ 𝐵 

 ตัวดำเนินการขยายขนาดได้ผลลัพธ์คือตำแหน่งที่เมื่อวาง 𝐵̂ ไปบนภาพ 𝐴 แล้วจะมีส่วนของ 

𝐵̂ ซ้อนทับกับวัตถุในภาพ ลักษณะของการวางภาพสะท้อนน้ีคล้ายกับการทำสังวัฒนาการ 

(Convolution) อน่ึงโดยมากแล้ว SE มีรูปร่างสมมาตรทั้งแกน x และแกน y ดังน้ันผลการดำเนินการ

ขยายขนาดจะได้ผลลัพธ์เสมือนเป็นการทำยูเนียน (Union) ของ (𝐵)𝑧 เมื่อ 𝑧 เป็นระยะเลื่อนให้จุด

ศูนย์กลางของ 𝐵 ไปอยู่ภายใน 𝐴 ทุกตำแหน่ง 

 ผลลัพธ์ของตัวดำเนินการขยายขนาดเป็นการทำลายส่วนเว้าแหว่งและรูเล็กๆด้วยการถมด้วย

รูปร่าง SE ดังแสดงในรูปที่ 2-8  

จากตัวดำเนินการกัดกร่อนและตัวดำเนินการขยายขนาดน้ีเราสามารถนำมาเรียงประกอบกัน

เพื่อตัดส่วนเว้าแหว่งออกจากวัตถุ โดยการนำภาพไบนารีมาผ่านตัวดำเนินการกัดกร่อน ตามด้วยตัว
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ดำเนินการขยายขนาดที่มี SE ตัวเดียวกันเรียกกระบวนการน้ีว่าการเปิด (Opening) ซึ่งมีลักษณะ

เหมือนการนำ SE เข้าไปลากตามขอบด้านในของวัตถุและได้ผลลัพธ์เป็นขอบ SE  

 

 

 

 

 

 

(i) รูปต้นฉบับ (𝐴)  (ii) SE (𝐵) (iii) 𝐴 ⊖ 𝐵 

รูปที่ 2-7 การตัดส่วนเว้าแหว่งด้วยตัวดำเนินการกัดกร่อน 

 

 

 

 

 

(i) รูปต้นฉบับ (𝐴)  (ii) SE (𝐵) (iii) 𝐴 ⊕ 𝐵 (สีแดง และสีส้มแสดงรูป
ต้นฉบับ และพื้นที่เพิ่มขึ้นมา

ตามลำดับ) 
รูปที่ 2-8 การถมส่วนเว้าแหว่งด้วยตัวดำเนินการขยายขนาด 
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(i) รูปต้นฉบับ (𝐴) (ii) SE (𝐵) (iii) ผลลัพธ์การเปิด (สีแดง และสีส้ม

แสดงพื้นที่ที่เหลืออยู่ และพื้นที่ที่ถูกตัด
ไปตามลำดับ) 

รูปที่ 2-9 ผลการตัดส่วนเว้าแหว่งด้วยการเปิด 

 

 

 

 

 

 

(i) รูปต้นฉบับ (𝐴)  (ii) SE (𝐵) (iii) ผลลัพธ์การปิด (สีแดง และสีส้ม
แสดงรูปต้นฉบับ และพื้นที่เพิ่มขึ้นมา

ตามลำดับ) 
รูปที่ 2-10 ผลการถมส่วนเว้าแหว่งและรูด้วยการปิด 

หากสลับให้ใช้ตัวดำเนินการขยายขนาดก่อนตัวดำเนินการกัดกร่อนแล้วจะเป็นการถมรูก่อน

ตัดส่วนที่เว้าแหว่งไป เรียกกระบวนการน้ีว่าการปิด (Closing) ซึ่งมีลักษณะเหมือนการนำ SE เข้าไป

ลากตามขอบด้านนอกวัตถุและได้ผลลัพธ์เป็นขอบ SE แทน  

ผลลัพธ์ของการเปิดและการปิดสำหรับการทำลายส่วนเว้าแหว่งแสดงไว้ในรูปที่ 2-9 และ รูป

ที่ 2-10 ตามลำดับ การนำสัณฐานวิทยาของภาพมาประยุกต์ใช้กับภาพระดับสีเทาจะเปลี่ยนนิยาม
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จากตำแหน่งไปเป็นระดับความสว่างแทน กล่าวคือผลของการกัดกร่อนที่พิกเซลตำแหน่ง (𝑥, 𝑦) ได้

เป็นความสว่างที่ต่ำที่สุดของภาพภายใน SE ที่มีจุดศูนย์กลางอยู่ที่ (𝑥, 𝑦) และการขยายขนาดได้เป็น

ความสว่างสูงสุดภายในบริเวณ SE  

เน่ืองจากสัณฐานวิทยาของภาพระดับสีเทาจะปรับในเรื่องของความสว่าง (ไม่ใช่รูปร่าง ) 

ดังน้ันจึงถูกนำมาใช้เพื่อปรับความต่าง (Contrast) หาขอบวัตถุ รวมถึงหาค่าขีดเริ่มเปลี่ยนได้ ดังเช่น

วงจรกรองแบบหมวกสูง (Top-hat filter) 

วงจรกรองแบบหมวกสูง (Top-hat filter) แยกองค์ประกอบและรายละเอียดเล็กๆ จาก

รูปภาพที่มีพื้นหน้า (Foreground) สว่างออกจากพื้นหลัง (Background) สีเข้มเพื่อแก้ไขปัญหาการ

ส่องสว่างที่ไม่สม่ำเสมอ ตามสมการที่ (12) 

𝑇ℎ𝑎𝑡(𝑓) = 𝑓 − (𝑓 ° 𝑏) (12) 

 

เมื่อ 𝑇ℎ𝑎𝑡(𝑓) คือ ผลลัพธ์ของวงจรกรองแบบหมวกสูง (Top-hat filter) เป็นของภาพ

ระดับสีเทา (Gray scale) 𝑓 

° คือกระบวนการเปิด (Opening) 

𝑏 คือองค์ประกอบโครงสร้าง (Structure element, SE) ของภาพระดับสีเทา 𝑓 

2.4.7 ข้ันตอนวิธีสันปันน้ำ (Watershed algorithm) [24] 

ขั้นตอนวิธีสันปันน้ำเป็นการแบ่งพื้นที่ภาพโดยพิจารณาความเข้มหรือขนาดของข้อมูลในแต่

ละจุดภาพเป็นค่าความสูงของพื้นที่ และแบ่งพื้นที่เสมือนเป็นแอ่งน้ำที่มีสันแอ่งแยกกัน รูปที่ 2-11 

แสดงการแบ่งภาพด้วยขั้นตอนวิธีสันปันน้ำ เริ่มจากเราพิจารณาให้แกนต้ังในรูปที่ 2-11.(i) เป็นค่าที่ใช้

แบ่งภาพ โดยเรามองค่าน้ีเป็นความสูงของพื้นที่ และเริ่มแบ่งพื้นที่ตามขั้นตอนต่อไปน้ี 

1. สร้างตาน้ำผุดขึ้นที่ตำแหน่งต่ำสุดของภาพแล้วให้น้ำไหลเพิ่มขึ้นมา ดังแสดงน้ำที่ผุดมาเป็นสี

แดงในรูปที่ 2-11.(ii) 

2. เมื่อน้ำมีระดับสูงถึงตำแหน่งต่ำสุดของแอ่งอื่นแล้วให้สร้างตาน้ำผุดขึ้นที่แอ่งอื่นด้วย ดัง

ตำแหน่งสีเขียวและสีน้ำเงินในรูปที่ 2-11.(iii) 

3. เพิ่มระดับน้ำที่เกิดจากตาน้ำสีแดง สีเขียว และสีน้ำเงินจนกระทั่งน้ำที่เกิดจากตาน้ำต่างแหล่ง

มาชนกัน และสร้างคันกั้นน้ำขึ้นมาเพื่อไม่ให้น้ำจากตาน้ำต่างแหล่งมาปะปนกันดังในรูปที่ 2-

11.(iv) 
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(i) ภาพถ่ายตัดขวางของพื้นที่ (ii) ผลการสร้างตาน้ำผุดที่ตำแหน่งต่ำสุด 

 

 

(iii) การผุดของตาน้ำในแอ่งอื่นๆเมื่อน้ำสูงถึงก้น 
แอ่ง 

(iv) การสร้างคันกั้นน้ำเมื่อน้ำจากสองแอ่งมาชนกัน 

 
(v) ผลลัพธ์ของการแบ่งพื้นที่ 

รูปที่ 2-11 การแบ่งพื้นที่ด้วยขั้นตอนวิธีสันปันน้ำ 

  

(i) สีชมพูแสดงบริเวณที่ถูกรบกวนด้วยสัญญาณ
รบกวนทำให้มีความสูงต่ำกว่าบริเวณข้างเคียง 

(ii) ผลลัพธ์ของการแบ่งพื้นที่ 

รูปที่ 2-12 การแบ่งพื้นที่เกิน เน่ืองจากสัญญาณรบกวนในขั้นตอนวิธีสันปันน้ำ 
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4. ทำขั้นตอนที่ 3 ไปเรื่อยๆจนระดับน้ำสูงถึงจุดสูงสุดของภาพ และได้พื้นที่ที่แบ่งเป็นพื้นที่น้ำ

ล้นจากตาน้ำแต่ละตา ดังในรูปที่ 2-11.(v) แบ่งภาพออกเป็นสามบริเวณคือสีแดง สีเขียวและ

สีน้ำเงิน 

การแบ่งภาพแบบน้ีมีปัญหาเร่ืองการแบ่งเกิน (Oversegmentation) เน่ืองจากสัญญาณ

รบกวนเป็นแอ่งขนาดเล็ก (รูปที่ 2-12.(i)) เมื่อสร้างตาน้ำสีแดงที่ต่ำแหน่งต่ำสุดและเพิ่มระดับน้ำไป

จนถึงตำแหน่งต่ำสุดของแอ่งใกล้เคียง แต่แอ่งสัญญาณรบกวน (สีชมพู) มีขนาดเล็กและความสูงต่ำ 

ดังน้ันระดับน้ำจากตาน้ำสีชมพูจึงชนกับตาน้ำสีแดงได้เร็วขึ้นทำให้เกิดคันกั้นน้ำบริเวณน้ี ส่งผลให้

ผลลัพธ์การแบ่งพื้นที่กลายเป็นสี่บริเวณดังในรูปที่ 2-12.(ii) ดังน้ันเราจึงนิยมทำให้สัญญาณราบเรียบ

ก่อนใช้ขั้นตอนวิธีสันปันน้ำ 

การแบ่งพื้นที่ในภาพด้วยขั้นตอนสันปันน้ำทำได้ง่ายและนิยมใช้ร่วมกับการแปลงระยะทาง 

เมื่อกำหนดให้ภาพที่แสดงวัตถุและส่วนเติมเต็มของภาพคือ 𝐴 และ 𝐴𝐶  ตามลำดับแล้ว เราสามารถ

สรุปขั้นตอนการแบ่งวัตถุร่วมกับกรรมวิธีสันปันน้ำได้ดังน้ี 

1. คำนวณหาระยะระหว่างแต่ละตำแหน่งในภาพกับพื้นหลังที่ใกล้ที่สุดด้วยการแปลงระยะทาง

กับ 𝐴𝐶  และเรียกผลลัพธ์น้ีว่า 𝐷𝐴 

2. นำ 𝐷𝐴 ไปผ่านการแปลงแบบ H-maxima เพื่อลดปัญหาเร่ืองการแบ่งพื้นที่ เกิน และ

กำหนดค่าของ 𝐷𝐴 ที่ตำแหน่งที่เป็นค่าสูงสุดเฉพาะพื้นที่ (Local maxima) หลังการแปลง 

H-maxima เป็นค่าสูงที่สุดในภาพ 

3. แบ่งพื้นที่ ในภาพ ด้วยขั้นตอนวิธีสันปันน้ำโดยอ้างอิง ค่าความสูงจาก −𝐷𝐴 (เปลี่ยน

เคร่ืองหมายของ 𝐷𝐴 จากบวกเป็นลบด้วยการคูณ −1 เพื่อทำให้พื้นหลังมีความสูงมากที่สุด

ในภาพ 

รูปที่ 2-13 แสดงผลของการแบ่งพื้นที่ในภาพด้วยขั้นตอนวิธีสันปันน้ำร่วมกับการแปลง

ระยะทาง เมื่อในภาพมีวัตถุจำนวน 6 ชิ้น โดยมีวัตถุรูปวงกลมติดกันอยู่สองบริเวณดังแสดงด้วยสีน้ำ

เงิน และสีเทา (รูปที่ 2-13.(i)) การแบ่งพื้นที่เร่ิมจากการแปลงระยะทางกับส่วนเติมเต็มของภาพไบ

นารี (𝐴𝐶  ในรูปที่ 2-13.(ii)) ได้ผลลัพธ์เป็นรูปที่ 2-13.(iii) ที่มีตำแหน่งสูงสุดเฉพาะบริเวณ (Local 

maxima) อยู่บริเวณกึ่งกลางวัตถุ ดังแสดงด้วยสีแดงในรูปที่ 2-13.(iv) สังเกตได้ว่ามีจุดสูงสุดมากกว่า

จำนวนวัตถุในภาพ โดยกลุ่มวัตถุสีน้ำเงินซึ่งประกอบด้วย 2 วัตถุมีตำแหน่งสูงสุดเฉพาะบริเวณสาม

ตำแหน่งส่งผลให้หากเราไม่ลดจำนวนจุดสูงสุดด้วยการแปลงแบบ H-maxima แล้วผลลัพธ์การแบ่ง
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พื้นที่จะได้เป็น 9 พื้นที่แทนที่จะเป็น 6 พื้นที่ (แทนวัตถุ 6 ชนิด) ดังในรูปที่ 2-13.(v) แต่เมื่อเราเพิ่ม

การแปลงแบบ H-maxima เข้าไปในขั้นตอนที่ 2 เพื่อลดจำนวนจุดสูงสุดดังในรูปที่ 2-13.(vi) แล้ว จะ

ได้ผลลัพธ์การแบ่งที่สอดคล้องกับวัตถุดังในรูปที่ 2-13.(vii) 

   
(i) ภาพต้นฉบับ (ii) 𝐴𝐶  (iii) ผลการแปลงระยะทางของ 

𝐴𝐶  (𝐷𝐴) 

  
(iv) สีแดงแสดงตำแหน่งสูงสุดเฉพาะบริเวณ (v) ผลการแบ่งพื้นที่โดยไม่ทำการแปลงแบบ 

H-maxima 

  
(vi) สีแดงแสดงตำแหน่งที่ตำแหน่งสูงสุดเฉพาะ

บริเวณหลังการแปลงแบบ H-maxima 
(vii) ผลการแบ่งพื้นที่เมื่อมีการแปลงแบบ H-

maxima 
รูปที่ 2-13 การแบ่งวัตถุในภาพไบนารีด้วยขั้นตอนวิธีสันปันน้ำร่วมกับการแปลงระยะทาง  
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จากผลลัพธ์ในรูปที่ 2-13 เรายังสังเกตได้ว่าในการแบ่งพื้นที่ด้วยขั้นตอนวิธีสันปันน้ำสามารถ

แบ่งวัตถุที่ติดออกจากกันได้โดยไม่ต้องอาศัยข้อมูลรูปร่างของวัตถุ เน่ืองจากความเว้าแหว่งของขอบ

ทำให้เกิดค่าสูงสุดเฉพาะบริเวณมากกว่าหน่ึงตำแหน่งในวัตถุ ดังกลุ่มวัตถุสีน้ำเงินและสีแดงจะได้

ตำแหน่งสูงสุดเฉพาะบริเวณมากกว่า 1 ตำแหน่ง ขณะที่วัตถุที่มีความราบเรียบดังเช่นวัตถุสีดำและสี

เขียวจะมีตำแหน่งสูงสุดเพียงตำแหน่งเดียว ดังแสดงด้วยจุดสีแดงใน รูปที่ 2-13.(iv) และ รูปที่ 2-

13.(vi)   
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บทที ่3 กรรมวิธีทีน่ำเสนอ 
 ในบทน้ีเราจะเร่ิมจากศึกษาลักษณะของรูปถ่ายหลุมในจานเพาะเชื้อที่ไม่มีการควบคุม

ปริมาณแสง และนำลักษณะเหล่าน้ีไปออกแบบกรรมวิธีตามลักษณะที่แสดงไว้ในหัวข้อต่อไป และจบ

ด้วยการปรับวิธีที่นำเสนอไปใช้กับ PFU ขนาดใหญ่และสีย้อมเป็น Crystal violet 

3.1 ลักษณะข้อมูล 

ภาพในงานวิจัยน้ีคือหลุม (Well) ภายในจานเพาะเลี้ยง โดยหน่ึงภาพจะมีเพียงหน่ึงหลุม และ

ขอบหลุมชิดกับขอบภาพ ภาพหลุม น้ีถ่าย ด้วยกล้องที่ไม่เจาะจงชนิด ดังน้ันอาจเป็นภาพจาก

