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Bovine leukemia virus (BLV) causes neoplastic disease 

in cattle and causes economic losses in cattle production. An 

enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) has been 

widely used as the standard method for BLV detection. Here, 

we developed indirect ELISA by using four recombinant viral 

proteins i.e. i) p24, ii) gp51.1, iii) gp51.2 and iv) p24+gp51.1 

to detect BLV antibodies. All viral protein was expressed by 

using an E. coli expression system, purified by the partial 

purify method and coated as an antigen for the Western blot 

analysis and ELISA test using previous reported BLV-

positive serum. The p24 and p24+gp51.1 protein showed 

positive reaction in western blot analysis. Unfortunately, the 
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recombinant proteins gp51.1 and gp51.2 were not showed 

any reaction to BLV positive antibody in Western blot 

analysis. Thus, we selected p24 protein and p24+gp51.1 to 

continue with chequerboard titration test and both protein 

showed good performance with this test. However, the 

positive reaction good performance of p24+gp51.1 protein 

may cause by the reaction to p24 protein.  Finally, the p24-

ELISA was selected for further analysis. We used the two-

graph receiver operating characteristic (TG-ROC) for cut-off 

optimization and evaluation for 385 field samples and 

compared the results with a commercial BLV-ELISA kit. The 

p24-ELISA provided the best correlation with the commercial 

kit (Sensitivity = 90.94%, Specificity = 96.66%). In 

conclusion, the p24-ELISA provided the best performance to 

detect BLV antibodies, with high sensitivity and specificity. In 

this study, we have proved that gp51 protein could not be 

used as an antigen for antibody detection by ELISA. Finally, 

we hope that our in-house ELISA can be useful as a routine 

screening test for BLV detection in dairy industry. 
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บทคัดย่อ 

 

 สัญญาเลขที:่ TRG5880246 

 ชื่อโครงการ:  การพัฒนาชุดทดสอบโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวในโค 

(bovine leukemia virus) ด้วยวิธ ี   ELISA ส าหรับอุตสาหกรรมการเลี้ยง

วัวนม 
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  โรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวในวัว หรือ Bovine leukemia virus 

(BLV) เป็นโรคตดิเชื้อไวรัสทีก่่อให้เกิดมะเรง็ในเม็ดเลือดในวัว เป็นโรคติด

เชื้อไวรัสที่ส่งผลกระทบต่อสุขภาพวัวและก่อให้เกิดความเสียหายทาง

เศรษฐกิจต่ออตุสาหกรรมการผลิตน้ านม วิธกีารคดักรองการติดเชือ้วไรัส

ชนิดนี้จึงเป็นส่ิงส าคัญซึ่งในปัจจุบันนิยมใชว้ิธิการ ELISA (enzyme-

linked immunosorbent assay) เป็นวิธีการมาตราฐานในการตรวจสอบ 

ในงานวิจัยนี้ทางคณะผู้วิจัยจึงมุ่งเน้นการพฒันาชุดทดสอบโรคดว้ยวิธ ี

ELISA เพ่ือตรวจสอบการติดเชื้อไวรัส โดยผลติโปรตีนลกูผสม 

(recombinant protein) ของไวรัส 4 ชนิดในกระบวนการพฒันา ได้แก ่1) 

โปรตีน p24 2) โปรตนี gp51.1 3) โปรตีน gp51.2 และ 4) โปรตนี p24 

ผสมกับ gp51.1  

 โปรตีนลูกผสมในการวิจัยถูกผลติโดยใช้ระบบผลติโปรตีนโดยอาศัย

เซลล์เจ้าบ้านเป็น E.coli และถูกท าให้บริสุทธิ์ ด้วยวิธีการท าให้บรสิุทธ์ิแบบ 

partial purification กอ่นการน าไปวิเคราะหต์่อวิธี Western blot analysis 

และ ELISA โดยใช้ตวัอย่างซรีั่มวัวที่เคยทดสอบและให้ผลบวกตอ่

โรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวในวัว  

 โปรตีนลูกผสม p24 และ p24+gp51.1 ให้ผลบวกต่อการทดสอบดว้ย

วิธ ีwestern blot analysis ในขณะที่ โปรตนีลูกผสม gp51.1 และ gp51.2 

ให้ผลเป็นลบ ดังน้ันทางผู้วิจยัจึงเลือกโปรตนี p24 และ p24+gp51.1 เพ่ือ
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ด าเนินการทดสอบในขั้นต่อไปด้วยวิธ ีchequerboard titration test โดย

โปรตีนทั้งสองชนิดให้ผลการทดสอบเป็นที่นา่พึงพอใจ อย่างไรก็ตาม

ผลบวกที่ปรากฏต่อโปรตีน p24+gp51.1 น่าจะเกิดจากอิธิพลของโปรตีน 

p24 เป็นหลัก ดังน้ันคณะผูว้ิจัยจึงท าการเลอืกโปรตีน p24 มาพัฒนาเป็น 

ELISA และทดสอบเปรียบเทียบกับชุดทดสอบในท้องตลาดในขั้นตอนต่อไป 

 คณะผูว้ิจัยหาค่า cut-off ของชุดทดสอบด้วยวิธี two-graph receiver 

operating characteristic (TG-ROC) โดยใช้ตัวอย่างววัทั้งสิ้น 385 

ตัวอย่างเพื่อเปรยีบเทยีบกับผลที่ได้จากชุดทดสอบในท้องตลาด โดย p24-

ELISA ที่คณะผูว้ิจัยพฒันาขึ้นสามารถใช้ในการทดสอบโรคได้สอดคล้อง

กับชุดทอสอบที่มีขายในท้องตลาดโดยมีคา่ Sensitivity เท่ากับ 90.94% 

และ Specificity เท่ากบั 96.66%  

 โดยสรุปแลว้จากโปรตีน 4 ชนิดที่ผู้วจิัยท าการผลติและทดสอบ

คุณสมบัติในการตรวจโรค พบว่ามีเพียงโปรตีน p24 ที่สามารถตอ่ยอดมา

ใช้พัฒนาเป็นชดุทดสอบ ELISA ได ้โดยให้ค่า Sensitivity และ 

Specificity อยู่ในระดบัที่น่าพึงพอใจ นอกจากนี้จากการศึกษาพบว่าโปรตีน 

gp51 (ทั้ง gp51.1 และ gp51.2) ไม่สามารถใช้เป็นโปรตีนในการตรวจหา

ระดับแอนติบอดีดว้ยวธิี ELISA ได ้สุดท้ายนี้ทางคณะผู้วิจยัหวังเป็นอย่างยิ่ง

ว่าชุดทดสอบโรคมะเรง็เม็ดเลือดขาวในววัทีท่างผู้วิจยัพัฒนาขึ้นมาจะเป็น

ประโยชน์ต่อการคัดกรองโรคนีต้่อการอุตสาหกรรมการผลิตวัวนมต่อไปใน

อนาคต  
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