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บทคัดย่อ 

การผลิตแอนติซีรัมที่จ าเพาะต่อเชื้อ Cucumber mosaic virus (CMV)  ในพริก เร่ิมจากน า
เชื้อ CMV ไอโซเลท 30RS (CMV 30RS) ที่แยกได้จากพริก มาเพิ่มปริมาณในยาสูบ Nicotiana 
glutinosa แยกสกัดเชื้อ  CMV บริสุทธิ์จากใบยาสูบโดยใช้วิธี  sucrose density gradient 
centrifugation ปริมาณเชื้อ CMV ที่สกัดได้เท่ากับ  8 มิลลิกรัมต่อใบยาสูบหนัก  500 กรัม ตรวจสอบ
ความบริสุทธิ์ข องอนุภาคไวรัสด้วยเทคนิค sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel 
electrophoresis (SDS-PAGE) น าเชื้อ CMV บริสุทธิ์มาเตรียมเป็นแอนติเจน โดยผสมกับ  Freund’s 
complete adjuvant อัตราส่วน 1:1 (ปริมาตรต่อปริมาตร ) และฉีดเข้าใต้ผิวหนัง ของ กระต่ายพันธุ์ 
New Zealand White ในครั้งแรก  หลังจากนั้น 1 สัปดาห์ ฉีดเชื้อ  CMV บริสุทธิ์ความเข้มข้น 1 
มิลลิกรัม ผสมกับ  Freund’s incomplete adjuvant อีก 3 คร้ัง แต่ละคร้ังห่างกัน 1 สัปดาห์ เก็บเลือด
จากเส้นเลือดบริเวณหูกระต่ายตั้งแต่สัปดาห์ที่ 5-12 หลังการฉีดคร้ังแรก การตรวจหาค่าไตเตอ ร์ของ
แอนติซีรัมต่อเชื้อ CMV ด้วยวิธี indirect ELISA พบว่ามีค่าไตเตอร์อยู่ในช่วง  8,000-1,024,000   
แอนติซีรัมที่ผลิตได้มีความจ าเพาะเจาะจงกับ เชื้อ CMVทั้ง subgroup I, II และเชื้อ CMV ทุก          
ไอโซเลทที่แยกได้จากพริกทั้งหมด 15 ไอโซเลท แต่ไม่เกิดปฏิกิริยาข้ ามกับเชื้อไวรัสชนิดอ่ืนที่เข้า
ท าลายพริก 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Abstract 

Production of antiserum specific to anti-Cucumber mosaic virus (CMV) antiserum was 
raised using CMV30RS isolated from chili. The virus was inoculated into Nicotiana glutinosa and 
purified by sucrose gradient centrifugation. Total of 8 mg of purified CMV per 500 g fresh weight 
leaves was obtained and purity of virus preparation was analyzed by SDS-PAGE. The CMV 
antigen was prepared by mixing 1 mg of purified virus with Freund’s complete adjuvant at a ratio 
of 1:1 (v/v). Emulsion was subcutaneously injected into a New Zealand White rabbit for the first 
time, followed by 3 additional immunizations with 1 mg of purified virus mixed with Freund’s 
incomplete adjuvant at weekly intervals. Bleeding was done every week during week 5-12. Titers 
of the antisera were determined by indirect ELISA which ranged from 8,000-1,024,000. The 
produced antiserum was highly specific to CMV of both subgroup I, II and 15 samples of CMV 
isolated from chili no cross- reaction with other virus species tested was observed. 
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สารบัญ 
หน้า 

 
สารบัญ              (1) 
สารบัญตาราง             (2) 
สารบัญภาพ             (3) 
ค าอธิบายสัญลักษณ์และค าย่อ           (5) 
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ขอบเขตการวิจัย               3 
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ผลและวิจารณ์ผลกาทดลอง            15 
สรุปผลการทดลอง             31 
เอกสารอ้างอิง              33 
ภาคผนวก              36 
ประวัตินักวิจัยหัวหน้าโครงการ           41 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



(2) 
 