โทรศัพท์เคลื่อนที่ หรือแท็บเล็ตก็ได้ และไม่ควบคุมแสงส่งผลให้ PFU และพื้นหลังแตกต่างกันไม่มาก

นักและพื้นหลังมีความไม่ราบเรียบมากกว่าภาพที่ปรากฏต่อนักเทคนิคในการนับ PFU เน่ืองจากความ

ละเอียดของกล้อง ดังแสดงในรูปที่ 3-1 

เมื่อวิเคราะห์เพิ่มเติมไปที่ภาพที่ได้จากกล้องทั่วไปแล้ว เราสามารถสรุปลักษณะของภาพจาก

กล้องทั่วไปที่มาเป็นอินพุทของกรรมวิธีที่นำเสนอได้ดังน้ี 

1. พื้นหลังไม่ราบเรียบ มีจุดเล็กสีขาวปะปนกับสีชมพู ซึ่งจุดเล็กๆสีขาวน้ีมีลักษณะคล้ายกับ 

PFU แต่มีขนาดเล็กกว่า 

2. ขอบหลุมมีสีเหลืองปะปน จากผลกระทบของแสงภายนอก  

3. ถึงแม้ไวรัสจะถูกเพาะในสภาพเดียวกัน แต่ขนาด และความคมชัดของขอบ PFU แต่ละตัวไม่

เท่ากันทั้งยังไม่จำเป็นต้องเป็นวงกลม ดัง PFU ภายในวงกลมสีเขียว ในรูปที่ 3-2 

4. PFU มีทั้งขนาดเล็กและใหญ่ ดังน้ันการรวมของ PFU จะเกิดเป็นพื้นที่ขนาดใหญ่ที่ไม่

เว้าแหว่งก็ได้ ดังตัวอย่างในวงกลมสีน้ำเงินในรูปที่ 3-2 

  
(i) ภาพหลุมที่ผู้ปฏิบัติการใช้ (ii) ภาพหลุมที่ได้จากกล้องทั่วไป 

รูปที่ 3-1 ตัวอย่างของภาพหลุมที่ผู้ปฏิบัติการใช้นับ และที่ได้จากกล้องทั่วไป 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 27 

 
รูปที่ 3-2 ลักษณะของภาพหลุมที่ได้จากกล้องทั่วไป 

 จากการวิเคราะห์ข้างต้น เราจึงได้ออกแบบกรรมวิธีเพื่อลดทอนผลกระทบของลักษณะต่างๆ

ดังน้ี 

1. สีขาวของพื้นหลังถึงจะมีปริมาณมากแต่มีขนาดเล็กกว่า PFU ดังน้ันใช้ตัวกรองแบบเกาส์

เซียนเพื่อทำให้พื้นหลังราบเรียบขึ้น  

2. ในกรณีที่ตัวอย่างประกอบด้วย PFU ขนาดเล็กต้องเลือกใช้ค่าขีดเร่ิมเปลี่ยน และปริภูมิสีที่

แตกต่างกันในการแยก PFU บริเวณกลางและขอบหลุม เน่ืองจากความชัดเจนของ PFU ทั้ง

สองบริเวณมีลักษณะแตกต่างกัน ไม่สามารถใช้ค่าขีดเร่ิมเปลี่ยนแบบเดียวกันได้ แต่หากเป็น 

PFU ขนาดใหญ่แล้ว PFU มีลักษณะต่างจากพื้นหลังอย่างเห็นได้ชัดทุกบริเวณ จึงไม่ต้องแยก

คิดค่าขีดเริ่มเปลี่ยนเป็นสองบริเวณ 

3. ใช้กรรมวิธีที่ต่างกันในการแยก PFU ขนาดเล็กและใหญ่ที่ติดกัน เน่ืองจากความเว้าแหว่งจะ

เห็นชัดเจนเฉพาะการติดกันของ PFU ขนาดใหญ่ 

3.2 การกำหนดขอบเขตของขนาดวินโดว์ของค่าขีดเร่ิมเปลี่ยนปรับตัวได้ 

วิทยานิพนธ์เล่มน้ีใช้ค่าขีดเริ่มเปลี่ยนแบบปรับตัวได้เพื่อค้นหาพื้นที่ PFU และกำหนดให้การ

หาขนาดวินโดว์แบบอัตโนมัติ (หัวข้อที่  3.3.1) ค้นหาขนาดที่อยู่ภายในช่วง 15-99 พิกเซลเท่าน้ัน 

เน่ืองจากผลการวิเคราะห์ผลกระทบของขนาดวินโดว์กับการค้นหาพื้นที่ PFU ดังน้ี 

1. กรณี PFU ขนาดเล็ก (เช่น ไวรัสไข้เลือดออก (Dengue virus)) หากขนาดวินโดว์เล็กเกินไป

จะไม่พบ PFU ภายในภาพ และหากพบจะได้เป็นพื้นที่ขนาดเล็ก ขณะที่หากขนาดใหญ่

เกินไปจะเกิดการรวมกันของ PFU ทั้งยังพบ PFU ได้น้อยลงด้วย ดังแสดงในรูปที่ 3.3 

2. กรณี PFU ขนาดใหญ่ (เช่น ไวรัสไข้ปวดข้อยุงลาย (Chikungunya virus)) เมื่อขนาดวินโดว์

เพิ่มขึ้น พื้นที่ PFU จะเชื่อมต่อกัน หากขนาดวินโดว์ลดลง PFU จะแบ่งออกเป็นขอบและรู

ภายใน (รูปที่ 3-4) 
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(i) ภาพต้นฉบับ (ii) Window size = [9 9] (iii) Window size = [21 21] 

   
(iv) Window size = [33 33] (v) Window size = [45 45] (vi) Window size = [95 95] 

   
(vii) Window size = [107 107] (viii) Window size = [119 119] (ix) Window size = [131 131] 

รูปที่ 3-3 ภาพการหาพื้นที่ PFU จากการเพิ่มขึ้นของขนาดวินโดว์ของไวรัสไข้เลือดออก (Dengue virus) 
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(i) ภาพต้นฉบับ (ii) Window size = [9 9] (iii) Window size = [21 21] 

   

(iv) Window size = [33 33] (v) Window size = [45 45] (vi) Window size = [95 95] 

   
(vi) Window size = [107 107] (vii) Window size = [119 119] (viii) Window size = [131 131] 

รูปที่ 3-4 ภาพการหาพื้นที่ PFU จากการเพิ่มขึ้นของขนาดวินโดว์ของไวรัสไข้ปวดข้อยุงลาย (Chikungunya 
virus) 

3.3 กรรมวิธีการนับ PFU ขนาดเล็ก 

กรรมวิธีนับ PFU แบ่งออกได้เป็น 3 ขั้นตอนหลักคือ 

1. การแบ่งพื้นที่เป็นบริเวณขอบหลุมและกลางหลุม   
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2. การปรับปรุงรูปร่าง PFU และค้นหา PFU บริเวณขอบหลุม 

3. การแยก PFU ที่ติดกัน โดยเริ่มจากการแยก PFU ขนาดใหญ่ และตามด้วยขนาดเล็ก 

3.3.1 การแบ่งพ้ืนท่ีหลุม 

ถึงแม้เราไม่ได้กำหนดสภาพแวดล้อมในการถ่ายรูป แต่ขอบหลุมต้องติดกับขอบภาพทั้งสี่ด้าน 

ดังรูปที่ 3-5 (ซึ่งอาจจะเกิดจากการถ่ายรูปเอาแต่หลุม หรือใช้โปรแกรมมาตัดภาพก็ได้) และแบ่งพื้นที่

ภายในหลุมเป็นกลางหลุมและขอบหลุมดังขั้นตอนต่อไปน้ี 

1. ปรับขนาดของภาพที่เข้ามาให้เท่ากับ 830 × 830 จุดภาพ สังเกตว่าไวรัสแต่ละชนิดมีขนาด

และความชัดแตกต่างกัน  

2. หลุมในจานเพาะเชื้อเป็นรูปวงกลมและขอบหลุมติดกับขอบภาพ ดังน้ันพื้นที่หลุมจึงอยู่

ภายในวงกลมที่มีจุดศูนย์กลางอยู่กลางภาพและรัศมีเท่ากับ 415 จุดภาพ เราจึงสร้างวงกลม

สีดำหนาแสดงขอบหลุม และให้พื้นที่นอกหลุมเป็นสีขาว (รูปที่ 3-6.(i)) 

   
(i) ไวรัสไข้เลือดออก (Dengue 

virus) 
(ii) ไวรัสไข้สมองอักเสบ 

(Japanese Encephalitis 
virus) 

(iii) ไวรัสไข้ซิกา (Zika virus) 

  
(iv) ไวรัสไข้ปวดข้อยุงลาย (Chikungunya virus) (v) ไวรัสโคโรนา (Coronavirus) 

รูปที่ 3-5 ตัวอย่างภาพ PFU ที่ใช้ในการทดลอง 
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(i) รูปภาพต้นฉบับที่

กำหนดให้พื้นที่นอกหลุมเป็น
สีขาว 

(ii) ข้อมูลในช่องสัญญาณ R 
(สแีดง) ของปริภูมิสี RGB 

(iii) ข้อมูลในช่องสัญญาณ G 
(สีเขียว) ของปริภูมิสี RGB 

(iv) ข้อมูลในช่องสัญญาณ B 
(สน้ีำเงิน) ของปริภูมิสี RGB 

    
(v) รูปต้นฉบับเมื่อเพิ่มกรอบ

สีดำกับภาพ (i) 
(vi) ภาพเมื่อใช้ค่าขีดเริ่ม
เปลี่ยนแบบปรับตัวได้กับ

ภาพ (ii) 

(vii) ภาพเมื่อใช้ค่าขีดเริ่ม
เปลี่ยนแบบปรับตัวได้กับ

ภาพ (iii) 

(viii) ภาพเมื่อใช้ค่าขีดเริ่ม
เปลี่ยนแบบปรับตัวได้กับภาพ 

(iv) 
รูปที่ 3-6 ข้อมูลภาพในแต่ละช่องสัญญาณและผลการแบ่งภาพเมื่อใช้ค่าขีดเริ่มเปลี่ยนแบบปรับตัวได้ (วงกลมสีแดงแสดง

สัญญาณรบกวน) 

   
(i) รูปที่เพิ่มวงกลมสีดำและจัดให้

บริเวณนอกหลุมเป็นสีขาว 
(ii) ข้อมูลในช่องสัญญาณ G (สี

เขียว) ของปริภูมิสี RGB 
(iii) ผลการเพิ่มความราบเรียบ

ด้วยวงจรกรองเกาส์เซียน 
รูปที่ 3-7 การกรองข้อมูลรูปภาพ 

3. เพิ่มความราบเรียบของพื้นหลังในจานเพาะเชื้อ โดยนำข้อมูลในช่องสัญญาณ G (สีเขียว) ใน

ปริภูมิสี RGB ไปผ่านวงจรกรองแบบเกาส์เซียนขนาด 5 × 5 จุดภาพ ทั้งน้ีเราเลือกใช้ข้อมูล
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ในช่องสัญญาณ G เน่ืองจากเป็นช่องสัญญาณที่มีสัญญาณรบกวนน้อยกว่าช่องสัญญาณ B 

[25] ทั้งการค้นหา PFU ในช่องสัญญาณ G ได้ผลลัพธ์ดีที่สุดดังตัวอย่างในรูปที่ 3-6 ซึ่งข้อมูล

ในช่องสัญญาณ R มีพื้นหลังที่สว่างใกล้เคียงกับ PFU ทำให้หาพื้นที่ PFU ไม่ครบ ขณะที่การ

ค้นหาในช่องสัญญาณ B ได้พื้นหลังมาปะปน รูปที่ 3-6 แสดงผลลัพธ์ของการกรองเพื่อเพิ่ม

ความราบเรียบของพื้นหลังแสดงในรูปที่ 3-7 

4. ใช้ค่าขีดเริ่มเปลี่ยนแบบปรับตัว (หัวข้อที่  3.2) กับผลลัพธ์ในขั้นตอนที่ 3. การใช้ค่าขีดเร่ิม

เปลี่ยนแบบปรับตัวในขั้นตอนน้ีจะใช้กับภาพ PFU ขนาดเล็ก โดยกำหนดให้ค่าความไวคงที่

เท่ากับ 0.55 แต่ขนาดวินโดว์เปลี่ยนแปลงตามลักษณะ PFU ซึ่งจะถูกคำนวณอัตโนมัติ ดังน้ี 

     ค่าเร่ิมต้น 𝑖 แสดงลำดับข้อมูล กำหนดให้เท่ากับ 1 

   𝑛 แสดงขนาดวินโดว์ กำหนดให้เท่ากับ 15 โดยที่ 𝑛 = 13 + 2𝑖  

1. หาบริเวณ PFU และพื้นหลังของหลุมด้วยวินโดว์ขนาด 𝑛 × 𝑛 จุดภาพ 

2. คำนวนค่าเฉลี่ยความเข้มของ PFU และพื้นหลังของหลุมในช่องสัญญาณ R G และ 

B 

3. คำนวณผลต่างระหว่างค่าเฉลี่ยความเข้มของ PFU และของพื้นหลังในช่องสัญญาณ 

R G และ B 

4. คำนวณผลรวมของผลต่างช่องสัญญาณทั้งสาม เรียกค่าน้ีว่า 𝑑𝑖 

5. เพิ่ม 𝑛 ไป 2 และ 𝑖 ไป 1 

6. ถ้า 𝑛 < 100 กลับไปขั้นตอนที่ 1 

7. ให้ 𝑇𝑑 = ⌊𝑚𝑎𝑥
𝑖

 𝑑𝑖 ⌋ และหาตำแหน่งของ 𝑑𝑖 ที่มากกว่าหรือเท่ากับ 𝑇𝑑 

ตำแหน่งแรก เรียกตำแหน่งน้ีว่า ตำแหน่ง 𝑘 สำหรับค่าตัวอย่างในรูปที่ 3-8 จะได้ว่า 

𝑇𝑑 = 32 และ 𝑘 = 12 

8. คำนวณค่าเฉลี่ยของ 𝑑𝑖 เมื่อ 𝑘 ≤ 𝑖 ≤ 43 (กรอบสีเขียว ในรูปที่ 3-8) เรียกค่าเฉลี่ย

น้ีว่า 𝑑𝑎𝑣𝑔 

9. 𝑘𝑜𝑝𝑡 = |arg 𝑚𝑖𝑛
𝑖

 (𝑑𝑖 − 𝑑𝑎𝑣𝑔)| ซึ่งในรูปที่ 3-8 ได้ 𝑘𝑜𝑝𝑡 = 28 

10. ผลลัพธ์คือขนาดวินโดว์ที่เหมาะสมที่สุดเท่ากับ (13 + 2𝑘𝑜𝑝𝑡) × (13 + 2𝑘𝑜𝑝𝑡) 

จุดภาพ 
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ข้อสังเกต ไม่ว่าค่าขีดเริ่มเปลี่ยนจะหาจากข้อมูลในปริภูมิใดก็ตาม การคำนวณขนาด

วินโดว์จะใช้ขั้นตอนเหมือนกันและอ้างจากปริภูมิสี RGB เท่าน้ัน 

จากการคำนวณโดยใช้ค่าความสว่างในรูปที่ 3-7.(iii) ได้ผลออกมาดังรูปที่ 3-8 และได้วินโดว์

ขนาดที่เหมาะที่สุดคือ 69 × 69 พิกเซล 

5. ผลลัพธ์ของการค้นหา PFU ในขั้นตอนที่ 4 จะเกิดวงกลมซ้อนอยู่ภายในขอบจานดังรูปที่ 3-

9.(i) กำหนดให้พื้นที่ระหว่างวงกลมสองวงเป็นพื้นที่ขอบหลุมและ PFU ภายในวงกลมวงเล็ก

คือ PFU บริเวณกลางหลุม (รูปที่ 3-9.(ii)) 

3.3.2 การปรับปรุงรูปร่าง PFU และค้นหา PFU บริเวณขอบหลุม 

ในขั้นตอนแบ่งพื้นที่หลุมน้ัน เราได้ PFU บริเวณกลางหลุมมาด้วย จึงไม่มีความจำเป็นที่จะ

สร้างกรรมวิธีแยก PFU บริเวณน้ีออกจากพื้นหลังเพิ่มเติม PFU บริเวณขอบหลุมมีความแตกต่างกับ

พื้นหลังไม่มากเท่ากลางหลุม รวมทั้งอาจมีสีเหลืองมาปะปนทำให้การแบ่งพื้นที่ด้วยค่าขีดเร่ิมเปลี่ยน

แบบปรับตัวกับช่องสัญญาณ G เพียงช่องสัญญาณเดียวได้ผลไม่ดี เราจึงเลือกการสร้างค่าใหม่จาก

ฟังก์ชันเชิงเส้นของช่องสัญญาณ X และ Z ในปริภูมิ CIE-XYZ เน่ืองจากสามารถนำฟังก์ชันเชิงเส้น

