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โครงการ การจําแนกสายพันธุไวรัสหัวเหลือง โดยวธีิ High Resolution Melt 
 

บทคัดยอ 
ไวรัสหัวเหลืองเปนไวรัสกอโรคที่พบในอุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงกุงหลายประเทศทัว่

โลก ปจจุบันพบไวรัสหัวเหลือง 6 สายพันธุ ซ่ึงมีความแตกตางกันที่ลําดับเบสในจีโนม และ
ความรุนแรงในการกอโรค วิธีการตรวจวิเคราะหและจําแนกสายพันธุของไวรัสหัวเหลืองตาม
ขอกําหนดขององคกร OIE (World Organization of Animal Health) คือการเพิ่มปริมาณสาร
พันธุกรรมในหลอดทดลองแบบ nested RT-PCR จากนั้นหาลําดับเบสของสารพันธุกรรมที่ได
เพ่ือเปรียบเทยีบกับลําดับเบสในฐานขอมูล วิธีการตรวจวิเคราะหวิธีน้ีมีขอเสยีคือ มีการทํางาน
หลายขั้นตอนเชนการทํา Gel electrophoresis และการหาลําดับเบส  งานวิจัยน้ีจึงมี
วัตถุประสงคในการพัฒนาระบบการตรวจสอบการติดเชือ้และสามารถจําแนกสายพันธุตางๆของ
ไวรัสหัวเหลืองไดอยางพรอมกัน ซ่ึงอาศัยเทคโนโลยทีีเ่รียกวา High resolution melt (HRM)  
ควบคูกับการทํา PCR (PCR/HRM) โดยเราไดออกแบบไพรเมอรที่มี Inosine แทนการใช 
Degenerate primers พรอมทั้งไดสราง พลาสมิดควบคุมของไวรัสหัวเหลอืงสายพนัธุ 1, 2 และ 
5 สวนอีกสามสายพันธุไดทําการสั่งสังเคราะหจากหนวยบริการชวีภาพ ผลการทดลองพบวา
ผลผลติดีเอ็นเอจากพลาสมิดควบคุมทั้ง 6 สายพันธุให HRM profiles ที่มี Melting temperature 
(Tm) ตางกัน ซ่ึงมีแนวโนมวานาจะนําไปใชเปนวธิีในการตรวจและจําแนกสายพันธุไวรสัหัว
เหลืองได เม่ือทําการตรวจตัวอยางกุงดวยวิธ ี PCR/HRM ที่พัฒนาขึ้นใหมน้ีเปรียบเทียบกับวธิี 
nested RT-PCR พบวาวิธ ี PCR/HRM มีประสิทธิภาพในการตรวจตัวอยางกุงไดดีกวา แต
อยางไรก็ตามผลการจําแนกสายพันธุของไวรัสหัวเหลอืงดวยวิธี PCR/HRM น้ันไมตรงกับลําดบั
เบสของผลผลติดีเอ็นเอที่ได อาจเปนเพราะสภาวะในปฏิกิริยาบางประการสงผลใหคา Tm ของ 
พลาสมิดควบคุมไมตรงกับ Tm ของตวัอยางกุงจริง นอกจากนี้ระบบ PCR/HRM ไมสามารถระบุ
สายพันธุของไวรัสหัวเหลืองในตัวอยางทีมี่ไวรัสมากกวาสองสายพันธุได 

 

 
Abstract 

Yellow head virus (YHV) is one of the most virulent RNA viruses in shrimp. 
Since the first report in Thailand in 1990, there have now been 6 YHV genotypes with 
sequence difference in their genomes up to 20%. Various detection methods cannot be 
used to distinguish every types of YHV. Until recently, an RT-PCR detection method 
using degenerate primers recommended by OIE (World Organization of Animal Health) 
has been established. However, it requires further step of sequencing in order to specify 
YHV genotypes. In this project, we thus propose an in-tube method using high 
resolution melt (HRM) analysis in conjunction with RT-PCR to detect and identify 
genotypes of YHV. Control plasmids represent genotype 1, 2, and 5 were successfully 