สารบัญตาราง 
 

ตารางที่           หน้า 
 

1 ความสามารถของบัฟเฟอร์ทั้ง 6 ชนิด ในการเตรียมตัวอย่างใบพริกเพื่อน ามา 
ทดสอบด้วยวิธี indirect ELISA         25 

2 ความสามารถในการป้องกันการเกิด non-specific reaction ของ blocking solution 2  
ชนิด ได้แก่ bovine serum albumin (BSA) และ skim milk (SK) เพื่อน ามาทดสอบ 
ด้วยวิธี indirect ELISA          26 

3 ความสามารถของบัฟเฟอร์ทั้ง 6 ชนิด ในการเตรียมตัวอย่างใบพริกเพื่อน ามาทดสอบ 
ด้วยวิธี indirect ELISA          27 

4 ผลการตรวจสอบความจ าเพาะเจาะจงของแอนติซีรัมต่อเชื้อไวรัสจ านวน 7 ชนิด  
ที่เข้าท าลายพริก ด้วยวิธี indirect ELISA        29 

5 ผลการท าปฏิกิริยาของแอนติซีรัมต่อเชื้อ Cucumber mosaic virus ด้วยวิธี  
indirect ELISA            30 

 
ตารางผนวกท่ี 

ก1 ผลการตรวจสอบความจ าเพาะเจาะจงของแอนติซีรัมต่อเชื้อไวรัสที่เข้า  
ท าลายพริกและเชื้อ Cucumber mosaic virus ด้วยวิธี indirect ELISA     37 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



(3) 
 

สารบัญภาพ 
 

ภาพท่ี            หน้า 
 

1 ต้นล าโพงปลูกเชื้อ Cucumber mosaic virus ไอโซเลท 30RS แสดงอาการ 
        ใบด่างเขียวเข้มสลับสีเขียวอ่อน          16 
2 ผลการตรวจสอบเชื้อ Cucumber mosaic virus ไอโซเลท 30RS จากตน้ล าโพง 

ด้วยวิธี indirect ELISA โดยใช้โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อเชื้อ CMV  
(ก) เปรียบเทียบกับเชื้อ Cucumber mosaic virus แยกสกัดบริสุทธิ์ซึ่งใช้เป็น  
positive control (ข) และตัวอย่างต้นล าโพงปกติซึ่งใช้เป็น negative control     17 

3 พริกพันธุ์บางช้างปลูกเชื้อ Cucumber mosaic virus ไอโซเลท 30RS แสดง 
อาการใบด่างสีเขียวเข้มสลับสีเขียวอ่อน ใบพริกมีรูปร่างผิดไปจากปกติ  
ลีบเรียวเล็กและล าต้นพริกแคระแกร็น หลังจากได้รับเชื้อไวรัสภายในระยะ 
เวลา 30 วัน               18 

4 ยาสูบ Nicotiana glutinosa แสดงอาการใบด่างด่างเขียวเข้มสลับเขียวอ่อน ใบยาสูบมี 
รูปร่างผิดไปจากปกติและล าต้นยาสูบแสดงอาการแคระแกร็นหลังจากได้รับ 
เชื้อ Cucumber mosaic virus ไอโซเลท 30RS 30 วัน      20 

5 ผลการวิเคราะห์ความบริสุทธิ์และน ้าหนักโมเลกุลโปรตีนห่อหุ้มอนุภาคของเชื้อ   
Cucumber mosaic virus ไอโซเลท 30RS ที่แยกสกัดบริสุทธิ์ ด้วย  
12% sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis เปรียบเทียบ 
กับโปรตีนมาตรฐาน (ช่องที ่1) และยาสูบ Nicotiana glutinosa ปกติ (ช่องที่ 2)   21 

6 กราฟแสดงค่าไตเตอร์ของแอนติซีรัมต่อเชื้อ Cucumber mosaic virus ในแต่ละ 
คร้ังที่ท าการเก็บเลือดจากกระต่าย                      23 

7 ผลของบัฟเฟอร์ที่ใช้บดตัวอย่างใบพริกติดเชื้อไวรัส Cucumber mosaic virus  
ต่อค่าความดูดกลืนแสงที่ A405 นาโนเมตร เมื่อทดสอบด้วยแอนติเจน  
ด้วยวิธี indirect ELISA ประเมินความแตกต่างทางสถิติต่อค่า signal-to-noise (S/N)  
ratio ตัวอักษรที่เหมือนกันไม่มีความแตกต่างทางสถิติที่ระดับนัยส าคัญ 0.05    25 
    