ของสองช่องสัญญาณน้ีมาคัดแยก PFU จากพื้นหลังได้ง่าย  

จากการวิเคราะห์ข้อมูลพบว่า PFU มีค่าในช่องสัญญาณ Z (รูปที่  3-10.(i)) สูงขณะที่

ช่องสัญญาณ X มีความสว่างต่ำทุกบริเวณ ดังน้ันหากลบพื้นที่พื้นหลังด้วยการนำภาพจาก

ช่องสัญญาณ Z ไปหักล้างกับข้อมูลในช่องสัญญาณ X (รูปที่ 3-10.(iii)) จะได้ PFU เป็นหลัก 

หลังจากกระบวนการเน้น PFU แล้ว เราใช้ค่าขีดเร่ิมเปลี่ยนแบบปรับตัว (หัวข้อที่ 3.2) ที่

กำหนดขนาดด้วยกรรมวิธีเดียวกันกับขั้นตอนที่ 4 ของการแบ่งพื้นที่หลุมในหัวข้อ 3.3.1 และให้ความ

ไวเท่ากับ 0.55 วินโดว์ที่ได้จะมีขนาดใหญ่กว่าการแบ่งพื้นที่หลุม เช่นในกรณีน้ีได้เป็น 77 × 77 พิก

เซล (ในหัวข้อ 3.2.1) เน่ืองจาก PFU บริเวณขอบมีความชัดเจนน้อยกว่า และได้ผลลัพธ์ดังแสดงในรูป

ที่ 3-10.(iv) ซึ่งจะเห็นว่าไม่สามารถค้นหา PFU ได้ถูกต้องบริเวณกลางจาน แต่ถ้าพิจารณาเฉพาะ

บริเวณขอบหลุม (รูปที่ 3-10.(v)) จะได้ PFU ที่สมบูรณ์แต่มีขนาดเล็กกว่าบริเวณกลางหลุม จากน้ัน

นำ PFU กลางหลุมรวมกับขอบหลุมและปรับปรุงรูปร่างด้วยกรรมวิธีเปิด (Opening) (รูปที่ 3-10.(vi)) 
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รูปที่ 3-8 การหาขนาดวินโดว์ของภาพไวรัสไข้เลือดออก  
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(i) ผลการแบ่งภาพด้วยการใช้ค่าขีดเริ่มเปลี่ยน

แบบปรับตัวได้ 
(ii) พื้นที่กลางหลุมคือพื้นที่ข้างในวงกลมและ

พื้นที่ขอบหลุมคือพื้นที่ภายในวงกลมเล็ก 
รูปที่ 3-9 กระบวนการแบ่งพื้นที่หลุมเป็นบริเวณกลาง และขอบหลุม 

   
(i) ข้อมูลในช่องสัญญาณ Z (ii) ข้อมูลในช่องสัญญาณ X (iii) ผลต่างระหว่างภาพใน (i) 

และ (ii) เมื่อเพิ่มความสว่างเป็น 
10 เท่า 

   
(iv) ผลการแบ่งภาพด้วยการ

ใช้ค่าขีดเริ่มเปลี่ยนแบบ
ปรับตัวได้ 

(v) ผลการแบ่งภาพเฉพาะ
บริเวณขอบหลุม 

(vi) ผลการปรับปรุงพื้นที่ PFU 
ภายในหลุม  

รูปที่ 3-10 การแยก PFU บริเวณขอบหลุมและปรับปรุงพื้นที่ภายในหลุม 
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3.3.3 การปรับปรุงรูปร่าง PFU  

การปรับปรุงรูปร่าง PFU ภายในหลุมอาศัยกรรมวิธีเปิด (Opening) เมื่อ SE เป็นรูปสี่เหลี่ยม

จตุรัสที่มีขนาดขึ้นกับการกระจายตัวของขนาด PFU ว่าเป็นขนาดเล็กหรือใหญ่เพียงใด โดยขั้นตอน

การหาขนาด SE รูปสี่เหลี่ยมจตุรัส แสดงดังรูปที่ 3.11 และมรีายละเอียดดังน้ี 

1. หากมีจำนวน PFU ใหญ่กว่า 10 พิกเซลมากกว่าหรือเท่ากับจำนวน PFU ที่เล็กกว่า 10 พิกเซล

และมี PFU ขนาดใหญ่กว่า 100 พิกเซล กำหนดความกว้างของ SE เท่ากับ 1/3 เท่าของความ

ยาวแกนหลักของ PFU ที่ยาวที่สุด 

2. หากทุก PFU ที่มีขนาดเล็กกว่า 10 พิกเซล กำหนดให้ความกว้างของ SE เท่ากับ 2 

3. หากไม่ตรงกับกรณีในข้อ 1. และ 2. ให้ความกว้างของ SE เท่ากับความยาวของแกนหลักที่ยาว

ที่สุดของ PFU ที่มีขนาดเล็กกว่า 10 พิกเซล 

 

 
รูปที่ 3-11 การหาความกว้างของ SE รูปสี่เหลี่ยมจตุรัส 
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3.3.4 การแยก PFU ท่ีติดกัน 

PFU ขนาดใหญ่ติดกันจะมีความเว้าแหว่งปรากฎ แต่หากเป็น PFU ขนาดเล็กแล้วจะปรากฏ

เป็นส่วนที่ยื่นออกมาที่ความเว้าแหว่งอาจจะไม่ชัดเจน เราจึงแบ่งกรรมวิธีแยก PFU ออกเป็นสอง

ขั้นตอนคือ แยก PFU ขนาดใหญ่ก่อนแล้วแยก PFU ขนาดเล็กจากเกณฑ์พื้นที่ ขั้นตอนการแยก PFU 

สามารถสรุปได้ดังน้ี 

1. แยกพื้นที่ PFU ที่ได้จากหัวข้อที่  3.2.2 เป็นสองประเภทตามเส้นผ่านศูนย์กลางของเฟเรท 

กล่าวคือ พื้นที่ PFU ขนาดใหญ่มีเส้นผ่านศูนย์กลางมากกว่าค่าเฉลี่ยของเส้นผ่านศูนย์กลาง

เฟเรทที่ยาวที่สุดของ PFU ทั้งหมดในภาพ และขนาดเล็กสำหรับพื้นที่ที่เหลือ 

2. คำนวณค่าเฉลี่ยความสว่างต่ำสุดของพื้นที่ PFU ใช้การแบ่งพื้นที่ภาพด้วยขั้นตอนวิธีสันปันน้ำ

ร่วมกับการแปลงระยะทางกับ PFU ขนาดใหญ่ เมื่อกำหนดให้พื้นที่ที่มีความสว่างต่างจาก

พื้นที่โดยรอบน้อยกว่าค่าเฉลี่ยของความสว่างที่ น้อยที่สุดของ PFU ทั้งหมดในภาพคือ

สัญญาณรบกวน และปรับความสูงของสัญญาณรบกวนให้เท่ากับพื้นที่รอบๆ (ตัวอย่างของ

การแบ่งภาพแสดงในรูปที่ 3-12) 

3. นำผลการแบ่งพื้นที่ PFU ขนาดใหญ่รวมกับพื้นที่ขนาดเล็ก (ที่ยังไม่ได้ถูกแบ่ง) 

4. ใช้การแปลงระยะทางกับผลลัพธ์ในขั้นตอนที่ 3. เพื่อหาระยะระหว่างจุดภาพในวัตถุกับพื้น

หลังที่ใกล้ที่สุด 

5. คำนวณหาความยาวแกนรอง (Minor axis length) ของ PFU ที่ยาวที่สุดและเรียกค่าน้ีว่า 𝑟 

โดยพิจารณาว่า PFU ภายในภาพมีขนาดไม่เกินวงกลมรัศมี 0.5𝑟 

6. สร้างวงกลมจากจุดศูนย์กลางของภาพการแปลงระยะทางขั้นตอนที่ 3 รัศมี 0.5𝑟 รอบระยะ

สูงสุดของผลลัพธ์ในขั้นตอนที่ 4 และนำวงกลมน้ีไปผ่านตัวดำเนินการ AND กับผลลัพธ์ใน

ขั้นตอนที่ 3 เพื่อค้นหาพื้นที่ PFU ที่ค้นพบแล้วในภาพ (ตัวอย่างผลลัพธ์แสดงในรูปที่ 3-

14.(i)) เน่ืองจาก PFU บางชนิดมีขนาดใหญ่หรือติดกันจนกลายเป็นกลุ่มขนาดใหญ่ ซึ่งการ 

AND ทีละ PFU หากทำรวมกันทีเดียวจะทำให้เกิดการแบ่งเป็นพื้นที่ใหม่ขึ้น ดังรูปที่ 3.13 

ดังน้ันจะต้องดำเนินการทีละ PFU  

7. ค้นหา PFU ขนาดเล็กและเป็นส่วนที่ยื่นออกมาติดกับ PFU อื่นๆด้วยขั้นตอนดังน้ี  

a. หาผลต่างระหว่างผลลัพธ์ในขั้นตอนที่  5. และ 8. (รูปที่  3-14.(ii)) ผลลัพธ์ น้ี

ประกอบด้วย PFU ขนาดเล็ก และสัญญาณรบกวน 
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b. กำจัดสัญญาณรบกวนในภาพด้วยกรรมวิธีเปิดที่ใช้ SE รูปสี่เหลี่ยมขนาด 3 × 3 (รูป

ที่ 3-14.(iii)) 

8. รวมผลลัพธ์ที่ได้ในขั้นตอนที่  6. และ 7. เข้าด้วยกันเป็น PFU ที่มีในภาพทั้งหมด (รูปที่ 3-

14.(iv-v)) 

 

  
(i) ผลลัพธ์ของการแปลงระยะทาง (ii) ตำแหน่งสูงสุดเฉพาะบริเวณเมื่อกำหนดให้

พื้นที่ต้องมีความสูงต่างจากพื้นที่โดยรอบไม่น้อย
กว่าค่าเฉลี่ยของความสว่างที่น้อยที่สุดทั้งหมด 

 
(iii) ผลลัพธ์การแบ่ง PFU ขนาดใหญ่ 

รูปที่ 3-12 การแยก PFU ขนาดใหญ่ที่ติดกัน 
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(i) ภาพต้นฉบับ (ii) PFU ที่มีส่วนที่ยื่น

ออกมา 
(iii) ภาพขยายของ (ii) (iv) ภาพเมื่อขยายจุด

ศูนย์กลางพร้อมกัน 

    
(v) ภาพขยายของ (iv) (vi) ผลลัพธ์เมื่อทำการ 

AND 
(vii) ภาพ (iii) หักล้างกับ 

(vi) 
(viii) ภาพเมื่อขยายจุด
ศูนย์กลางทีละพื้นที่ 

    
(ix) ผลลัพธ์เมื่อทำการ 

AND 
(x) ภาพ (iii) เฉพาะพื้นที่
ที่สนใจหักล้างกับ (ix) 

(xi) พื้นที่บริเวณอื่น (xii) ภาพเมื่อขยายจุด
ศูนย์กลางทีละพื้นที่ 

  
(xiii) ผลลัพธ์เมื่อทำการ AND (xiv) ภาพ (iii) เฉพาะพื้นที่ที่สนใจหักล้างกับ (xiii) 

รูปที่ 3-13 การหาพื้นที่บริเวณส่วนที่ยื่นออกมาด้วยการ AND ทีละพื้นที่ 
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(i) PFU ที่ถูกค้นพบจากขั้นตอนวิธี
สันปันน้ำและการปริมาณ PFU ด้วย

วงกลม 

(ii) สัญญาณรบกวนและ PFU ขนาด
เล็กที่มีลักษณะเป็นส่วนที่ยื่นออกมา

ติดกับ PFU ขนาดใหญ่ 

(iii) ผลการลบสัญญาณรบกวนด้วย
กรรมวิธีเปิด 

  
(iv) PFU ที่ค้นหาได้เมื่อ PFU ขนาดเล็กแสดงเป็นพื้นที่สี

ที่ไม่ใช่สีขาว 
(v) ผลการหา PFU เมื่อเทียบกับภาพต้นฉบับ (สีดำ-
PFU ที่หาเจอ สีแดง-PFU ที่หาไม่เจอ สีเขียว-จุดที่

ไม่ใช่ PFU) 
รูปที่ 3-14 การแยก PFU ขนาดเล็กออกจากบริเวณอื่น และรวมเป็นผลการหา PFU ทั้งหมด 

 

3.4 กรรมวิธีการนับ PFU ขนาดใหญ่ 
 PFU ขนาดใหญ่มีความแตกต่างกับพื้นหลังอย่างเห็นได้ชัด ทำให้การเปลี่ยนสีของขอบหลุมไม่

ส่งผลต่อลักษณะของ PFU ดังน้ันเราสามารถตัดขั้นตอนการแบ่งพื้นที่กลางหลุมและขอบหลุมออกไป

คงไว้เพียงการกรองด้วยวงจรกรองเกาส์เซียน (Gaussian filter) เท่าน้ัน 
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รูปที่ 3-15 ความแตกต่างของกระบวนการนับ PFU ขนาดเล็กและขนาดใหญ่ 

 รูปที่ 3-15 เป็นกรรมวิธีการค้นหา PFU ที่มีขนาดเล็ก และภายในกรอบสีแดงเป็นกรรมวิธี

การค้นหาพื้นที่ทั้งหมดสำหรับ PFU ขนาดใหญ่ ที่ผ่านการกรองด้วยวงจรกรองเกาส์เซียนและ PFU 

ทั้งหมดหาจากค่าขีดเริ่มเปลี่ยนค่าเดียวที่คำนวณจากช่องสัญญาณในปริภูมิ CIE-XYZ ลักษณะของ 

PFU ขนาดใหญ่ที่แตกต่างจากพื้นหลังอย่างเห็นได้ชัดน้ีเป็นลักษณะเดียวกับตัวอย่างที่ถูกย้อมด้วยสี 

Crystal violet จึงสามารถใช้กรรมวิธีนับ PFU ขนาดใหญ่มานับ PFU ที่ย้อมสี Crystal violet ได้ 

3.5 การประยุกต์กับตัวอย่างที่ย้อมด้วยสีต่างกัน 

ตัวอย่างในห้องปฏิบัติการมีได้หลายสี โดยแต่ละสีมีตำแหน่งใน CIE-XYZ ที่ ต่างกัน ใน

กรรมวิธีที่นำเสนอใช้วิธีสร้างฟังก์ชันเชิงเส้นกับค่าในแต่ละช่องสัญญาณสีเพื่อทำให้ผลต่างของ PFU สี

ขาวบนพื้นหลังที่เป็นสีย้อมต่างกันมากที่สุด สังเกตว่าสีขาวเป็นสีที่มีองค์ประกอบของช่องสัญญาณ R 

G และ B ประมาณเท่าๆ กัน ขณะที่สีย้อมจะมีองค์ประกอบบางช่องสัญญาณสูงและบางช่องต่ำ จึง

เลือกใช้ฟังก์ชันเชิงเส้นมาหาผลต่างโดยอ้างอิงจากลักษณะสีย้อมน้ัน ฟังก์ชันที่กำหนดเลือกพิจารณา
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ช่องสัญญาณที่พื้นฉากหลัง (สีย้อม) มีค่าต่ำและนำภาพมาเพิ่มความสว่างให้ความสว่างของฉากหลัง

ประมาณเท่ากับช่องสัญญาณอื่น ขณะที่ PFU จะสว่างผิดปกติ ดังน้ันเมื่อนำภาพที่เพิ่มความสว่างน้ีไป

หักล้างกับช่องสัญญาณอื่นแล้วจะเหลือพื้นที่ PFU เป็นหลัก สำหรับวิทยานิพนธ์ฉบับน้ีได้พิจารณา

ฟังก์ชันสำหรับสีย้อม 2 สี ดังน้ี 

1. สี Neutral red มีขนาดขององค์ประกอบสีฟ้าต่ำ ดังรูปที่  3-16.(i) ส่ งผลให้มีค่าใน

ช่องสัญญาณ 𝑍 ของปริภูมิ  CIE-XYZ ต่ำ ขณะที่มีองค์ประกอบสีแดงค่อนข้างสูงทำให้รูปใน

ช่องสัญญาณ 𝑋 ของปริภูมิ CIE-XYZ มีความแตกต่างระหว่าง PFU และพื้นหลังต่ำกว่าช่องสัญญาณ

อื่น ดังรูปที่ 3-17.(i)-(iv) จึงเขียนฟังก์ชันได้ตามสมการที่ (13) 

𝐼𝑚𝑎𝑝𝑝𝑒𝑑 = 𝛼𝑍 − 𝑋 (13) 
 

เมื่อ 𝐼𝑚𝑎𝑝𝑝𝑒𝑑 คือผลการแปลงภาพสีให้อยู่ในปริภูมิที่ใช้หาค่าขีดเริ่มเปลี่ยน 

  𝛼 คือค่าถ่วงน้ำหนักที่ให้ผู้ใช้กำหนด (จากการทดลองพบว่ามีค่าอยู่ในช่วง 1-5) 