constructed while those of genotype 3, 4, and 6 were synthesized from a commercial 
company. A pair of inosine-containing primer was designed based on the recommended 
typing region which targeted the ORF1b region of the YHV genome. PCR and HRM 
analysis (PCR/HRM) were performed using Rotor-Gene Q instrument. After the 
amplification process was completed, HRM function was performed by increasing the 
temperature in steps of 0.1oC. The HRM profiles revealed that the amplified products 
from each representative YHV genotype yielded distinguishable melting temperature 
values. Thus, our newly developed PCR/HRM system seems to have a potential to be a 
useful tool in YHV genotyping. Viral detection in field shrimp RNA samples were 
performed using conventional nested PCR detection and PCR/HRM assay. The results 
revealed that our newly developed PCR/HRM method was more efficient than the 
conventional detection. However, genotyping indicated by the HRM profiles was not 
corresponded to the sequencing results. In addition, the PCR/HRM method could not be 
used to distinguish genotypes when more than 2 genotypes present in the samples. 
 
สรุปยอ (Executive summary) 

การตรวจหาไวรัสหัวเหลืองจากตัวอยางกุงในหองปฏิบัติการ พบวามีตวัอยางกุงที่ติด
ไวรัสหัวเหลืองสายพันธุที่ 1, 2 และ 5 แลว  จึงไดมีการสั่งสังเคราะหดีเอ็นเอขนาด 147 bp ของ
ไวรัสหัวเหลืองสายพันธุที่ 3, 4 และ 6 เพ่ือใชเปนพลาสมิดควบคุมในการทําปฏกิิริยา ตัวอยาง
กุงที่นํามาทดสอบนั้นไดมีการเปลี่ยนจาก RNA เปน cDNA เพราะมีความคงทนกวา การทดลอง
เบื้องพบวาการตรวจไวรัสหัวเหลืองดวยไพรเมอร 4 เสนและมีลักษณะเปน Degenerate primer 
ตามรายงานของ Wijegoonawardane และคณะ (2008) น้ัน ไมเหมาะสมในการนํามาใชในการ
ทํา PCR/HRM เพราะสงผลตอคา Melting temperature (Tm) ของผลผลติดีเอ็นเอใหมีคาไม
เทากันแมวาจะมาจากไวรัสสายพันธุเดียวกันก็ตาม ดังน้ันเราจึงแกปญหาโดยการใช Inosine 
base (I) แทนการใช Degenerate base และใชไพรเมอรเพียง 2 เสนในปฏิกิริยา 

การตรวจไวรสัหัวเหลืองจาก cDNA จํานวน 22 ตัวอยางดวยวิธ ี Nested RT-PCR ที่
รายงานไวของ Wijegoonawardane และคณะ พบวามีกุงเพียง 3 ตัวอยางที่ใหผลบวก แตเม่ือ
ตรวจดวยวธิี PCR/HRM ทีเ่ราพฒันาขึ้นพบตวัอยางกุง 19 ตัวอยางใหผลเปนบวก โดยพบเปน
การติดไวรัสหัวเหลืองแบบสายพันธุเดียวจํานวน 8 ตัวอยางและแบบสองสายพนัธุจํานวน 11 
ตัวอยาง อยางไรก็ตาม เม่ือทําการยืนยันผลโดยการอานลําดับเบสของผลผลติดีเอ็นเอที่ไดและ
เปรียบเทียบกบัลําดับเบสในฐานขอมูล พบวาการจําแนกสายพันธุของไวรัสหัวเหลืองดวยวิธ ี
PCR/HRM น้ันไมตรงกับผลของลําดับเบส อาจเนื่องมาจากสภาวะที่ใชทําปฏิกิริยา PCR/HRM 
ยังไมเหมาะสม ทําใหคา Tm ที่ไดจากดีเอ็นเอมาตรฐานไมตรงกับ Tm ที่ไดจากตัวอยางกุงจริง 
และพบวาวธิ ีPCR/HRM มีขอจํากัดหากตัวอยางกุงมีไวรัสหัวเหลืองมากกวา 2 สายพันธุ 