 
 



(4) 
 

สารบัญภาพ (ต่อ) 
 

ภาพท่ี            หน้า 
 

8 ผลของบัฟเฟอร์ที่ใช้บดตัวอย่างใบพริกติดเชื้อไวรัส Cucumber mosaic virus  
ต่อค่าความดูดกลืนแสงที่ A405 นาโนเมตร เมื่อทดสอบด้วยแอนติเจน  
ด้วยวิธี indirect ELISA ประเมินความแตกต่างทางสถิติต่อค่า signal-to-noise (S/N) 
 ratio ตัวอักษรที่เหมือนกันไม่มีความแตกต่างทางสถิติที่ระดับนัยส าคัญ 0.05  
วิเคราะห์ด้วย Duncan’s Multiple Range Test (DMRT)                                   26 

9 ผลของการเจือจางแอนติซีรัม (As-CMV) ต่อค่าความดูดกลืนแสงที่ A405 นาโนเมตร  
เมื่อทดสอบด้วยแอนติเจนด้วยวิธี indirect ELISA ประเมินความแตกต่างทางสถิติต่อ 
ค่า signal-to-noise ratio ตัวอักษรที่เหมือนกันไม่มีความแตกต่างทางสถิติที่ระดับ 
นัยส าคัญ 0.05 วิเคราะห์ด้วย Duncan’s Multiple Range Test (DMRT)    27 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



(5) 
 

ค าอธิบายสัญลักษณ์และค าย่อ 
 

A 405    =  optical density at 405 nanometer wavelength 
AMV    =  Alfalfa mosaic virus 
anti-CMV MAb   =  anti-Cucumber mosaic virus monoclonal antibody 
anti-CMV PAb   =  anti-Cucumber mosaic virus polyclonal antibody 
BSA    =  bovine serum albumin 
CB    =  carbonate coating buffer 
CFA    =  Complete Freund’s Adjuvant 
CMV    =  Cucumber mosaic virus 
CRD    =  completely randomized design 
CVMV   =  Chili veinal mottle virus 
DAS-ELISA  = double - antibody sandwich enzyme - linked immunosorbent  

assay 
DIECA    =  diethyldithiocarbamic acid sodium salt 
DMRT    =  Duncan’s New Multiple-Range Test 
ELISA    = enzyme-linked immunosorbent assay  
IgG    =  immunoglobulin G 
IFA    =  Incomplete Freund’s Adjuvant 
indirect ELISA   =  indirect enzyme-linked immunosorbent assay 
NaOH    =  sodium hydroxide 
PBS    =  phosphate buffer saline 
PBST    =  phosphate buffer saline with 0.05% Tween 20 
PMMoV   =  Pepper mild mottle virus 
PNPP    =  p-nitrophenyl phosphate 
PVY    =  Potato virus Y 
PVP    =  polyvinylpyrrolidone 
RT-PCR   =  Reverse transcription polymerase chain reaction 
SDS-PAGE   =  sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis 
SK    =  skim milk 



(6) 
 

S/N ratio   =  signal-to-noise ratio 
TEV    =  Tobacco etch virus 
TMV    =  Tobacco mosaic virus 
TSWV    =  Tomato spotted wilt virus 
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	����  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



3 
 

��������	
��
�
���
�������� 
 

%�������$���%��������E���D�%$P�F
�	IC��"	���&��������B��F�D�#	��
�	 CMV �F
�	��!���������
�����O����
�	 CMV ��F
������CN�F���K	%Q�$��!� !	�#�%����D���(�Q�F�F
�	�����D����F��(�PF���
�!�������
�	 CMV �#	�� 
 


���
�
�
���
�������� 
 

IC��"	���&�����F
�	��!��������������O����
�	 CMV ���F
��"�C%�CN�F�����Q�$��! 
  