  𝑋 และ 𝑍 คือค่าในช่องสัญญาณ 𝑋 และ 𝑍 ตามลำดับ 

 2. สี Crystal violet มีขนาดขององค์ประกอบสีฟ้าสูง ดังรูปที่ 3-16.(ii) ส่งผลให้มีค่าใน

ช่องสัญญาณ 𝑌 ของปริภูมิ CIE-XYZ ต่ำกว่า PFU มากกว่าช่องสัญญาณอื่น ดังแสดงในรูปที่ 3-

17.(v)-(viii) จึงเขียนฟังก์ชันได้ตามสมการที่ (14) 

𝐼𝑚𝑎𝑝𝑝𝑒𝑑 = 𝛼𝑌 − 𝑋 (14) 
 

 เมื่อ 𝑌 คือค่าในช่องสัญญาณ 𝑌 และช่วงของ 𝛼 ที่เหมาะสมหาได้จากการทดลองเป็น 1-

3 
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(i) กราฟฮิสโตแกรมในปริภูมิสี R G B ของสยี้อม Neutral red (ii) กราฟฮิสโตแกรมในปริภูมิสี R G B ของสีย้อม Crystal 

violet 
รูปที่ 3-16 กราฟฮิสโตแกรม (Histogram) แสดงค่าของสี R G B 

    
(i) ภาพที่ย้อมด้วยสี Neutral 

red 
(ii) ข้อมูลช่องสัญญาณ X 

ของภาพ (i) 
(iii) ข้อมูลช่องสัญญาณ Y 

ของภาพ (i) 
(iv) ข้อมูลช่องสัญญาณ Z 

ของภาพ (i) 

    
(v) ภาพที่ย้อมด้วยสี Crystal 

violet 
(vi) ข้อมูลช่องสัญญาณ X 

ของภาพ (v) 
(vii) ข้อมูลช่องสัญญาณ 

Y ของภาพ (v) 
(viii) ข้อมูลช่องสัญญาณ Z 

ของภาพ (v) 
รูปที่ 3-17 ลักษณะของสีย้อมและ PFU ในแต่ละช่องสัญญาณของปริภูมิ CIE-XYZ 
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บทที ่4 ผลการทดลอง 
ในวิทยานิพนธ์ฉบับน้ี เราเปรียบเทียบผลการนับ PFU ระหว่างกรรมวิธีที่นำเสนอกับกรรมวิธี

ของ Premsattham และคณะ [6] และ Claytor [7] โดยใช้ภาพ PFU ดังต่อไปน้ี 
1. ไวรัสไข้เลือดออก (Dengue virus) ย้อมด้วยสี Neutral red จำนวน 30 รูป 
2. ไวรัสไข้สมองอักเสบ (Japanese Encephalitis virus) ย้อมด้วยสี Neutral red จำนวน 

30 รูป 
3. ไวรัสไข้ซิกา (Zika virus) ย้อมด้วยสี Neutral red จำนวน 30 รูป 
4. ไวรัสไข้ปวดข้อยุงลาย (Chikungunya virus) ย้อมด้วยสี Neutral red จำนวน 30 รูป 
5. ไวรัสโคโรนา (Coronavirus) ย้อมด้วยสี Crystal violet จำนวน 30 รูป 
ภาพที่ใช้ในการทดลองได้จากศูนย์วิจัยและพัฒนาวัคซีนมหาวิทยาลัยมหิดล และประเมิน

ประสิทธิภาพด้วยพารามิเตอร์สามตัวดังต่อไปน้ี 
1. ความแตกต่างระหว่างการนับด้วยมนุษย์และการนับด้วยคอมพิวเตอร์ (Error) 
2. ความแม่นยำ (Precision) เมื่อพิจารณาว่า PFU และพื้นหลังคือผลบวก (Positive) และ

ผลลบ (Negative) ตามลำดับ  
3. ความไว (Sensitivity) 

ปัจจัยหน่ึงที่ส่งผลกระทบต่อประสิทธิภาพของกรรมวิธีคือความแม่นยำในการดึงพื้นที่ PFU 

ออกจากพื้นหลัง เน่ืองจากลักษณะ PFU ในการทดลองน้ีแตกต่างจาก PFU ที่ [6, 7] ใช้ ทั้ง

ข้อมูลภาพในวิทยานิพนธ์น้ีไม่มีการควบคุมแสง เราจึงไม่สามารถใช้กรรมวิธีที่นำเสนอได้ทั้งหมด และ

ได้เปลี่ยนขั้นตอนการดึงพื้นที่ และปรับปรุง PFU ดังน้ี 

1. วิธีของ Premsattham และคณะ ใช้การปรับค่าขีดเริ่มเปลี่ยนด้วยมือจนได้ผลดีที่สุด 

และใช้วงจรกรองเฉลี่ยที่ใช้ลดทอนสัญญาณรบกวนโดยปรับขนาดตัวกรองให้เหมาะสม

เพราะหากขนาดใหญ่ไปวงจรเฉลี่ยจะทำลาย PFU ขนาดเล็กจากภาพ แต่หากขนาดเล็ก

ไปจะเกิดสัญญาณรบกวนจำนวนมาก จากน้ันปรับปรุงรูปร่างด้วย กระบวนการทาง

สัณฐานวิทยา (Morphological process)  

2. ในวิธีของ Claytor ใช้การปรับค่าขีดเริ่มเปลี่ยนด้วยมือจนได้ผลดีที่สุด และใช้

กระบวนการเปิด (Opening) ตามด้วยการปิด (Closing) เพื่อลดขนาดของสัญญาณ

รบกวน 
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การทดลองแบ่งออกเป็น 4 ส่วน ดังน้ี 

1. ประสิทธิภาพของระบบในการนับ PFU ของไวรัสไข้เลือดออกที่ย้อมด้วยสี Neutral red 
(ตามขอบเขตวิทยานิพนธ์) 

2. การนับ PFU ของไวรัสชนิดอื่นที่ไม่ใช่ไวรัสไข้เลือดออก 
3. การนับ PFU  ที่ย้อมสี Crystal violet  
4. ผลกระทบของพารามิเตอร์ในกรรมวิธีที่นำเสนอ 

4.1 การนับ PFU ของไวรัสไข้เลือดออก  (Dengue virus) 
รูปที่ 4-1 แสดงผลการนับ PFU เมื่อเส้นสีน้ำเงินแสดงกรณีที่ผลการนับของ

ผู้เชี่ยวชาญและคอมพิวเตอร์สอดคล้องกัน ซึ่งใช้ตัวอย่างรูปทั้งหมด 30 รูป จากกราฟจะเห็น
ได้ชัดเจนว่ากรรมวิธีที่นำเสนอ (วงกลมสีแดง) ให้ผลใกล้เคียงกับการนับของผู้เชี่ยวชาญมาก
ที่สุด  

 
รูปที่ 4-1 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างผลการนับ PFU ด้วยผู้เชี่ยวชาญและคอมพิวเตอร์ เมื่อวงกลม

สีแดง สามเหลี่ยมสีเขยีว และสี่เหลี่ยมสีดำแสดงผลการนับของกรรมวิธีที่นำเสนอ กรรมวิธีของ 
Premsattham และคณะ และกรรมวิธีของ Claytor ตามลำดับ และเส้นตรงสีส้มแสดงตำแหน่งที่การ

นับของผู้เชี่ยวชาญและคอมพิวเตอร์สอดคล้องกัน 
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ตาราง 4-1 ประสิทธิภาพการนับ PFU ของกรรมวิธีที่นำเสนอ กรรมวิธีของ Claytor และกรรมวิธีของ Premsattham 
และคณะ เมื่อสีแดงแสดงค่าที่ดีที่สุด 

การเปรียบเทียบประสิทธิภาพ 

ปริมาณเปรียบเทียบ 
ผลลัพธ์ของกรรมวิธี (%) 

กรรมวิธีที่นำเสนอ Claytor Premsattham และคณะ 
Error 6.53 22.96 31.65 

Precision = TP/(TP+FP) 92.46 59.38 73.76 

Sensitivity = TP/(TP+FN) 91.16 52.93 51.76 

Coefficient of 
determination (𝑹𝟐) 

0.9272 0.301 0.3576 

กราฟในรูปที่ 4-1 แสดงเฉพาะจำนวน PFU ที่นับได้ แต่ไม่ได้พิจารณาว่าตำแหน่ง

ของ PFU ที่ค้นพบน้ันเป็น PFU จริงหรือไม่ รวมถึงไม่ได้พิจารณาว่ามีนับขาด หรือเกินใน

บริเวณใดหรือไม่ เราจึงได้ทำการประเมินความถูกต้องของ PFU ที่ค้นพบด้วยค่าความ

แม่นยำและความไวได้ผลตามตาราง 4-1 เมื่อ TP และ FP คือตำแหน่ง PFU ที่คอมพิวเตอร์

หาได้ถูกต้อง (สอดคล้องกับผู้เชี่ยวชาญ) และผิดตามลำดับ ขณะที่ FN คือตำแหน่งที่

คอมพิวเตอร์พิจารณาว่าเป็นพื้นหลัง แต่ผู้เชี่ยวชาญพิจารณาเป็น PFU 

ตาราง 4-1 แสดงให้เห็นว่ากรรมวิธีที่นำเสนอให้ผลการนับ PFU ถูกต้อง แม่นยำกว่า

กรรมวิธีที่นำมาเปรียบเทียบอย่างมีนัยยะทุกกรณี 

4.2 การนับ PFU ของไวรัสอื่นๆ ที่ไม่ใช่ไข้เลือดออก 
 จากการทดลองด้วยจำนวนตัวอย่างทั้งหมด 90 รูปพบว่ากรรมวิธีที่นำเสนอให้ผล

ลัพธ์ที่ค่อนข้างมีแนวโน้มตรงกับผลลัพธ์ของผู้เชี่ยวชาญ โดยอาศัยการปรับค่า 𝛼 ให้เหมาะสม
กับภาพ ซึ่งช่วงในการปรับมีค่าใกล้เคียงกัน ดังตารางที่ 4-2 กรรมวิธีของ Premsattham 
และคณะและกรรมวิธีของ Claytor ไม่สามารถใช้นับ PFU ของไวรัสชนิดอื่นได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ ดังแสดงในตารางที่ 4-3 และ 4-4 เมื่อสีแดงและสีเขียวแสดง FN และ FP 
ตามลำดับ และยังพบว่าค่าขีดเริ่มเปลี่ยนสำหรับพื้นที่ PFU ของไวรัสต่างชนิดกันแตกต่างกัน
มาก ในการทดลองน้ีจึงทดลองเฉพาะกรรมวิธีที่นำเสนอเท่าน้ัน 
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ตารางที่ 4-2 ผลการทดลองด้วยการกำหนดค่าถ่วงน้ำหนัก 𝛼 ให้เหมาะสมของ
กรรมวิธีที่นำเสนอ (สีดำ-พบ PFU สีแดง-ไม่พบ PFU สีเขียว-ไม่ใช ่PFU) 

ภาพต้นฉบับ ภาพผลลัพธ ์ 𝛼𝑜𝑝𝑡𝑖𝑚𝑎𝑙 

  

1 

ไวรัสไข้เลือดออก 

  

4 

ไวรัสไข้สมองอักเสบ 

  

1.1 

ไวรัสไข้ซิกา 

  

1.1 

ไวรัสไข้ปวดข้อยุงลาย 

  

2.5 

ไวรัสโคโรนา 
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ตารางที่ 4-3 ผลการทดลองด้วยการกำหนดค่าขีดเร่ิมเปลี่ยนที่ดีที่สุดของกรรมวิธีของ 
Premsattham และคณะ (สีดำ-พบ PFU สีแดง-ไม่พบ PFU สีเขียว-ไม่ใช่ PFU) 

ภาพต้นฉบับ ภาพผลลัพธ ์ Threshold value 

  

200 

ไวรัสไข้เลือดออก 

  

165 

ไวรัสไข้สมองอักเสบ 

  

153 

ไวรัสไข้ซิกา 

  

178 

ไวรัสไข้ปวดข้อยุงลาย 

  

160 

ไวรัสโคโรนา 
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ตารางที่ 4-4 ผลการทดลองด้วยการกำหนดค่าขีดเร่ิมเปลี่ยนที่ดีที่สุดของกรรมวิธีของ 
Claytor (สีดำ-พบ PFU สีแดง-ไมพ่บ PFU สีเขยีว-ไม่ใช่ PFU) 

ภาพต้นฉบับ ภาพผลลัพธ ์ Threshold value 

  

208 

ไวรัสไข้เลือดออก 

  

128 

ไวรัสไข้สมองอักเสบ 

  

115 

ไวรัสไข้ซิกา 

  

103 

         ไวรัสไข้ปวดข้อยุงลาย 

  

128 

ไวรัสโคโรนา 
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รูปที่ 4-2 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างผลการนับ PFU ด้วยผู้เชี่ยวชาญและคอมพิวเตอร์ 
เมื่อวงกลมสีแดง สีเหลือง และสีเขยีวแสดงผลการนับของไวรัสไข้สมองอักเสบ ไวรัสไข้ซิกา 

ไวรัสไข้ปวดข้อยุงลาย ตามลำดับ 

เมื่อนำกรรมวิธีที่นำเสนอมานับ PFU ของไวรัสอื่นได้ผลดังรูปที่ 4-2 และได้ผลการ
ทดลองตามตารางที่ 4-5 

 
ตารางที่ 4-5 ประสิทธิภาพของกรรมวิธีที่นำเสนอกับ PFU ชนิดต่างๆ ด้วย 𝛼𝑜𝑝𝑡𝑖𝑚𝑎𝑙 

การเปรียบเทียบประสิทธิภาพ 

ปริมาณเปรียบเทียบ 

ผลลัพธ์กรรมวิธี (%) 

Dengue virus 
Japanese Encephalitis 

virus 
Zika virus 

Chikungunya 
virus 

Error 6.53 8.1 17.42 7.52 

Precision = TP/(TP+FP) 92.46 89.65 90.15 93.01 

Sensitivity = TP/(TP+FN) 91.16 93.23 73.26 89.97 

Coefficient of 
determination (𝑅2) 

0.9272 0.9756 0.9252 0.9142 
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เน่ืองจากกรรมวิธีที่นำเสนอออกแบบเพื่อนับ PFU ของไข้เลือดออก เมื่อไปนับ PFU 
ของไวรัสชนิดอื่นจึงได้ประสิทธิภาพน้อยลง แต่นอกจาก PFU ของไวรัสซิกาแล้วยังได้ความ
ผิดพลาดน้อยกว่า 10% ทั้งความแม่นยำและความไวยังมีค่าสูง 

จากการทดลองสามารถสรุปได้ว่า กรรมวิธีที่นำเสนอมีความทนทาน (Robust) ต่อ
การเปลี่ยนชนิดไวรัส โดยผลการนับ PFU ของไวรัสซิกามีค่าต่ำเพราะ PFU ของโรคไข้ซิกาไม่
เด่นชัดและมีสีกลืนกับพื้นหลังมาก ส่งผลให้มีจำนวน FN สูง ขณะที่ไวรัสไข้ปวดข้อยุงลายถึง
จะมีรูปร่างแตกต่างมาก แต่มี PFU ที่แตกต่างจากพื้นหลังมากจึงยังสามารถนับได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ 

4.3 การนับ PFU ที่ย้อมด้วยสี Crystal violet  
 ตารางที่ 4-6 แสดงผลการนับ PFU ด้วยกรรมวิธีที่นำเสนอเมื่อใช้ค่า 𝛼𝑜𝑝𝑡𝑖𝑚𝑎𝑙

สังเกตว่าการนับไวรัสโคโรนามีค่าความผิดพลาดเกิน 10% เพราะ PFU ของไวรัสโคโรนามี
ขนาดใหญ่ ขอบฟุ้งกระจาย (รูปที่ 4-3.(i) และ 4-3.(iv) ) เชื่อมต่อกันและโดดเด่นกว่าพื้นหลัง
มาก ทำให้บริเวณขอบคล้ายคลึงกับ PFU ที่บาง ไม่เด่นชัด ดังรูปที่ 4-3.(ii) และ 4-3.(v) จึง
อาจเกิดเป็นพื้นที่ส่วนที่ยื่นออกมาหรือถูกแยกออกมาเป็นพื้นที่เด่ียวก็ได้ ส่งผลให้เกิดการนับ
เกินได้เยอะ หากฟุ้งมากความผิดพลาดก็ยิ่งมากเช่นกัน ในทางกลับกันรูปที่ 4-3.(iii) มีขอบที่
ราบเรียบกว่าในระดับหน่ึงทำให้นับเกินได้น้อยกว่า แสดงผลดังรูปที่ 4-3.(vi) 

PFU ที่ถูกย้อมด้วยสี Crystal violet จำนวน 30 รูป มีสีแตกต่างจากพื้นหลังอย่าง
เด่นชัด ส่งผลให้การนับด้วยกรรมวิธีของ Premsattham และคณะ และ Claytor ให้ผล
ผิดพลาดน้อยกว่าการย้อมด้วยสี Neutral red ดังตัวอย่างการนับ PFU ของไวรัสโคโรนาใน 
ตารางที่ 4-6 ประสิทธิภาพของกรรมวิธีที่นำเสนอกับ PFU ที่ย้อมด้วยสี Crystal violet ของ