 
เน้ือหางานวจิัย 
1. การออกแบบไพรเมอรในการทํา RT-PCR/HRM 

การทดลองที่ผานมาพบวาการตรวจไวรสัหัวเหลืองดวยไพรเมอร 4 เสนและมีลักษณะเปน 
Degenerate primer ตามรายงานของ Wijegoonawardane และคณะ (2008) น้ัน ไมเหมาะสม
ในการนํามาใชในการทํา RT-PCR/HRM เพราะสงผลตอคา Melting temperature ของผลผลิตดี
เอ็นเอใหมีคาไมเทากันแมวาจะมาจากไวรัสสายพันธุเดียวกันก็ตาม ดังน้ันเราจึงแกปญหาโดย
การใช Inosine base (I) แทนการใช Degenerate base โดยไดออกแบบไพรเมอรใหจับบน
จีโนมของไวรัสบริเวณตําแหนงที่ใกลเคยีงกับที ่ Wijegoonawardane และคณะไดรายงานไว 
จากรูปที่ 1 บริเวณทีต่ีกรอบไวคือตําแหนงของไพรเมอรคูใหมที่เราออกแบบขึ้น ซ่ึงมีลําดับเบส
ดังน้ี  

YHV-inosine-F = CTTICAITGTATCTGIATGCA 
YHV-inosine-R = GTGTACATITTIGAGAGTTTITT 

ผลผลติดีเอ็นเอที่ไดจากไพรเมอรคูน้ีจะมีขนาด 141 bp 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 1 บริเวณจีโนมของไวรัสหัวเหลืองทั้ง 6 สายพันธุที่ใชในการออกแบบไพรเมอรคูใหม จุดสี
ดําแทน Inosine base 
 
2. การสราง in vitro transcribed RNA 
การทดลองนี้ตองการสรางอารเอ็นเอเพื่อใชในการทดลองควบคุม เราจึงนําพลาสมิดดีเอ็นเอที่มี
ดีเอ็นเอขนาด 147 bp ของไวรัสหัวเหลืองแตละสายพันธุมาทําการตัดดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ 
HindIII (ซ่ึงอยู downstream ของชิ้นดีเอ็นเอขนาด 147 bp) เพ่ือใหเปน Linearlized DNA 
จากนั้นจึงนําไปใสในปฏิกิริยา in vitro transcription ซ่ึงประกอบดวย 



30  Cycles 30 sec 

20 sec 30 sec 

30 sec 

30 sec 

20 oC   

46.8-58.6 oC   
   72  oC   

94 oC   

50 oC  30 min 

2 min 

Linearlized DNA             ~10 ug 
5X buffer     30 ul 
100 mM DTT     15 ul 
25 mM rNTPs      5 ul 
18 U/ul T7 RNA polymerase (Promega)   3 ul 
ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นเปน 150 ul 

ทําการบมปฏกิิริยาที่ 37°C เปนเวลา 4 ชั่วโมง จากนั้นกําจัดดีเอ็นเอตั้งตนโดยการยอยดวย 
DNase I แลวบมที่ 37°C 15 นาที ภายหลังการทําใหบริสุทธิ์ดวย Phenol/Chloroform และ
ตกตะกอนดวย Isopropanol แลวจึงละลายอารเอ็นเอควบคุมที่ไดดวย DEPC-water จากนั้นทํา
การวัดปริมาณและคุณภาพของอารเอ็นเอดวยวธิี Spectrophotometry ที่คาการดูดกลืนแสง 
260 และ 280 nm และคาํนวณ copy number ของอารเอ็นเอโดยการใช คาคงที่ Avogadro 
number 
 
3. การทดสอบ Annealing temperature ที่เหมาะสม 
การทดลองนี้ตองการทดสอบหา Annealing temperature (Ta) ที่เหมาะสมเพื่อการทําปฏิกิริยา 
RT-PCR/HRM ตอไป จึงทดสอบโดยใช in vitro transcribed RNA ของไวรัสหัวเหลืองแตละ
สายพันธุที่ไดจากการทดลองขางตนเปนอารเอ็นเอตั้งตน โดยในปฏิกิริยา RT-PCR 20 ul 
ประกอบดวย 

in vitro transcribed RNA (106 copies/ul)   2 ul 
2X buffer     10 ul 
10 uM YHV-inosine-F    0.5 ul 
10 uM YHV-inosine-R    0.5 ul 
RT/Platinum Taq Mix (Invitrogen)   0.5 ul 
นํ้ากลั่น      6.5 ul 

บมปฏิกิริยาในเครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม (Biometra) ดังน้ี 

 
   
 
 
 
 
 
หลังจบปฏิกิริยา RT-PCR ไดนําสารละลาย 10 ul ไปวิเคราะหขนาดและปริมาณผลผลิตที่ได
ดวยวธิี Agarose gel electrophoresis ผลการทดลองทดสอบ Ta ที่ 46.8, 48.9, 51.1, 53.2, 



55.3, 57.3 และ 58.6°C พบวา Ta ที ่51.1°C เปนอุณหภูมิที่เหมาะสม โดยสามารถใหผลผลิตดี
เอ็นเอขนาด 141 bp จาก vitro transcribed RNA ของไวรัสหัวเหลืองทุกสายพันธุไดอยาง
ชัดเจน (รูปที ่ 2) ดังน้ันจะไดมีการทําปฏิกิริยา RT-PCR/HRM ที่มี Ta ที ่ 51°C ตอไป (ไม
สามารถตั้งคา 51.1°C ในเครื่อง Rotor Gene-Q ได) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 2 การหา Annealing temperature (Ta) ที่เหมาะสมในการทํา RT-PCR จากอารเอ็นเอ
ควบคุมของไวรัสหัวเหลืองทั้ง 6 สายพันธุ, * แสดงผลผลิตที่ไดจากการใช Ta ที่ 51.1°C 
 
 
 
 



4. การสังเคราะห cDNA  
 ในระหวางทีท่าํการทดลอง พบวาอารเอ็นเอตัวอยางจากกุงมีการเสื่อมสภาพไป ดังน้ัน
เราจึงไดทําการเปลี่ยนอารเอ็นเอของตัวอยางกุงไปเปน cDNA เพ่ือใหสารพันธุกรรมมีความ
เสถียรขึ้น โดยในปฏิกิริยาการสังเคราะห cDNA 30 ul ประกอบดวย  

RNA                  5 ul 
5X cDNA Synthesis buffer (Invitrogen)   6 ul 
100 ng/ul Random hexamer (Invitrogen) 1.2 ul 
5 mM dNTPs       2 ul 
0.1 M DTT     1.5 ul 
ThermoScript RT (Invitrogen)       1 ul 
นํ้ากลั่น             13.3 ul 

บมปฏิกิริยาที ่ 65°C 5 นาที ตามดวย 25°C 10 นาท ีจากนั้นทําปฏิกิริยาที่ 50°C เปนเวลา 1 
ชั่วโมง แลวหยุดปฏิกิริยาโดยใหความรอนที่ 85°C เปนเวลา 5 นาที เก็บ cDNA ที่ไดไวที่ -20°C 
จนกวาจะนํามาใช 
 
5. การทดสอบสภาวะในการทํา PCR/HRM  
 การทดลองนี้ตองการทดสอบสภาวะในการทํา PCR/HRM วาจะสามารถทําการแยก
ไวรัสหัวเหลืองทั้ง 6 สายพันธุไดหรือไม จึงนําพลาสมิดดีเอ็นเอควบคุมของไวรัสหัวเหลืองแตละ
สายพันธุมาทาํการทดสอบ โดยในปฏิกิริยา PCR/HRM 25 ul ประกอบดวย 

DNA         1 ul 
2x QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix (Qiagen) 12.5 ul 
10 uM YHV-inosine-F       0.5 ul 
10 uM YHV-inosine-R       0.5 ul 
นํ้ากลั่น        10.5 ul 

