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ไวรัสเพสติโคกอโรคท่ีสําคัญคือโบวายไวรัลไดอะเรีย (บีวีดี) สงผลสําคัญทางเศรษฐกิจตอการผลิตโคท่ัวโลก 
เมื่อแบงตามความเปนแอนติเจนและพันธุกรรมแลวไวรัสเพสติท่ีกอโรคในโค จะแบงเปน ไวรัสบีวีดี-1, ไวรัสบี
วีดี-2 และไวรัสเพสติชนิดพิเศษ ซึ่งในประเทศไทยไดมีการคนพบไวรัสเพสติชนิดพิเศษสายพันธุ 
Th/04_KhonKaen จึงไดถูกใชเปนไวรัสตนแบบในการพัฒนาชุดทดสอบแอนติเจนอีไลซา โปรตีนอีอารเอน
เอสของไวรัสดังกลาว ถูกแยกสกัดและนําไปฉีดใหหนูขาวเล็ก BALB/c เพ่ือสรางเซลลลูกผสมท่ีสามารถสราง
โมโนโคลนอลตอโปรตีนนี้ได โมโนโคลนอลที่ไดถูกใชยึดบนผิวเพลทเพ่ือจับจับแอนติเจนอีอารเอนเอสของ
ไวรัสเพสติ โพลีโคลนอลที่ใชจับไวรัสถูกผลิตในกระตายโดยการฉีดไวรัสเพ่ือกระตุนการสรางแอนติบอดี เพลท
ท่ีใชทดสอบเปนโพลีสไตรีนขนาด 96 หลุม เคลือบผิวเพลทดวยโมโนโคลนอลขนาด 5 ไมโครแกรมตอ
ไมโครลิตรของคารบอเนตบัฟเฟอรท่ีผสมบีเอสเอ 10 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร ในระหวางขั้นตอนการเติมสาร
ลางเพลทดวย 0.05%TPBS ไวรัสถูกจับอีกชั้นดวยโพลีโคลนอลที่ความเขมขน 25 ไมโครกรัมตอไมโครลิตรใน
สารละลาย 1%บีเอสเอ  ปฏิกิริยาท่ีเกิดขึ้นถูกตรวจจับโดยอิมมูโนกลอบบูลินแพะท่ีมีตอกระตายคอนจูเกทกับ
เอนไซมฮอรราดิชเปอรออกซิเดส ใชสารละลายทีเอ็มบีเปนตัวแสดงปฏิกิริยาท่ีเปนบวก  ในการพัฒนาชุด
ทดสอบนี้ไดทดลองใชสารเคลือบผิวเพลท สารปองกัน สารปดผิวเพลทเพ่ือลดปฏิกิริยาท่ีไมจําเพาะ และสาร
ทําละลายชนิดตางๆ ถึงแมชุดทดสอบท่ีพัฒนาขึ้นนี้สามารถแยกตัวอยางท่ีมีและไมมีไวรัสจากกันได แตไม
สามารถลดปฏิกิริยาท่ีไมจําเพาะลง จึงไมสามารถตรวจวัดประสิทธิภาพที่แทจริงของชุดทดสอบได   
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Abstract  
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   atypical Pestivirus, Th/04_KhonKaen 
Investigator :  Assit.Prof.Dr. Jaruwan Kampa 
   Faculty of Veterinary Mdicine, Khon Kaen University  
E-mail Address : Jaruwan.kampa@gmail.com Jarpat@kku.ac.th  
Project Period :   15 March 2009 – 15 March 2012 (including 1 year extension) 
 

An important pathogenic pestivirus, Bovine Viral Diarrhoea Virus (BVDV), cause a 
significant economic impact on cattle production worldwide. Based on antigenic and genetic 
differences, cattle pestivirus isolates can be classified into BVDV-1 and BVDV-2, and an atypical 
group. A Thai-isolate atypical pestivirus, designated Th/04_KhonKaen, was used as principal virus 
for developing an antigen-capture ELISA test. A monoclonal antibody to the Erns protein of the 
Th/04_KhonKaen was produced by immunization into BALB/c mice and production of antibody 
positive- hybridoma clone. The monoclonal antibody was used as a capture antibody. The detection 
antibody was a polyclonal antibody which was raised by immunized rabbits with the whole 
Th/04_KhonKaen. The 96-well polystyrene microplate was use as a solid phase for the ELISA. The 
plates were coated with 5 ug/ml of the monoclonal antibody in carbonate buffer with 10 ug/ml BSA. 
After 3 times washes with 0.05%TPBS, the plates were added with 25 ug polyclonal antibody in 
1%BSA in PBS. The positive reaction was detected by goat anti-rabbit immunoglobulin-HRP and 
TMB. The test results were read at 450 nm. Different coating buffers, blocking solutions and 
reagents diluents were formulated and tested for the best ELISA performance.  Although the 
developed test could differentiate virus positive sample from virus negative ones, however, the test 
still showed high background signals that could not be eliminated neither by any blocking solutions 
and methods. Because the unsolvable problem of background signals, the ELISA was unable to 
evaluate its efficiency.   
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