ไวรัสโคโรนาด้วย 𝛼𝑜𝑝𝑡𝑖𝑚𝑎𝑙 

การเปรียบเทียบประสิทธิภาพ 

ปริมาณเปรียบเทียบ 
ผลลัพธ์กรรมวิธี (%) 

Coronavirus 

Error 14.72 

Precision = TP/(TP+FP) 86.33 

Sensitivity = TP/(TP+FN) 96.86 
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ตารางที่ 4-7 แต่ยังพบว่าถึงแม้จะเลือกใช้ค่าขีดเร่ิมเปลี่ยนที่ดีที่สุดสำหรับแต่ละภาพแล้ว 
กรรมวิธีของ Claytor ยังมีจำนวน PFU ที่นับผิดมากกว่ากรรมวิธีของ Premsattham และ
คณะมาก ซึ่งมีสาเหตุจากหลายปัจจัย เช่น ไม่มีวงจรกรองจึงทำให้ไม่มีการลดทอนสัญญาณ
รบกวนขนาดเล็ก เน่ืองจากพื้นที่ของแต่ละ PFU มีความสว่างไม่สม่ำเสมอ บริเวณที่มีความ
สว่างมากอาจจะไม่อยู่ตรงกลางของพื้นที่เสมอไป เมื่อภาพผ่านวงจรกรองหมวกสูงเพื่อเกลี่ย
ความสว่างแล้ว พบว่าบางบริเวณขอบของแต่ละพื้นที่มีความสว่างที่มากในบางกลุ่ม ทำให้
บริเวณน้ันถูกนับผิดเพิ่มเป็นอีกหน่ึง PFU  

4.4 ผลกระทบของพารามิเตอร์ในกรรมวิธีที่นำเสนอ 
 4.4.1 ผลกระทบของค่า 𝛼 

อ้างถึงการทดลองในหัวข้อที่ 4.4.4 จึงได้ทดลองกำหนดค่า 𝛼 สำหรับตัวอย่าง
ที่ย้อมด้วยสี Neutral red และ Crystal violet เท่ากับ 1.1 และ 2 ตามลำดับ เรียก
ค่าน้ีว่า 𝛼𝑓𝑖𝑥𝑒𝑑  และได้เปรียบเทียบผลการนับ PFU ด้วย 𝛼𝑓𝑖𝑥𝑒𝑑 เทียบกับ 𝛼 ที่ปรับ
ให้เหมาะสมในแต่ละภาพ (𝛼𝑜𝑝𝑡𝑖𝑚𝑎𝑙) ได้ผลดังแสดงในรูปที่ 4-4 ถึง 4-8 และตารางที่ 
4-8 ถึง 4-12 จากการทดลองพบว่าการใช้ค่า 𝛼𝑜𝑝𝑡𝑖𝑚𝑎𝑙 ทำให้การนับแม่นยำขึ้น แต่
เมื่อพิจารณาผลการนับแต่ละตัวอย่างพบว่า 𝛼𝑓𝑖𝑥𝑒𝑑 และ 𝛼𝑜𝑝𝑡𝑖𝑚𝑎𝑙 ส่วนมากให้ผลไม่
แตกต่างกัน (สังเกตจากรูปที่ 4-4 ถึง 4-8) มีเพียงบางกรณีที่ 𝛼𝑓𝑖𝑥𝑒𝑑 ให้ผลเพี้ยนมาก
ดังจุดภายในวงกลมสีดำ จึงพิจารณาให้ผู้ใช้กำหนด 𝛼 เอง ในกรณีที่ผู้ใช้สังเกตว่ามี
การนับผิดสูง 

เพื่อให้กำหนด 𝛼 ได้ง่าย จึงวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่าง 𝛼 และผลการนับ 
PFU ได้ดังรูปที่  4-9 และ 4-10 จะเห็ นว่าช่วงของค่า 𝛼 ที่ เหมาะสมกว้าง ไม่
จำเป็น ต้องปรับให้ละเอียดมาก  โดยเมื่อวิ เคราะห์ แล้ว เห็นว่าการเพิ่ ม ค่า 𝛼 
เปรียบเสมือนเพิ่มความสว่างให้กับภาพ หากต้ังค่าน้อยไปจะไม่สามารถแยก PFU 
ออกจากฉากหลังได้ แต่ถ้ามากไปจะพิจารณาฉากหลังเข้ามาเป็น PFU ดังแสดงในรูป
ที่ 4-11 และสรุปเป็นรายละเอียดได้ดังน้ี  

1. กรณีที่เริ่มใช้ค่า 𝛼 เท่ากับ 1.1 (𝛼𝑓𝑖𝑥𝑒𝑑) พบว่ายังมี PFU หลายจำนวนที่ไม่

ถูกนับ ซึ่งแทบจะไม่พบ PFU ในกรณีที่มีค่า 𝛼 น้อยกว่า ดังรูปที่ 4-11.(i)-

(iii) สังเกตว่ายังไม่พบการนับพื้นหลังเป็น PFU จึงเป็นไปได้ว่า หากเพิ่มค่า 

𝛼 จะทำให้พบ PFU บริเวณอื่นอีก ดังรูปที่ 4-11.(iv)-(vii) 
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2. กรณีเพิ่มค่า 𝛼 แล้วพบว่าจำนวน PFU ไม่เพิ่มขึ้นจากเดิม แต่พบพื้นหลังที่

ถูกพิจารณาเป็นพื้นที่ของ PFU มากขึ้น เน่ืองจากบริเวณพื้นหลังมีความ

สว่างขึ้นเรื่อยๆ ดังรูปที่ 4-11.(viii)-(ix) แล้วควรหยุดการเพิ่มค่า 𝛼 

   
(i) ภาพต้นฉบับไวรัสโคโรนาที่มี

ขอบฟุ้งกระจายเยอะ 
(ii) ภาพต้นฉบับไวรัสโคโรนาที่มี

ลักษณะบาง ไม่ชัด 
(iii) ภาพต้นฉบับไวรัสโคโรนาที่มี

ขอบราบเรียบ 

   

(iv) ผลการนับของภาพ (i) (v) ผลการนับของภาพ (ii) (vi) ผลการนับของภาพ (iii) 

รูปที่ 4-3 ลักษณะ PFU ของไวรัสโคโรนาที่ย้อมสีด้วย Crystal violet และผลที่ได้จากการนับ (สีดำ-พบ 
PFU สีแดง-ไม่พบ PFU สีเขียว-ไมใ่ช่ PFU) 

ตาราง 4-7 ผลการทดลองด้วยการกำหนดค่าขีดเริ่มเปลี่ยนที่ดีที่สุดของกรรมวิธีที่นำเสนอ กรรมวิธีของ 
Premsattham และคณะและกรรมวิธีของ Claytor โดยไวรัสโคโรนา 

ภาพต้นฉบับ กรรมวิธีที่นำเสนอ 
Premsattham และ

คณะ 
Claytor 

 
   

𝛼𝑜𝑝𝑡𝑖𝑚𝑎𝑙 = 2.5 Threshold = 160 Threshold = 128 
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รูปที่ 4-4 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างผลการนับ PFU ของไวรัสไข้เลือดออกจากคอมพิวเตอร์ เมื่อ
วงกลมสีดำ และสีแดงแสดงผลการนับจากการใช้ค่าถ่วงน้ำหนักคงที่และไม่คงที่ ตามลำดับ และเส้นตรง

สีส้มแสดงตำแหน่งที่การนับของผู้เชี่ยวชาญและคอมพิวเตอร์สอดคล้องกัน 
 

ตารางที่ 4-8 ประสิทธิภาพการนับ PFU ของกรรมวิธีที่นำเสนอ โดยการใช้ค่าถ่วงน้ำหนักคงที
และค่าถ่วงน้ำหนักไม่คงที่ของไวรัสไข้เลือดออกคงท่ี 

การเปรียบเทียบประสิทธิภาพ 

ปริมาณเปรียบเทียบ 
ผลลัพธ์ของกรรมวิธี (%) 

𝛼𝑓𝑖𝑥𝑒𝑑 𝛼𝑜𝑝𝑡𝑖𝑚𝑎𝑙 
Error 15.05 6.53 

Precision = TP/(TP+FP) 87.8 92.46 

Sensitivity = TP/(TP+FN) 91.26 91.16 

Coefficient of determination 
(𝑹𝟐) 

0.4836 0.9272 
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รูปที่ 4-5 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างผลการนับ PFU ของไวรัสไข้สมองอักเสบจากคอมพิวเตอร์ เมื่อ
วงกลมสีดำ และสีแดงแสดงผลการนับจากการใช้ค่าถ่วงน้ำหนักคงที่และไม่คงที่ ตามลำดับ และเส้นตรงสี

ส้มแสดงตำแหน่งที่การนับของผู้เชี่ยวชาญและคอมพิวเตอร์สอดคล้องกัน 

 
ตารางที่ 4-9 ประสิทธิภาพการนับ PFU ของกรรมวิธีที่นำเสนอ โดยการใช้ค่าถ่วงน้ำหนักคงที่

และค่าถ่วงน้ำหนักไม่คงที่ของไวรัสไข้สมองอักเสบการนับ PFU 
การเปรียบเทียบประสิทธิภาพ 

ปริมาณเปรียบเทียบ 
ผลลัพธ์ของกรรมวิธี (%) 

𝛼𝑓𝑖𝑥𝑒𝑑 𝛼𝑜𝑝𝑡𝑖𝑚𝑎𝑙 
Error 15.97 8.1 

Precision = TP/(TP+FP) 87.04 89.65 

Sensitivity = TP/(TP+FN) 86.85 93.23 

Coefficient of determination 
(𝑹𝟐) 

0.8584 0.9756 
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รูปที่ 4-6 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างผลการนับ PFU ของไวรัสไข้ซิกาจากคอมพิวเตอร์ เมื่อวงกลมสีดำ 

และสีแดงแสดงผลการนับจากการใช้ค่าถ่วงน้ำหนักคงที่และไม่คงที่ ตามลำดับ และเส้นตรงสีส้มแสดง
ตำแหน่งที่การนับของผู้เชี่ยวชาญและคอมพิวเตอร์สอดคล้องกัน 

 
ตารางที่ 4-10 ประสิทธิภาพการนับ PFU ของกรรมวิธีที่นำเสนอ โดยการใช้ค่าถ่วงน้ำหนักคงที่

และค่าถ่วงน้ำหนักไม่คงที่ของไวรัสไข้ซิกา 
การเปรียบเทียบประสิทธิภาพ 

ปริมาณเปรียบเทียบ 
ผลลัพธ์ของกรรมวิธี (%) 

𝛼𝑓𝑖𝑥𝑒𝑑 𝛼𝑜𝑝𝑡𝑖𝑚𝑎𝑙 
Error 34.09 17.42 

Precision = TP/(TP+FP) 77.63 90.15 

Sensitivity = TP/(TP+FN) 73.17 73.26 

Coefficient of determination 
(𝑹𝟐) 

0.4107 0.9252 
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รูปที่ 4-7 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างผลการนับ PFU ของไวรัสไข้ปวดข้อยุงลายจาก

คอมพิวเตอร์ เมื่อวงกลมสีดำ และสีแดงแสดงผลการนับจากการใช้ค่าถ่วงน้ำหนักคงที่และไม่คงที่ 
ตามลำดับ และเส้นตรงสีส้มแสดงตำแหน่งที่การนับของผู้เชี่ยวชาญและคอมพิวเตอร์สอดคล้องกัน 

 
ตารางที่ 4-11 ประสิทธิภาพการนับ PFU ของกรรมวิธีที่นำเสนอ โดยการใช้ค่าถ่วงน้ำหนักคงที่

และค่าถ่วงน้ำหนักไม่คงที่ของไวรัสไข้ปวดข้อยุงลายคงท่ี 
การเปรียบเทียบประสิทธิภาพ 

ปริมาณเปรียบเทียบ 
ผลลัพธ์ของกรรมวิธี (%) 

𝛼𝑓𝑖𝑥𝑒𝑑 𝛼𝑜𝑝𝑡𝑖𝑚𝑎𝑙 
Error 13.83 7.52 

Precision = TP/(TP+FP) 92.78 93.01 

Sensitivity = TP/(TP+FN) 82.85 89.07 

Coefficient of determination 
(𝑹𝟐) 

0.5904 0.9142 
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รูปที่ 4-8 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างผลการนับ PFU ของโคโรนาไวรัสจากคอมพิวเตอร์ เมื่อวงกลมสีดำ 
และสีแดงแสดงผลการนับจากการใช้ค่าถ่วงน้ำหนักคงที่และไม่คงที่ ตามลำดับ และเส้นตรงสีส้มแสดงตำแหน่ง

ที่การนับของผู้เชี่ยวชาญและคอมพิวเตอร์สอดคล้องกัน 

 
ตารางที่ 4-12 ประสิทธิภาพการนับ PFU ของกรรมวิธีที่นำเสนอ โดยการใช้ค่าถ่วงน้ำหนักคงที่

และค่าถ่วงน้ำหนักไม่คงที่ของโคโรนาไวรัส 
การเปรียบเทียบประสิทธิภาพ 

ปริมาณเปรียบเทียบ 
ผลลัพธ์ของกรรมวิธี (%) 

𝛼𝑓𝑖𝑥𝑒𝑑 𝛼𝑜𝑝𝑡𝑖𝑚𝑎𝑙 
Error 26.48 14.72 

Precision = TP/(TP+FP) 80.92 86.33 

Sensitivity = TP/(TP+FN) 96.64 96.86 

Coefficient of determination 
(𝑹𝟐) 

0.8864 0.9538 
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(i) ภาพต้นฉบับ (ii) 𝛼 = 4 

รูปที่ 4-9 ความสัมพันธ์ระหว่างค่า 𝛼 และผลลัพธ์ที่ได้จากการนับสำหรับไวรัสไข้สมอง
อักเสบ โดยมีค่าอยู่ระหว่าง 1 ถึง 6 ซึ่งค่าถูกเพิ่มขึ้นทีละ 0.1 

 

 
 

(i) ภาพต้นฉบับ (ii) 𝛼 = 5 

รูปที่ 4-10 ความสัมพันธ์ระหว่างค่า 𝛼 และผลลัพธ์ที่ได้จากการนับสำหรับไวรัสไข้ซิกา โดย
มีค่าอยู่ระหว่าง 1 ถึง 6 ซึ่งค่าถูกเพิ่มขึ้นทีละ 0.1 
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(i) 𝛼 = 0.9 (ii) 𝛼 = 1 (iii) 𝛼 = 1.1 

   
(iv) 𝛼 = 1.2 (v) 𝛼 = 1.3 (vi) 𝛼 = 1.4 

   
(vii) 𝛼 = 1.5 (viii) 𝛼 = 1.6 (ix) 𝛼 = 1.7 

รูปที่ 4-11 ผลการนับ PFU ของไวรัสไข้ปวดข้อยุงลาย เมื่อเปลี่ยนค่า 𝛼 (สีดำ สีเขียวและสีแดง
แสดงผลที่ตรงกับผู้เชี่ยวชาญ ส่วนที่นับเกินและส่วนที่ไม่ถูกนับ ตามลำดับ) 

  4.4.2 ผลกระทบของขนาดวินโดว์ของค่าขีดเริ่มเปลี่ยนปรับตัวได้ 
จากการทดลองพบว่าขนาดวินโดว์ที่ใช้คำนวณค่าขีดเร่ิมเปลี่ยนปรับตัวได้

ส่งผลกระทบต่อความแม่นยำ จึงแบ่งการวิเคราะห์เป็น 2 กรณี ดังต่อไปน้ี 

1. กรณี PFU ขนาดเล็ก ได้แก่ ไวรัสไข้เลือดออก ไวรัสไข้สมองอักเสบ ไวรัสซิ

กา ที่ความเด่นชัดของ PFU บริเวณกลางหลุมและขอบหลุมแตกต่างกัน 

เน่ืองจากบริเวณขอบหลุมมีความสว่างกว่ากลางหลุมส่งผลให้ PFU บริเวณ
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น้ีกลมกลืนไปกับพื้นหลัง ในกรณีของไวรัสไข้เลือดออกและไข้สมองอักเสบ