นําปฏิกิริยาใสในเครื่อง Rotor Gene-Q แลวตั้งอุณหภูมิที่ 95°C 15 นาที 1 รอบ 94°C 20 
วินาท,ี 51°C 35 วินาที และ 72°C 35 วินาที จํานวน 40 รอบ จากนั้นบมปฏิกิริยาที่ 73 ถึง 
79°C โดยใหอุณหภูมิเพ่ิมขึ้นทีละ 0.07°C บันทึกอุณหภูมิและรูปแบบของ Melting 
temperature (Tm) ของผลผลิตดีเอ็นเอทีไ่ดจากไวรัสหัวเหลืองทั้ง 6 สายพันธุ ซ่ึงสามารถแสดง
ผลไดสองแบบ คือ แบบ Normalized Graph และแบบ Melting Curve ผลการทดลองแสดงให
เห็นวาผลผลติดีเอ็นเอของไวรัสหัวเหลืองแตละสายพนัธุมีคา Tm ทีแ่ตกตางกัน กลาวคือ ผลผลิต
ของไวรัสหัวเหลืองสายพันธุที่ 1 ถึง 6 มีคา Tm เปน 76.11, 76.29, 76.43, 76.65, 77.2 และ 
76.99°C ตามลําดับ (รูปที่ 3) ดังน้ันสภาวะทีท่ดสอบนี้นาจะมีความเหมาะสมในการตรวจและ
จําแนกสายพันธุไวรัสหัวเหลืองได 



(a) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(b) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 3 รูปแบบของ Melting temperature (Tm) ของผลผลติดีเอ็นเอจากไวรัสหัวเหลืองทั้ง 6 
สายพันธุ แสดงในรูปแบบของ (a) Normalized graph และแบบ (b) Melting curve  
 
6. การหาคา Amplification efficiency และ Sensitivity ของการตรวจไวรสัหัวเหลืองแต
ละสายพันธุ 

การทดลองนี้ตองการหาคา Amplification efficiency และ Sensitivity ในการตรวจไวรัส
หัวเหลืองแตละสายพันธุ จึงทํา 10-fold serial dilution (106 หรือ 105 ถึง 1 copy/ul) ของพ
ลาสมิดดีเอ็นเอควบคุมของไวรัสหัวเหลืองแตละสายพนัธุ แลวใช 1ul ในปฏิกิริยา PCR จํานวน 
40 รอบดังกลาวขางตน จากนั้นยืนยันความจําเพาะของผลผลิตทีไ่ดดวยการทํา Melting 



analysis ตั้งแต 72 ถึง 95°C ผลการทดลองแสดงในรูปที่ 4.1-4.6 และสรุปรวมในตารางที่ 1 ซ่ึง
แสดงใหเห็นวาไพรเมอรและสภาวะทีท่ดสอบนั้นมีคา Amplification efficiency ของการตรวจ
ไวรัสหัวเหลืองทั้ง 6 สายพันธุอยูในชวง 1.86-2.06 และ Sensitivity อยูในชวง 1-100 
copies/reaction ขึ้นอยูกับแตละสายพันธุของไวรัสหัวเหลือง  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.1 การหาคา Amplification efficiency และ Sensitivity ในการตรวจไวรสัหัวเหลืองสาย
พันธุที่ 1 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.2 การหาคา Amplification efficiency และ Sensitivity ในการตรวจไวรสัหัวเหลืองสาย
พันธุที่ 2 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.3 การหาคา Amplification efficiency และ Sensitivity ในการตรวจไวรสัหัวเหลืองสาย
พันธุที่ 3 



 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.4 การหาคา Amplification efficiency และ Sensitivity ในการตรวจไวรสัหัวเหลืองสาย
พันธุที่ 4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.5 การหาคา Amplification efficiency และ Sensitivity ในการตรวจไวรสัหัวเหลืองสาย
พันธุที่ 5 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.6 การหาคา Amplification efficiency และ Sensitivity ในการตรวจไวรสัหัวเหลืองสาย
พันธุที่ 6 