พบว่า PFU ตรงกลางหลุมเด่นชัดส่งผลให้ขนาดวินโดว์ของการค้นหา PFU 

บริเวณกลางหลุมเล็กกว่าบริเวณขอบหลุม ดังรูปที่ 4.11 และ 4.12 ขณะที่

กรณีของไวรัสไข้ซิกา PFU แตกต่างกับฉากหลังน้อยกว่าจึงใช้วินโดว์บริเวณ

กลางหลุ ม ใหญ่ กว่าบ ริเวณ ขอบ หลุ ม  ดั ง รูปที่  4.13 แนวโน้ม การ

เปลี่ยนแปลงของผลรวมของความต่างของสัญญาณเฉลี่ยระหว่าง PFU และ

พื้นหลัง สรุปได้ดังน้ี 

1.  ในช่วงแรกเมื่อเพิ่มขนาดวินโดว์ พื้นที่ PFU จะถูกนับเป็นพื้น

หน้าเพิ่มขึ้นส่งผลให้ความสว่างเฉลี่ยสูงขึ้น ขณะที่พื้นหลังมีความ

สว่างเฉลี่ยลดลงทำให้ความแตกต่างเพิ่ม 

2.  เมื่อเพิ่มขนาดวินโดว์มากไปจะมีพื้นที่หลุมถูกนับเข้ามาเป็นพื้น

หน้าส่งผลให้ความสว่างเฉลี่ยของพื้นหน้าลดลง ทำให้ความ

แตกต่างลดลง 

พื้นที่ขอบหลุมที่แสดงในรูปที่ 4-12.(ii) รูปที่  4-13.(ii) และรูปที่ 4-14.(ii) 

ขึ้นอยู่กับ 𝛼 (ค่าถ่วงน้ำหนัก) ที่จะช่วยเพิ่มความสว่างให้กับภาพทำให้การ

เปลี่ยนแปลงมีหลายรูปแบบ 

2. กรณี  PFU ขนาดใหญ่  ได้แก่  ไวรัสไข้ปวดข้อยุงลาย ไวรัสโคโรนา  ซึ่ ง

สามารถค้นหา PFU โดยใช้ขนาดวินโดว์เดียวกันทั้งกลางหลุมและขอบหลุม

ได้ เน่ืองจาก PFU มีลักษณะที่เด่นชัดกว่าพื้นหลังของทั้งสองบริเวณ แสดง

ดังรูปที่ 4-15 และรูปที่ 4-16 
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(i) Optimal window size = 69x69 (ii) Optimal window size = 77x77 

รูปที่ 4-12 ความสัมพันธ์ของขนาดวินโดว์สำหรับค่าขีดเริ่มเปลี่ยนแบบปรับตัวได้กับ
ความต่างของช่องสัญญาณ RGB สำหรับไวรัสไข้เลือดออก (i) บริเวณพื้นที่กลางหลุมและ 

(ii) ขอบหลุม 

  
(i) Optimal window size = 67x67 (ii) Optimal window size = 95x95 

รูปที่ 4-13 ความสัมพันธ์ของขนาดวินโดว์สำหรับค่าขีดเริ่มเปลี่ยนแบบปรับตัวได้กับ
ความต่างของช่องสัญญาณ RGB ไวรัสไข้สมองอักเสบ (i) บริเวณพื้นที่กลางหลุมและ (ii) 

ขอบหลุม 

  
(i) Optimal window size = 75x75 (ii) Optimal window size = 67x67 

รูปที่ 4-14 ความสัมพันธ์ของขนาดวินโดว์สำหรับค่าขีดเริ่มเปลี่ยนแบบปรับตัวได้กับ
ความต่างของช่องสัญญาณ RGB ไวรัสไข้ซิกา (i) บริเวณพื้นที่กลางหลุมและ (ii) ขอบ

หลุม 
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Optimal window size = 53x53 

รูปที่ 4-15 ความสัมพันธ์ของขนาดวินโดว์สำหรับค่าขีดเริ่มเปลี่ยนแบบปรับตัวได้กับ
ความต่างของช่องสัญญาณ RGB สำหรับไวรัสไข้ปวดข้อยุงลาย บริเวณพื้นที่กลางหลุม

และขอบหลุม 

 
Optimal window size = 85x85 

รูปที่ 4-16 ความสัมพันธ์ของขนาดวินโดว์สำหรับค่าขีดเริ่มเปลี่ยนแบบปรับตัวได้กับ
ความต่างของช่องสัญญาณ RGB สำหรับไวรัสโคโรนา บริเวณพื้นที่กลางหลุมและขอบ

หลุม 
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4.5 ภาพผลลัพธ์ของจำนวน PFU จากไวรัสชนิดอื่น ด้วย 𝛼𝑜𝑝𝑡𝑖𝑚𝑎𝑙 

  
(i) ไวรัสไข้สมองอักเสบ  (ii) ไวรัสไข้ซิกา  

  
(iii) ไวรัสไข้ปวดข้อยุงลาย  (iv) ไวรัสโคโรนา 

รูปที่ 4-17 ผลลัพธ์ภาพที่ได้จากไวรัสชนิดต่างๆ ซึ่งสีดำ-PFU ที่หาเจอ สีแดง-PFU ที่หาไม่
เจอ สีเขียว-จุดที่ไม่ใช่ PFU 

ค่า 𝛼 ที่ เหมาะสมแต่ละภาพขึ้นกับอัตราส่วนความสว่างของพื้นหลังใน

ช่องสัญญาณที่เกี่ยวข้อง แต่เน่ืองจากเราไม่มีข้อมูลพื้นหลังในภาพที่ใช้งานจริงจึงต้อง

ให้ผู้ใช้ปรับค่า 𝛼 ตามความเหมาะสมและแสดงการเปรียบเทียบระหว่างค่า  𝛼 ที่ผู้ใช้

ปรับเองและการหาอัตราส่วนไว้ในหัวข้อที่ 4.4.3 

  4.4.3 การเปรียบเทียบระหว่างค่า 𝛼 ที่ผู้ใช้ปรับค่าเองกับการคำนวณ 
จากแนวคิดที่พื้นหลังมีความสว่างในแต่ละช่องสัญญาณของปริภูมิ CIE-XYZ 

แตกต่างกันแต่ PFU มีความสว่างใกล้เคียงกันแล้ว จึงสามารถเพิ่มความแตกต่างของ 

PFU และพื้นหลังได้ด้วยการหาผลต่างของสองช่องสัญญาณที่มีการปรับค่าความสว่าง

ให้เท่ากันและสรุปแยกตามชนิดสีย้อมได้ดังน้ี 
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1. กรณี  PFU ที่ย้อมสี ด้วย Neutral red จะเร่ิมจากการคำนวณค่าเฉลี่ย

บริเวณพื้นหลังของข้อมูลช่องสัญญาณ 𝑍 และ 𝑋 แสดงดังรูปที่ 4-18 เพื่อ

หาค่า 𝛼𝑖𝑛𝑖𝑡𝑖𝑎𝑙 ที่จะเกลี่ยความสว่างพื้นหลังของทั้งสองช่องสัญญาณให้

เท่ากัน ดังสมการที่ (15) 

𝛼𝑖𝑛𝑖𝑡𝑖𝑎𝑙 =
𝑋𝑎𝑣𝑔

𝑍𝑎𝑣𝑔

 (15) 

เมื่อ 𝛼𝑖𝑛𝑖𝑡𝑖𝑎𝑙 คือค่าถ่วงน้ำหนักเริ่มต้น 

𝑍𝑎𝑣𝑔 คือค่าเฉลี่ยความสว่างของช่องสัญญาณ 𝑍 ของปริภูมิสี CIE-

XYZ  

 𝑋𝑎𝑣𝑔 คือค่าเฉลี่ยความสว่างของช่องสัญญาณ 𝑋 ของปริภูมิสี 

CIE-XYZ  

เมื่อทำการเปรียบเทียบผลลัพธ์ระหว่าง 𝛼𝑖𝑛𝑖𝑡𝑖𝑎𝑙 และ 𝛼𝑜𝑝𝑡𝑖𝑚𝑎𝑙 ของไวรัส

ไข้เลือดออกที่ย้อมสีด้วย Neutral red จะให้ผลดังรูปที่ 4-19 และ 4-20 
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(i) ภาพต้นฉบับไวรัสไข้เลือดออก (ii) ข้อมูลช่องสัญญาณ 𝑍 ของภาพ

พื้นหลังซึ่งมี 𝑍𝑎𝑣𝑔 = 0.3969  
(iii) ข้อมูลช่องสัญญาณ X ของภาพพื้น
หลังซึ่งมี 𝑋𝑎𝑣𝑔 = 0.4678 

   
(iv) ข้อมูลรูปภาพของช่องสัญญาณ 

𝑍 เมื่อ 𝛼𝑖𝑛𝑖𝑡𝑖𝑎𝑙 = 1.18 
(v) ข้อมูลรูปภาพจากผลต่างของ

ช่องสัญญาณ 𝑍 และ X เมื่อ 
𝛼𝑖𝑛𝑖𝑡𝑖𝑎𝑙 = 1.18 โดยเพิ่มความ

สว่างเป็น 5 เท่า 

(vi) ผลลัพธ์ภาพหลังจากใช้ค่าขีดเริ่ม
เปลี่ยนของ PFU บริเวณขอบหลุม 

  
(vii) ผลลัพธ์ภาพจากการรวมกันของ PFU บริเวณกลาง

หลุมและขอบหลุม 
(viii) ภาพ (vii) เมื่อกำจัดสัญญาณรบกวนด้วยการเปิด 

รูปที่ 4-18 วิธีการหาค่าเร่ิมต้นของ 𝛼𝑖𝑛𝑖𝑡𝑖𝑎𝑙 เพื่อค้นหา PFU บริเวณขอบหลุมด้วยภาพไวรัสไข้เลือดออก 
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(i) ภาพต้นฉบับไวรัสไข้เลือดออก (ii) PFU บริเวณขอบหลุม เมื่อ 

𝛼𝑜𝑝𝑡𝑖𝑚𝑎𝑙 = 1 
(iii) PFU บริเวณขอบหลุม 

เมื่อ 𝛼𝑖𝑛𝑖𝑡𝑖𝑎𝑙 = 1.18 

  
(iv) ภาพ (ii) หลังจากกำจัดสัญญาณรบกวนด้วยการเปิด (v) ภาพ (iii) หลังจากกำจัดสัญญาณรบกวนด้วยการเปิด 

  

(vi) ผลการนับ PFU ของภาพ (iv) (vii) ผลการนับ PFU ของภาพ (v) 

รูปที่ 4-19 การเปรียบเทียบความต่างระหว่างภาพที่ได้จากการใช้ 𝛼𝑖𝑛𝑖𝑡𝑖𝑎𝑙 และ 𝛼𝑜𝑝𝑡𝑖𝑚𝑎𝑙 ด้วยภาพไวรัสไข้เลือดออก
เมื่อ สีดำ-ผลการนับที่ตรงกับผู้เชี่ยวชาญ สีแดง-ไม่ถูกนับ สีเขียว-นับไม่ถูกต้อง 
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(i) ภาพต้นฉบับไวรัสไข้สมองอักเสบ (ii) ผลการนับ (i) เมื่อ 𝛼𝑜𝑝𝑡𝑖𝑚𝑎𝑙 = 4 (iii) ผลการนับ (i) เมื่อ 𝛼𝑖𝑛𝑖𝑡𝑖𝑎𝑙 = 1.33 

   
(iv) ภาพต้นฉบับไวรัสไข้ซิกา (v) ผลการนับ (iv) เมื่อ 𝛼𝑜𝑝𝑡𝑖𝑚𝑎𝑙 = 1.1 (vi) ผลการนับ (iv) เมื่อ 𝛼𝑖𝑛𝑖𝑡𝑖𝑎𝑙 = 1.23 

   

(vii) ภาพต้นฉบับไวรัสไข้ปวดข้อยุงลาย (viii) ผลการนับ (vii) เมื่อ 𝛼𝑜𝑝𝑡𝑖𝑚𝑎𝑙 = 1 (ix) ผลการนับ (vii) เมื่อ 𝛼𝑖𝑛𝑖𝑡𝑖𝑎𝑙 = 1.08 

รูปที่ 4-20 การเปรียบเทียบความต่างระหว่างผลการนับจากการใช้ 𝛼𝑖𝑛𝑖𝑡𝑖𝑎𝑙 และ 𝛼𝑜𝑝𝑡𝑖𝑚𝑎𝑙 ด้วยภาพไวรัสชนิดอื่นเมื่อ สีดำ-ผลการ
นับที่ตรงกับผู้เชี่ยวชาญ สีแดง-ไม่ถูกนับ สีเขียว-นับไม่ถูกต้อง 

2. กรณี PFU ที่ย้อมสีด้วย Crystal violet จะเริ่มจากการคำนวณค่าเฉลี่ย

บริเวณพื้นหน้าและพื้นหลัง (ใช้ทั้งภาพ) ของข้อมูลช่องสัญญาณ 𝑌 และ 𝑋 

แสดงดังรูปที่ 4-21 เพื่อหาค่า 𝛼𝑖𝑛𝑖𝑡𝑖𝑎𝑙 ที่จะเกลี่ยความสว่างของทั้งสอง

ช่องสัญญาณ ดังสมการที่ (16) 

𝛼𝑖𝑛𝑖𝑡𝑖𝑎𝑙 =
𝑋𝑎𝑣𝑔

𝑌𝑎𝑣𝑔

 (16) 
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เมื่อ 𝑌𝑎𝑣𝑔 คือค่าเฉลี่ยความสว่างของช่องสัญญาณ 𝑌 ของปริภูมิสี CIE-

XYZ  

   

(i) ภาพต้นฉบับไวรัสโคโรนา (ii) ข้อมูลช่องสัญญาณ 𝑌 ของภาพ
พื้นหลังซึ่งมี 𝑌𝑎𝑣𝑔 = 0.1857 

(iii) ข้อมูลช่องสัญญาณ 𝑋 ของภาพ
พื้นหลังซึ่งมี 𝑋𝑎𝑣𝑔 = 0.2275 

   

(iv) ข้อมูลรูปภาพของช่องสัญญาณ 
𝑌 เมื่อ 𝛼𝑖𝑛𝑖𝑡𝑖𝑎𝑙 = 1.23 

(v) ข้อมูลรูปภาพจากผลต่างของ
ช่องสัญญาณ 𝑌 และ X เมื่อ 

𝛼𝑖𝑛𝑖𝑡𝑖𝑎𝑙 = 1.23 โดยเพิ่มความ
สว่างเป็น 5 เท่า 

(vi) ผลลัพธ์ภาพหลังจากใช้ค่าขีดเริ่ม
เปลี่ยนของ PFU บริเวณขอบและ

กลางหลุม 

  

(vii) PFU ทั้งหมดบริเวณขอบและกลางหลุม (viii) ภาพ (vii) เมื่อกำจัดสัญญาณรบกวนด้วยการเปิด 

รูปที่ 4-21 วิธีการหาค่าเร่ิมต้นของ 𝛼𝑖𝑛𝑖𝑡𝑖𝑎𝑙 เพื่อค้นหา PFU บริเวณขอบและกลางหลุมด้วยภาพไวรัสโคโรนา 
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(i) ภาพต้นฉบับไวรัสโคโรนา (ii) PFU บริเวณขอบและกลางหลุม 

เมื่อ 𝛼𝑜𝑝𝑡𝑖𝑚𝑎𝑙 = 2.5 
(iii) PFU บริเวณขอบและกลางหลุม 

เมื่อ 𝛼𝑖𝑛𝑖𝑡𝑖𝑎𝑙 = 1.23 

  
(iv) ภาพ (ii) หลังจากกำจัดสัญญาณรบกวนด้วยการเปิด (v) ภาพ (iii) หลังจากกำจัดสัญญาณรบกวนด้วยการเปิด 

  
(vi) ผลการนับ PFU ของภาพ (iv) (vii) ผลการนับ PFU ของภาพ (v) 

รูปที่ 4-22 การเปรียบเทียบความต่างระหว่างภาพที่ได้จากการใช้ 𝛼𝑖𝑛𝑖𝑡𝑖𝑎𝑙 และ 𝛼𝑜𝑝𝑡𝑖𝑚𝑎𝑙 ด้วยภาพไวรัสโคโรนา 
โดยที่สีดำ-การนับที่ตรงกับผู้เชี่ยวชาญ สีแดง-ไม่ถูกนับ สีเขียว-นับไม่ถูกต้อง 

 

เมื่อทำการเปรียบเทียบผลลัพธ์ระหว่าง 𝛼𝑖𝑛𝑖𝑡𝑖𝑎𝑙 และ 𝛼𝑜𝑝𝑡𝑖𝑚𝑎𝑙 ของไวรัส

โคโรนาที่ย้อมสีด้วย crystal violet จะให้ผลดังรูปที่ 4-22 จะเห็นว่ารูปที่ 

4-22.(vi) และรูปที่  4-22.(vii) ให้ผลการนับที่ความแตกต่างกันเพี ยง

เล็กน้อย 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 71 

  4.4.4 การเปรียบเทียบระหว่างค่า 𝛼 และร้อยละความคลาดเคลื่อน 
เพื่อพิจารณาผลกระทบของค่า 𝛼 ต่อผลการนับ PFU จึงได้ทำการทดลองนับ 

PFU จากตัวอย่างของไวรัสแต่ละชนิดจำนวน 10 ภาพที่ค่า 𝛼 ต่างกันได้ความสัมพันธ์
ระหว่างค่า 𝛼  และร้อยละความคลาดเคลื่อนของจำนวน PFU เฉลี่ยเป็นดังรูปที่ 4-23 
จากผลการทดลองพบว่าค่า 𝛼 ที่ให้ผลลัพธ์ความคลาดเคลื่อนต่ำจะอยู่ในช่วงประมาณ 
1-1.2 สำหรับไวรัสที่ย้อมสีด้วย Neutral red cในกรณีของไวรัสที่ย้อมสีด้วย Crystal 
violet ช่วงที่ให้ผลลัพธ์ความคลาดเคลื่อนน้อยจะอยู่ประมาณ 2-2.2 แสดงดังรูปที่ 4-
23 

  
(i) ไวรัสไข้เลือดออก (ii) ไวรัสไข้สมองอักเสบ 

  
(iii) ไวรัสไข้ซิกา (iv) ไวรัสไข้ปวดข้อยุงลาย 

 
(v) ไวรัสโคโรนา 

รูปที่ 4-23 ร้อยละความคลาดเคลื่อนเฉลี่ยของแต่ละค่า 𝛼 เมื่อ ช่วง 1-1.5 สำหรับไวรัสที่ย้อมสีด้วย Neutral 
red และช่วง 1.7-2.2 สำหรับไวรัสที่ย้อมสีด้วย Crystal violet 
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4.5 ลักษณะภาพที่ประมวลผลได้ไม่ดี 

ภาพที่ไม่สามารถประมวลผลได้ดี คือภาพที่ PFU มีลักษณะรูปร่างตรงกลางเป็นรู

หรือพื้นที่ขาดทำให้ได้ขนาดที่ไม่สมบูรณ์ (รูปที่ 4-24) กรณีที่ PFU และพื้นหลังมีสีที่ใกล้เคียง

กันและขนาดเล็ก (รูปที่ 4-25) รวมถึง PFU ที่มีลักษณะฟุ้งกระจายและติดกันจนกลายเป็น

พื้นที่ขนาดใหญ่ซึ่งทำให้ไม่เกิดส่วนเว้าแหว่งหรือขอบรูปร่าง นอกจากน้ันบริเวณพื้นหลังมีจุด

ขนาดเล็กและโดดเด่นจึงทำให้เกิดการนับเกินได้ (รูปที่ 4-26) 

   

(i) ภาพต้นฉบับ 
(ii) ค่าสัมประสิทธิ์ของช่องสัญญาณ 

Y เท่ากับ 1.5 จาก ภาพ (i) 
(iii) ค่าสัมประสิทธิ์ของช่องสัญญาณ 

Y เท่ากับ 2 จากภาพ (i) 

   

(iv) ภาพต้นฉบับ 
(v) ค่าสัมประสิทธิ์ของช่องสัญญาณ 

Y เท่ากับ 1.5 จากภาพ (iv) 
(vi) ค่าสัมประสิทธิ์ของช่องสัญญาณ 

Y เท่ากับ 2 จากภาพ (iv) 
รูปที่ 4-24 ภาพที่ไม่สามารถแสดงผลตามลักษณะของ PFU ของไวรัสโคโรนา 
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(i) ภาพต้นฉบับ 

(ii) ค่าสัมประสิทธิ์ของช่องสัญญาณ 
Z เท่ากับ 1.1 จากภาพ PFU มี

ขนาดเล็กเมื่อผ่านวงจรกรอง PFU 
ทั้งหมดจะถูกลบ 

(iii) ค่าสัมประสิทธิ์ของช่องสัญญาณ 
Z เท่ากับ 2 จากภาพ PFU มีขนาด

เล็กเมื่อผ่านวงจรกรอง PFU 
ทั้งหมดจะถูกลบ 

รูปที่ 4-25 ภาพที่ไม่สามารถแสดงผลตามลักษณะของ PFU ของไวรัสไข้ซิกา 

   

(i) ภาพต้นฉบับ 
(ii) ค่าสัมประสิทธิ์ของช่องสัญญาณ 
Z เท่ากับ 1.1 จากภาพ ซึ่ง PFU มี

มากเกินกว่าจะนับ 

(iii) ค่าสัมประสิทธิ์ของช่องสัญญาณ 
Z เท่ากับ 2 จากภาพ ซึ่ง PFU มี

มากเกินกว่าจะนับ 
รูปที่ 4-26 ภาพที่ไม่สามารถแสดงผลตามลักษณะของ PFU ของไวรัสไข้ปวดข้อยุงลาย 
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บทที ่5 สรุปผลการทดลอง อภปิรายผล และข้อเสนอแนะ 
จากการวิจัยเร่ืองการนับจำนวน PFU ในจานเพาะเชื้อ ด้วยกรรมวิธีแบบกึ่งอัตโนมัติ โดยมี

วัตถุประสงค์ของงานวิจัย ได้แก่ 1) สร้างกรรมวิธีการนับ PFU แบบกึ่งอัตโนมัติจากภาพจาน

เพาะเลี้ยงที่ได้จากกล้องถ่ายรูปทั่วไปที่ไม่มีการควบคุมแสง แต่ขอบหลุมติดกับขอบภาพทั้งสี่ด้าน 2) 

ออกแบบวิธีเพื่อให้ผู้ใช้สามารถปรับปรุงกรรมวิธีที่นำเสนอเพื่อไปนับ PFU ที่ได้จากการย้อมสีหรือ

ไวรัสประเภทอื่นนอกเหนือจากที่ใช้ในงานวิจัยน้ี ในวิทยานิพนธ์น้ีใช้โทรศัพท์เคลื่อนที่เป็นเคร่ืองมือใน

การเก็บรวบรวมข้อมูลภาพ ในการทดลองใช้ไวรัสย้อมด้วยสี Neutral red จำนวน 4 ชนิด ได้แก่ 1) 

ไวรัสไข้เลือดออก 2) ไวรัสไข้สมองอักเสบ 3) ไวรัสไข้ซิกา 4) ไวรัสไข้ปวดข้อยุงลาย และ ไวรัสโคโรนา 

ย้อมด้วยสี Crystal violet โดยมีจำนวนข้อมูลชนิดละ 30 รูป จากศูนย์วิจัยและพัฒนาวัคซีน

มหาวิทยาลัยมหิดล พารามิเตอร์ที่ใช้ประเมินประสิทธิภาพ ได้แก่ ความแตกต่างระหว่างการนับด้วย

มนุษย์และการนับด้วยคอมพิวเตอร์ ความแม่นยำ และความไว เมื่อพิจารณาว่า PFU และพื้นหลังคือ

ผลบวก และผลลบ ตามลำดับ ซึ่งผลการทดลองสามารถสรุป อภิปรายผล และเสนอแนะ ตามลำดับ

ดังต่อไปน้ี 

5.1 สรุปผลการทดลอง 

ในงานวิจัยน้ีได้ออกแบบกรรมวิธีการนับ PFU แบบกึ่งอัตโนมัติจากภาพจานเพาะเลี้ยงที่ได้

จากกล้องถ่ายรูปทั่วไปที่ไม่มีการควบคุมแสง แต่ขอบหลุมติดกับขอบภาพทั้งสี่ด้านโดยอาศัยการปรับ

ความสว่างพื้นหลังที่มีความสว่างต่างกันในช่องสัญญาณของปริภูมิ CIE-XYZ ให้เท่ากันผ่านค่าถ่วง

น้ำหนัก 𝛼 ซึ่งเมื่อหาผลต่างของสองช่องสัญญาณแล้วจะได้ PFU ที่ชัดเจนและสามารถนับจำนวนได้

โดยการปรับออกเป็น 2 รูปแบบ ได้แก่ การกำหนดค่าถ่วงน้ำหนักให้เหมาะสมในแต่ละรูป (𝛼𝑜𝑝𝑡𝑖𝑚𝑎𝑙) 

และการกำหนดให้ทุกรูปมีค่าถ่วงน้ำหนักที่เท่ากัน (𝛼𝑓𝑖𝑥𝑒𝑑) สามารถสรุปผลการทดลองของไวรัสทั้ง 5 

ชนิดตามการปรับค่าถ่วงน้ำหนัก ได้ดังตารางที่ 5-1   

 ข้อจำกัด (Limitation) ในการทดลองน้ีคือข้อมูลมาจากแหล่งเดียวและอ้างอิงผลการนับกับผู้

นับเพียง 1 คนต่อ 1 ตัวอย่าง ไม่มีการพิจารณาความคลาดเคลื่อนในการนับระหว่างบุคคล 

 ผลประโยชน์ทางทฤษฎี (Theoretical contribution) คือการค้นหาพื้นที่ PFU จากภาพถ่าย

จานหลุมที่ไม่มีการควบคุมแสงโดยอาศัยความสว่างของพื้นหลังที่ต่างกันในแต่ละช่องสัญญาณใน 
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ตารางที่ 5-1 ผลการเปรียบเทียบประสิทธิภาพการนับ PFU เมื่อใช้ 𝛼 ที่ปรับด้วยผู้ใช้เทียบกบั 

การใช้ 𝛼 คงที่ 

การเปรียบเทียบประสิทธิภาพ 

color Virus type 
𝛼𝑓𝑖𝑥𝑒𝑑 (%) 𝛼𝑜𝑝𝑡𝑖𝑚𝑎𝑙 (%) 

Error Precision Sensitivity Error Precision Sensitivity 

Neutral 
red 

Dengue virus 15.05 87.8 91.26 6.53 92.46 91.16 

Japanese 
Encephalitis 

virus 
15.97 87.04 86.85 8.1 89.65 93.23 

Zika virus 34.09 77.63 73.17 17.42 90.15 73.26 

Chikungunya 
virus 

13.83 92.78 82.85 7.52 93.01 89.97 

Crystal 
violet 

Coronavirus 26.48 80.92 96.64 14.72 86.33 96.86 

ปริภูมิสี CIE-XYZ ซึ่งเมื่อนำสองช่องสัญญาณมาผ่านการส่ง (Mapping) ให้มีขนาดใกล้เคียงกันผ่านตัว

แปรถ่วงน้ำหนัก 𝛼 แล้วหาเป็นผลต่างของสองช่องสัญญาณจะทำให้บริเวณสีขาวของ PFU ที่มีความ

สว่างไม่แตกต่างกันในสองช่องสัญญาณถูกดึงออกมาได้เด่นชัด รวมถึงใช้กรรมวิธีหาค่าขีดเริ่มเปลี่ยนที่

แตกต่างกัน ในกรณีที่ PFU บริเวณขอบและกลางจานหลุมมีความเด่นชัดแตกต่างกัน 

 ประโยชน์เชิงปฏิบัติ (Practical application) ของงานวิทยานิพนธ์คือ ช่วยลดความเครียด

และความเหน่ือยล้าของผู้เชี่ยวชาญในการนับจำนวน PFU รวมถึงเพิ่มความเร็วในการนับ PFU ระบบ

ที่นำเสนอไม่มีการติดต้ังอุปกรณ์เพิ่ม ทำให้ง่ายและสะดวกในการใช้งานในห้องปฏิบัติการทั่วไปและ

ระบบกึ่งอัตโนมัติน้ีที่ช่วยลดภาระงาน  

5.2 อภิปรายผล 

 เน่ืองจาก PFU มีความแตกต่างจากพื้นหลังไม่มากนักและรูปร่างไม่จำเป็นต้องมีลักษณะ

วงกลมอย่างเด่นชัด ส่งผลให้ในหลายงานวิจัยมีการควบคุมสิ่งแวดล้อม [6, 7, 12-14, 16] และอาศัย

การปรับปรุงรูปภาพ (Preprocessing) ให้กับ PFU/CFU มีความเด่นชัดมากขึ้น [6, 7, 12-17] ทว่า



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 76 

การควบคุมสิ่งแวดล้อมเป็นอุปสรรคต่อการนำระบบไปใช้ในห้องปฏิบัติการทั่วไป ในวิทยานิพนธ์น้ีจึง

ได้เสนอกรรมวิธีกึ่งอัตโนมัติที่อาศัยการปรับค่าถ่วงน้ำหนัก 𝛼 ช่วยเพิ่มความแตกต่างระหว่าง PFU 

และพื้นหลัง ทำให้สามารถนับ PFU ได้โดยไม่จำเป็นต้องควบคุมสิ่งแวดล้อมนอกจากการถ่ายภาพจาน

หลุมให้ขอบจานติดขอบภาพทั้ง 4 ด้าน 

 การแบ่งพื้นที่ PFU และฉากหลังใช้การหาค่าขีดเริ่มเปลี่ยน แบบเฉพาะพื้นที่ เช่นเดียวกับ 

[14] รวมถึงการใช้ข้อมูลในปริภูมิสีมาแปลงเป็นข้อมูลความสว่าง ดังเช่นในงานของ [14, 16, 18] 

ส่งผลให้สามารถประยุกต์ระเบียบวิธีที่นำเสนอกับภาพสีย้อมอื่นได้  ในส่วนการกำหนดค่าขีดเริ่ม

เปลี่ยนน้ันได้ออกแบบกรรมวิธีปรับพารามิเตอร์อัตโนมัติทำให้ใช้งานได้ง่ายขึ้น 

 การแปลง PFU ที่ติดกันในกรรมวิธีที่นำเสนอใช้กระบวนการวิธีสันปันน้ำร่วมกับการแปลง

ระยะทาง เช่นเดียวกับ [6, 7, 13, 14, 16-18] แต่ได้เพิ่มการแบ่ง PFU ที่ติดกันแต่มีขนาดเล็กด้วยการ

ค้นหาพื้นที่ส่วนที่ยื่นออกมา ออกมาด้วย 

 จากการทดลองพบว่ากรรมวิธีที่นำเสนอสามารถนำมาใช้นับ PFU ได้อย่างดีทั้งกับตัวอย่างที่

ย้อมด้วยสี Neutral red และ Crystal violet ถึงแม้ว่ากรรมวิธีที่นำเสนอจะต้องปรับค่าถ่วงน้ำหนัก

เพื่อให้ใช้นับ PFU ได้อย่างมีประสิทธิภาพ แต่เน่ืองจากเป็นการปรับค่าเพียงค่าเดียวทำให้การปรับไม่

ยุ่งยากนัก 

 กรรมวิธีที่นำเสนอถูกออกแบบให้ใช้กับ PFU ที่มีสีขาวอยู่เป็นพื้นที่เดียวจึงไม่สามารถนำมาใช้

กับ PFU ที่มีลักษณะฟุ้งกระจาย เช่น ไวรัสไข้ปวดข้อยุงลาย (รูปที่ 4-20 ) หรือไวรัสที่มีสีที่ค่อนข้าง

กลมกลืนกับพื้นหลัง เช่น ไวรัสไข้ซิกา (รูปที่ 4-19) รวมถึงไวรัสที่มีลักษณะเป็นพื้นว่างตรงกลาง เช่น 

ไวรัสโคโรนา (รูปที่ 4-18) ได้ 

5.3 จุดเด่น 

 1. ใช้อุปกรณ์ชนิดไหนก็ได้ในการถ่ายรูป เช่น โทรศัพท์หรือแท็บเล็ต 

 2. ไม่จำเป็นต้องติดต้ังอุปกรณ์อุปกรณ์เพื่อควบคุมแสง 

 3. สามารถค้นหา PFU บริเวณขอบหลุมที่มีลักษณะพื้นหลังเป็นสีขาวหรือสีเหลืองได้ 

5.4 ข้อจำกัด 

 1. รูปถ่ายต้องชิดกับขอบรูปทั้งสี่ด้าน 
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 2. ระยะเวลาในการประมวลผลยาวนานกว่ากรรมวิธีของ Premsattham และคณะและ 

Claytor 

 3. ไม่สามารถใช้กับ PFU ทีม่ีขอบฟุ้งกระจายหรือรูตรงกลางได้ 

5.5 ข้อเสนอแนะ 

 1. ข้อเสนอแนะในเชิงปฏิบัติ  

1) การปรับค่าถ่วงน้ำหนัก (𝛼) ขึ้นกับความแตกต่างของ PFU และพื้นหลังบริเวณ

ขอบหลุมโดยพิจารณาจากถ้าพื้นหลังบริเวณขอบมีสีแดงไม่เข้มค่อนไปทางเหลืองหรือขาวซึ่ง 

PFU และพื้นหลังต่างกันน้อย โดยส่วนใหญ่หากปรับ 𝛼 ให้มีค่าต่ำเกินไปจะหา PFU บริเวณ

น้ันไม่เจอ หากมากเกินไปจะนับพื้นหลังเป็น PFU  

กรณี PFU ย้อมสี Neutral red มีค่า 𝛼 อยู่ในช่วง 1-5 เพิ่มขึ้นทีละ 0.1 

กรณี PFU ย้อมสี Crystal violet มีค่า 𝛼 อยู่ในช่วง 1-3 เพิ่มขึ้นทีละ 0.1 

2) ในกรณีที่ PFU บริเวณขอบหลุมเด่นชัดกว่าพื้นหลังมาก เช่น PFU ที่ย้อมสีด้วย 

Crystal violet แต่มีขนาดที่เล็กและชิดกับเส้นขอบหลุมและขอบภาพจนเกินไป เมื่อได้เพิ่ม