ตารางที่ 1 Amplification efficiency และ Sensitivity ของการตรวจไวรัสหัวเหลืองแตละสาย
พันธุ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
7. การเปรียบเทียบ Sensitivity ระหวางวิธี PCR/HRM และ Nested PCR 
 การทดลองนี้ไดเริ่มตรวจหาไวรัสหัวเหลืองในตัวอยางกุงจริง โดยใชวิธ ี PCR/HRM ที่
เราพัฒนาขึ้น และทําการเปรียบเทยีบ Sensitivity กับวธิี Nested PCR ตามรายงานของ 
Wijegoonawardane และคณะ (2008) โดยมีการนํา cDNA ของตัวอยางกุงที่ทราบมากอนวาตดิ
ไวรัสหัวเหลืองสายพันธุที่ 1 และสายพนัธุที่ 2 มาทําการเจือจางทีละ 10 เทา แลวใช 1 ul 
สําหรับการตรวจในแตละวิธ ี ผลการทดลองพบวาในการตรวจตัวอยางกุงที่ติดไวรัสหัวเหลือง
สายพันธุที่ 1 และสายพันธุที่ 2 วิธ ี Nested PCR มี Sensitivity ดีกวาวิธ ี PCR/HRM อยู 10 
และ 100 เทา ตามลําดับ (รูปที่ 5) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ไวรัสหัวเหลอืง Amplification 
efficiency 

Sensitivity 
(copy/reaction) 

สายพันธุที่ 1 2.06 10 
สายพันธุที่ 2 1.99 10 
สายพันธุที่ 3 1.91 10 
สายพันธุที่ 4 1.81 1 
สายพันธุที่ 5 1.88 10 
สายพันธุที่ 6 1.86 100 



รูปที่ 5 การเปรียบเทียบ Sensitivity ในการตรวจไวรัสหัวเหลืองสายพนัธุที่ 1 และสายพันธุที่ 2 
ดวยวธิี PCR/HRM และ Nested PCR, Un คือ cDNA ที่ไมไดเจือจาง 
 
8. การหาตรวจหาไวรัสหวัเหลือง 

การทดลองนี้ทําการตรวจหาไวรัสหัวเหลอืงในตัวอยางกุงจํานวน 22 ตัวอยาง โดยใชวธิ ี
Nested PCR (Wijegoonawardane et al 2008) เปรียบเทียบกับวิธ ี PCR/HRM โดยเริ่มจาก
การสังเคราะห cDNA ของอารเอ็นเอจากตัวอยางกุงตามวิธขีางตน จากนั้นใช cDNA ที่ได 1 ul 
ในการตรวจดวยวธิีทั้งสอง มีการใช Plasmid DNA ที่มีดีเอ็นเอขนาด 147 bp ของไวรัสทั้ง 6 
สายพันธุเปน Positive controls สวนหลอด Negative control ใสนํ้าแทน cDNA 

ผลการตรวจดวยวธิ ี Nested PCR พบกุงติดไวรัสจํานวน 3 ตัวอยาง (ตัวอยาง
หมายเลขที่ 1, 21 และ 22) (รูปที่ 6) สวนการตรวจดวยวธิ ี PCR/HRM พบกุงติดไวรัสจํานวน 
19 ตัวอยาง ตัวอยางทีต่รวจไมพบไวรัสหัวเหลืองคือหมายเลข 15, 16 และ 20 ซ่ึงมีคา Ct ต่ํา
กวาเสน Threshold (รูปที่ 7a) มีการตรวจดวยวิธ ีNested PCR ซํ้า โดยใสผลผลติจากปฏิกิริยา 
PCR รอบแรกเพิ่มขึ้น จาก 1 ul เปน 8 ul ในปฏิกิริยา Nested PCR ซ่ึงยังใหผลเชนเดิม (data 
not shown) อยางไรก็ตาม การตรวจดวยวิธ ีNested PCR ก็ไมสามารถระบุสายพันธุของไวรัส
หัวเหลืองได ในขณะที่เม่ือวิเคราะหผลการทดลองในรูปที่ 7a เปนแบบ High resolution melt 
curve แลวเปรียบเทียบรูปแบบและคา Tm ของผลผลิตจาก Plasmid DNA ควบคมุของไวรัสแต
ละสายพันธุ ทําใหเราพบวาจากตัวอยางกุงที่ติดไวรัสหัวเหลืองจํานวน 19 ตัวอยางนั้น มีการติด
ไวรัสหัวเหลืองแบบสายพันธุเดียวจํานวน 8 ตัวอยาง (รูปที่ 7b) และติดไวรัสหัวเหลืองแบบสอง
สายพันธุจํานวน 11 ตวัอยาง (รูปที่ 7c)  
 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 6 การตรวจหาไวรัสหัวเหลืองจากตวัอยางกุง ดวยวิธี Nested PCR 
ลูกศรแสดงขนาดของขนาดของผลผลิตดีเอ็นเอที่ไดจากไวรัสหัวเหลือง, Type 1-6 คือ positive 
control ที่ใส cDNA ควบคุมของไวรัสหัวเหลืองสายพันธุที่ 1-6 ตามลําดับ, N คือ negative 
control โดยใสนํ้าแทนการใสดีเอ็นเอ, M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน (New England Biolabs) 
 