เส้นขอบวงกลมสีดำเพื่อแยก PFU จากพื้นที่ขอบแล้วอาจทำให้เส้นขอบวงกลมสีดำทับกับ 

PFU ได้ จึงควรถ่ายภาพให้ขอบหลุมไม่ชิดขอบภาพจนเกินไป 

3) ระบบที่นำเสนอออกแบบภายใต้การกำหนดให้บริเวณโดยรอบของจานหลุมเป็นสี

ขาว 

 2. ข้อเสนอแนะในการทำวิจัยคร้ังต่อไป 

1) ศึกษาการใช้ความหลากหลายของรูปภาพไวรัสชนิดอื่นและสีที่ใช้ย้อม รวมถึง

ขนาดรูปร่างที่แตกต่างจากงานวิจัยน้ี 

2) การปรับเปลี่ยนพารามิเตอร์ให้สามารถคำนวณค่าเพื่อใช้ทดลองแต่ละภาพให้มี

ประสิทธิภาพมากขึ้น 

3) เพิ่มจำนวนผู้เชี่ยวชาญที่จะมานับ PFU เป็นค่ามาตรฐาน 
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ภาคผนวก ก. ผลการนับของกรรมวิธทีี่นำเสนอ 
ผลการทดลองแบง่ออกเป็น 2 ชุดใหญ่ตามสีย้อมและแยกย่อยตามชนิดของไวรัสดังน้ี 
1. PFU ย้อมด้วยสี Neutral red 

1.1 ไวรัสไข้เลือดออก (Dengue virus)  
1.2 ไวรัสไข้สมองอักเสบ (Japanese Encephalitis virus) 
1.3 ไวรัสไข้ซิกา (Zika virus) 
1.4 ไวรัสไข้ปวดข้อยุงลาย (Chikungunya virus) 

2. PFU ย้อมด้วยสี Crystal violet  
2.1 ไวรัสโคโรนา (Coronavirus)  

สีของผลการนับแบ่งออกเป็นดังน้ี 
1. สีดำแสดง PFU ที่นับได้ถูกต้องและคิดเป็นจำนวนเท่ากับ TP (True positive) 
2. สีเขียวแสดงตำแหน่งที่ระบบนับพื้นหลังเป็น PFU และคิดเป็นจำนวนเท่ากับ FP (False 

positive) 
3. สีแดงแสดงตำแหน่ง PFU ที่ระบบพิจารณาผิดกลายเป็นพื้นหลังและคิดเป็นจำนวน

เท่ากับ FN (False negative) 
* สำหรับ PFU ที่ถูกนับซ้ำจะถูกระบุไว้ในค่า Over segment 
ก.1 PFU ย้อมสี Neutral red  
 ก.1.1 ไวรัสไข้เลือดออก (Dengue virus) 

 
 

Dengue virus 

Original image Proposed method 𝛼𝑜𝑝𝑡𝑖𝑚𝑎𝑙 
Manual 
count 

TP FP FN 
Over 

Segment 

  

1.2 43 39 5 4 0 
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Dengue virus 

Original image Proposed method 𝛼𝑜𝑝𝑡𝑖𝑚𝑎𝑙 
Manual 
count 

TP FP FN 
Over 

Segment 

  

1.2 61 55 4 6 0 

  

1.1 62 55 2 6 0 

  

1 39 34 6 5 0 

  

1 39 35 2 4 1 
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Dengue virus 

Original image Proposed method 𝛼𝑜𝑝𝑡𝑖𝑚𝑎𝑙 
Manual 
count 

TP FP FN 
Over 

Segment 

  

1 37 31 2 6 0 

  

1.1 41 39 5 1 0 

  

1.1 42 39 4 2 0 

  

1.2 29 26 0 3 0 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 84 

  

Dengue virus 

Original image Proposed method 𝛼𝑜𝑝𝑡𝑖𝑚𝑎𝑙 
Manual 
count 

TP FP FN 
Over 

Segment 

  

1.2 40 35 8 5 0 

  

1.3 31 28 2 3 0 

  

1.2 53 49 2 4 1 

  

1.2 45 40 10 5 2 
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Dengue virus 

Original image Proposed method 𝛼𝑜𝑝𝑡𝑖𝑚𝑎𝑙 
Manual 
count 

TP FP FN 
Over 

Segment 

  

1.2 52 49 3 2 0 

  

1.2 55 51 4 4 0 

  

1.2 60 52 4 8 0 

  

1.2 33 27 0 6 0 
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Dengue virus 

Original image Proposed method 𝛼𝑜𝑝𝑡𝑖𝑚𝑎𝑙 
Manual 
count 

TP FP FN 
Over 

Segment 

  

2 36 32 1 4 0 

  

1.2 64 58 1 6 1 

  

1.2 56 50 8 6 1 

  

1.2 33 33 5 0 1 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 87 

  

Dengue virus 

Original image Proposed method 𝛼𝑜𝑝𝑡𝑖𝑚𝑎𝑙 
Manual 
count 

TP FP FN 
Over 

Segment 

  

1.2 44 40 4 4 0 

  

1.1 39 32 2 7 0 

  

1.1 35 34 2 1 0 

  

1 44 40 1 4 0 
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Dengue virus 

Original image Proposed method 𝛼𝑜𝑝𝑡𝑖𝑚𝑎𝑙 
Manual 
count 

TP FP FN 
Over 

Segment 

  

1.1 24 22 0 2 0 

  

1.2 64 62 7 2 1 

  

1.1 62 58 8 3 1 

  

1.1 44 42 1 2 0 
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ก.1.2 ไวรัสไข้สมองอักเสบ (Japanese Encephalitis virus) 

  

Dengue virus 

Original image Proposed method 𝛼𝑜𝑝𝑡𝑖𝑚𝑎𝑙 
Manual 
count 

TP FP FN 
Over 

Segment 

  

1.1 22 21 2 1 0 

Japanese Encephalitis virus 

Original image Proposed method 𝛼𝑜𝑝𝑡𝑖𝑚𝑎𝑙 
Manual 
count 

TP FP FN 
Over 

Segment 

  

1.1 69 62 7 7 0 

  

1.2 92 79 4 13 1 
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Japanese Encephalitis virus 

Original image Proposed method 𝛼𝑜𝑝𝑡𝑖𝑚𝑎𝑙 
Manual 
count 

TP FP FN 
Over 

Segment 

  

1.2 32 28 4 3 0 

  

1.2 44 39 3 5 1 

  

1.2 145 133 22 9 6 

  

1.2 30 26 7 4 0 
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Japanese Encephalitis virus 

Original image Proposed method 𝛼𝑜𝑝𝑡𝑖𝑚𝑎𝑙 
Manual 
count 

TP FP FN 
Over 

Segment 

  

2 21 19 2 2 0 

  

4 45 43 6 2 1 

  

5 105 96 10 7 0 

  

1.2 95 91 3 4 1 
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Japanese Encephalitis virus 

Original image Proposed method 𝛼𝑜𝑝𝑡𝑖𝑚𝑎𝑙 
Manual 
count 

TP FP FN 
Over 

Segment 

  

4 39 36 4 3 1 

  

1.2 64 60 4 4 0 

  

4 96 93 4 3 3 

  

4 105 98 20 6 5 
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Japanese Encephalitis virus 

Original image Proposed method 𝛼𝑜𝑝𝑡𝑖𝑚𝑎𝑙 
Manual 
count 

TP FP FN 
Over 

Segment 

  

1.1 12 12 3 0 0 

  

2 24 24 4 0 2 

  

4 33 31 4 2 1 

  

5 118 105 7 7 1 
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Japanese Encephalitis virus 

Original image Proposed method 𝛼𝑜𝑝𝑡𝑖𝑚𝑎𝑙 
Manual 
count 

TP FP FN 
Over 

Segment 

  

2 38 37 4 1 0 

  

1.1 21 17 1 4 0 

  

2 43 40 5 3 0 

  

1.2 39 36 9 3 1 
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Japanese Encephalitis virus 

Original image Proposed method 𝛼𝑜𝑝𝑡𝑖𝑚𝑎𝑙 
Manual 
count 

TP FP FN 
Over 

Segment 

  

2 43 39 2 4 1 

  

1.2 48 44 7 4 0 

  

1.2 51 48 1 3 1 

  

2 56 52 8 4 4 
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Japanese Encephalitis virus 

Original image Proposed method 𝛼𝑜𝑝𝑡𝑖𝑚𝑎𝑙 
Manual 
count 

TP FP FN 
Over 

Segment 

  

1.2 49 47 3 2 0 

  

1.2 42 39 1 2 1 

  

1.2 44 44 10 0 1 

  

2 50 49 5 1 1 
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     ก.1.3 ไวรัสไข้ซิกา (Zika virus) 

  

Zika virus 

Original image Proposed method 𝛼𝑜𝑝𝑡𝑖𝑚𝑎𝑙 
Manual 
count 

TP FP FN 
Over 

Segment 

  

1.2 86 66 10 20 2 

  

1.1 56 41 10 15 1 

  

1.1 57 40 6 17 1 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 98 

  

Zika virus 

Original image Proposed method 𝛼𝑜𝑝𝑡𝑖𝑚𝑎𝑙 
Manual 
count 

TP FP FN 
Over 

Segment 

  

2 54 41 3 13 0 

  

1.2 58 39 2 19 3 

  

1.5 58 44 3 14 0 

  

1.1 83 62 11 19 5 
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Zika virus 

Original image Proposed method 𝛼𝑜𝑝𝑡𝑖𝑚𝑎𝑙 
Manual 
count 

TP FP FN 
Over 

Segment 

  

1.1 81 74 7 7 2 

  

1.2 48 38 4 10 1 

  

1.1 61 46 5 14 0 

  

1.5 55 49 4 6 0 
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Zika virus 

Original image Proposed method 𝛼𝑜𝑝𝑡𝑖𝑚𝑎𝑙 
Manual 
count 

TP FP FN 
Over 

Segment 

  

1.1 63 52 2 10 1 

  

1.2 16 7 2 9 0 

  

1.1 33 22 2 10 2 

  

1.2 40 27 6 13 0 
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Zika virus 

Original image Proposed method 𝛼𝑜𝑝𝑡𝑖𝑚𝑎𝑙 
Manual 
count 

TP FP FN 
Over 

Segment 

  

1 6 6 0 0 0 

  

1.3 45 37 6 8 1 

  

1.1 19 14 0 5 0 

  

1.3 44 40 3 4 1 
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Zika virus 

Original image Proposed method 𝛼𝑜𝑝𝑡𝑖𝑚𝑎𝑙 
Manual 
count 

TP FP FN 
Over 

Segment 

  

1.2 67 58 2 9 1 

  

1.1 61 37 1 22 0 

  

1.1 61 44 1 16 1 

  

1.2 52 34 8 18 2 
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Zika virus 

Original image Proposed method 𝛼𝑜𝑝𝑡𝑖𝑚𝑎𝑙 
Manual 
count 

TP FP FN 
Over 

Segment 

  

1.6 59 44 1 14 1 

  

5 57 40 4 14 4 

  

2 45 25 6 20 1 

  

2.5 24 17 4 7 1 
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Zika virus 

Original image Proposed method 𝛼𝑜𝑝𝑡𝑖𝑚𝑎𝑙 
Manual 
count 

TP FP FN 
Over 

Segment 

  

1.3 19 10 0 9 0 

  

1.3 44 29 2 15 2 

  

1.4 43 22 7 20 1 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 105 

     ก.1.4 ไวรัสไข้ปวดข้อยุงลาย (Chikungunya virus) 

  

Chikungunya virus 

Original image Proposed method 𝛼𝑜𝑝𝑡𝑖𝑚𝑎𝑙 
Manual 
count 

TP FP FN 
Over 

Segment 

  

1 65 57 5 5 0 

  

1 71 64 5 5 0 

  

1.1 110 98 5 7 0 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 106 

  

Chikungunya virus 

Original image Proposed method 𝛼𝑜𝑝𝑡𝑖𝑚𝑎𝑙 
Manual 
count 

TP FP FN 
Over 

Segment 

  

1.1 68 64 3 1 1 

  

1.1 93 87 5 4 0 

  

1.1 112 100 6 8 4 

  

1.1 91 84 13 2 2 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 107 

  

Chikungunya virus 

Original image Proposed method 𝛼𝑜𝑝𝑡𝑖𝑚𝑎𝑙 
Manual 
count 

TP FP FN 
Over 

Segment 

  

1.1 107 95 7 6 0 

  

1 88 81 7 4 0 

  

1.2 86 84 7 1 0 

  

1.1 77 75 8 1 0 
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Chikungunya virus 

Original image Proposed method 𝛼𝑜𝑝𝑡𝑖𝑚𝑎𝑙 
Manual 
count 

TP FP FN 
Over 

Segment 

  

1.3 87 83 9 2 0 

  

1 107 98 4 4 0 

  

1 67 64 6 3 3 

  

1.1 106 94 6 8 1 
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Chikungunya virus 

Original image Proposed method 𝛼𝑜𝑝𝑡𝑖𝑚𝑎𝑙 
Manual 
count 

TP FP FN 
Over 

Segment 

  

1.1 114 102 8 6 3 

  

1 59 52 20 3 1 

  

1.1 48 38 16 9 3 

  

1.1 65 60 26 5 2 
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Chikungunya virus 

Original image Proposed method 𝛼𝑜𝑝𝑡𝑖𝑚𝑎𝑙 
Manual 
count 

TP FP FN 
Over 

Segment 

  

1 49 36 9 12 0 

  

1.3 77 70 24 7 1 

  

1 87 69 16 16 2 

  

1.2 66 58 3 8 0 
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Chikungunya virus 

Original image Proposed method 𝛼𝑜𝑝𝑡𝑖𝑚𝑎𝑙 
Manual 
count 

TP FP FN 
Over 

Segment 

  

1.1 56 51 6 5 1 

  

1.3 53 48 6 5 1 

  

1.2 59 50 1 8 0 

  

1.2 27 26 4 1 0 
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Chikungunya virus 

Original image Proposed method 𝛼𝑜𝑝𝑡𝑖𝑚𝑎𝑙 
Manual 
count 

TP FP FN 
Over 

Segment 

  

1.5 92 81 14 6 2 

  

1.2 53 50 7 2 0 

  

1.3 102 95 17 6 1 
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ก.2 PFU ย้อมสี Crystal violet 
ก.2.2 ไวรัสโคโรนา (Coronavirus) 

  

Coronavirus 

Original image Proposed method 𝛼𝑜𝑝𝑡𝑖𝑚𝑎𝑙 
Manual 
count 

TP FP FN 
Over 

Segment 

  

1.2 49 48 6 0 1 

  

1.4 46 42 4 3 0 

  

2.1 54 53 4 1 3 
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Coronavirus 

Original image Proposed method 𝛼𝑜𝑝𝑡𝑖𝑚𝑎𝑙 
Manual 
count 

TP FP FN 
Over 

Segment 

  

2.1 39 39 7 0 3 

  

2 40 40 3 0 0 

  

1.8 49 43 6 6 1 

  

2 60 60 4 0 6 
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Coronavirus 

Original image Proposed method 𝛼𝑜𝑝𝑡𝑖𝑚𝑎𝑙 
Manual 
count 

TP FP FN 
Over 

Segment 

  

1.5 20 19 0 1 1 

  

1.5 13 13 4 0 0 

  

2 63 62 4 1 6 

  

2.1 45 42 12 3 1 
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Coronavirus 

Original image Proposed method 𝛼𝑜𝑝𝑡𝑖𝑚𝑎𝑙 
Manual 
count 

TP FP FN 
Over 

Segment 

  

2 44 42 7 2 0 

  

2 42 41 5 1 1 

  

2.1 44 43 4 0 1 

  

2.5 87 76 8 10 0 
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Coronavirus 

Original image Proposed method 𝛼𝑜𝑝𝑡𝑖𝑚𝑎𝑙 
Manual 
count 

TP FP FN 
Over 

Segment 

  

2.2 68 62 19 4 0 

  

1.2 69 66 5 1 1 

  

2 69 65 17 3 1 

  

2 73 66 14 4 2 
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Coronavirus 

Original image Proposed method 𝛼𝑜𝑝𝑡𝑖𝑚𝑎𝑙 
Manual 
count 

TP FP FN 
Over 

Segment 

  

2 69 67 19 2 2 

  

1.5 55 55 8 0 4 

  

2 54 52 15 2 0 

  

2 28 28 2 0 0 
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Coronavirus 

Original image Proposed method 𝛼𝑜𝑝𝑡𝑖𝑚𝑎𝑙 
Manual 
count 

TP FP FN 
Over 

Segment 

  

1.5 33 32 5 1 0 

  

2 29 29 4 0 0 

  

2 68 66 18 0 1 

  

1.2 53 48 8 4 2 
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Coronavirus 

Original image Proposed method 𝛼𝑜𝑝𝑡𝑖𝑚𝑎𝑙 
Manual 
count 

TP FP FN 
Over 

Segment 

  

1.5 14 14 5 0 0 

  

1.2 23 23 4 0 0 

  

1.2 15 14 2 1 1 
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