 



(a) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(b) 
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รูปที่ 7 การตรวจหาไวรัสหัวเหลืองจากตัวอยางกุง ดวยวธิี PCR/HRM. (a) Amplification plot 
ตัวอยางที่ใหคา Ct เหนือเสน Threshold จัดเปนตัวอยางที่ติดไวรัสหัวเหลือง (b) High resolution 
melt curve ของตัวอยางกุงที่ติดไวรัสหัวเหลืองแบบสายพันธุเดียว (c) High resolution melt 
curve ของตัวอยางกุงที่ติดไวรัสหัวเหลืองแบบสองสายพันธุ 
 

9. การอานลําดับเบสของผลผลิตดเีอ็นเอ 
ไดมีการทดลองนําผลผลิตดีเอ็นเอจากการทํา PCR/HRM ของกุง 19 ตวัอยางไป

เชื่อมตอกับพลาสมิด pDrive cloning vector (Qiagen) และสง Recombinant plasmid อยางละ 
3 clones ไปวิเคราะหลําดับเบสที่บรษิัท 1st BASE (Malaysia) จากนั้นนําผลลําดับเบสที่ไดไป
เปรียบเทียบกบัฐานขอมูล NCBI ผลการทดลองพบวาลําดับเบสของผลผลติดีเอ็นเอสวนมากไม
ตรงกับผลที่วเิคราะหไดโดยวิธี PCR/HRM ซ่ึงสรุปไวในตารางที่ 2 นอกจากนี้ผลการอานลําดับ
เบสพบวาบางตัวอยางมีไวรสัหัวเหลืองมากกวา 2 สองพันธุแตการทาํ PCR/HRM ไมสามารถ
ระบุได ดังน้ันจึงสรุปไดวา ในสภาวะการทดลองที่ไดทาํมานั้น วิธี PCR/HRM สามารถใชในการ
ตรวจไวรัสหัวเหลืองได แตใชจําแนกสายพันธุไมได 
 

ตารางที่ 2 ผลการตรวจไวรสัหัวเหลืองในกุง 22 ตัวอยาง 
 

ตัวอยาง
กุง 

Nested PCR PCR/HRM 
[Type] 

Sequencing 
results 

1 + + [Type 4, 6] Type 2, 3 
2 - + [Type 5, 6] Type 1, 2, 3 
3 - + [Type 4, 5] Type 4, 5 
4 - + [Type 4, 6] Type 2, 5 
5 - + [Type 4, 5] Type 1, 5 
6 - + [Type 4, 5] Type 1, 5 
7 - + [Type 4, 6] Type 4, 5 
8 - + [Type 4, 6] Type 5, 6 
9 - + [Type 4, 6] Type 3 
10 - + [Type 4, 5] Type 4, 5, 6 
11 - + [Type 3] Type 3 
12 - + [Type 4, 5] Type 5, 6 
13 - + [Type 4, 5] Type 3, 5 
14 - + [Type 4] Type 4 
15 - - - 



16 - - - 
17 - + [Type 4, 6] Type 2, 6 
18 - +  [Type 4] Type 3 
19 - +  [Type 4] Type 3 
20 - - - 
21 + +  [Type 4] Type 2 
22 + +  [Type 2] Type 1 
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