��������������
�
���
�������� 
 

��
�	 CMV ��A���
�	��������F
�#������"F�#�D
� "CD�B�$�������H���H!��
F���&M�%��A�F
�
�R�TU�������B�$�V��� H�M�%K	%��T������Q�$��! (Green, 1993) ���$�
$��'�$������ �����
�	
�������� ����B�� !��� ��
�	%�����
�	 CMV ��F
�	�R���B���������D�	
��
$��������E�����
E#���	 ��
�	��������F
���A�'�$����%F
�������� !HC����(� � !"�# ������I������DH�#�%�!�F
� 
���E#���	 ' ����FC���	#	���A�"�C%F�HD "CD���E#���	 '�$' �I#����%��CJ  ��������	

��
�	����������CJ F��(�P�#	��B�C%���CN���"�C%H�
	�����	
�����#��K	%F������#�%��������
"F�#�D
� K	%"�C%F�HD !��"	���
	 �����B��F�D�#	��
�	 CMV ' ���!��$��$��%&�����������A�
	����%�C
	�H�M�%���� !��
$�������	�#�%��� (Hsu "CD$\D, 2000; Yu "CD$\D, 2005; Haggag 
"CD$\D, 2009) �F��D��#�F��%"�#�D�#��C ���"F�#��D���K	%��
�	�����"CD�����!����$��O� F#�
�FC���	#	�� !' ���%"C!� ��%�����E�B�����!$� �C
	�F��(�PF�������!�������
�	 CMV ���F��(�PF������
��	�N#�������
��� !���D�D��C�	������	�� !�� (������P "CD$\D, 2551)  �%����'$�%������������M%
���	���IC��'FC�'$C�	C"	���
	 �����B��F�D�#	��
�	 CMV ���%����F
�	�B�IC������������!
��D'���P�H!��
��T����"CDF�b����A��� �����	
��
�	 CMV �#	�� 
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�������	�� 
 

F����� ��A�F
��R�TU�������B�$�V��� H�M�%K	%��T������F
�����Q�$��! ICIC��F���
�����E�#%�B�H�#��� !���%Q������D��R"CD�#%		�����%�#�%��D��R � !"�# ��D��R���C�&��"CD
��%$P'�� "HC#%IC��F�������B�$�V��Q�$��! � !"�# ��%H�� F��C�% ��D
�� �$�R��(������ "CD��%H�� 
�%KC� (F���� "CD$\D, 2550; ��VV�, 2552) 	�#�%���J������������%��K	%RN��P
��H��R���NF
� 
��%H�� �%KC� F
�#���VH��B�$�V�B�H��
��T����IN!IC��F�����F
�����Q�$��!   �J$
	��
�	%K	%'�$���
��� �����
�	 CMV (F���� "CD$\D, 2550; Green, 1993) ������RM�T�K	% (��D (2532) F
�#�
C��T\D	����K	%F�������� ��
�	�������� ��������%�����#"� %	����K	%'�$   (no symptom) ��EM%
"� %	�����
 #�% (mosaic) "IC�� ����OF�D"H#% (necrosis) �
C K�� ������CJ�$C!���
�ef�P� 
(fern leaf) "CD�!������"$�D"��J� (stunting) ' �$�������H��K	%F�������� ��
�	���������#%IC
' ���%�#	$�\Q�F"CD�����\K	%ICIC��F���   

 
��������	
��
�	 CMV �#	��B���CJ F��(�P"CD�!��C!�F���C%�CN���"�C%H�
	���

�����	
��
�	��������#�%��������"F�#�D
�  ��A����$�
$��'�$������ �����
�	�������� ���	����(�
H�M�%&M�%��#�F��%"�#�D�#��C ���"F�#�D
� K	%��
�	 CMV "CD$�������H��K	%ICIC��F������
����K!��B�C��K	%��
�	�����"C!� ��%�����EC $#���!�#���������!����$���F
�	�B��� �FC���	#	�"�C%
F�HDK	%��
�	 CMV �B�H��
��T����� !	�#�%��� (������P "CD$\D, 2551) ��������	
��
�	 
CMV ��������������
��� !"�# ��������	
 !����$��$��%&���������' ���!'�'�'$C�	C"CD 
'FC�'$C�	C"	���
	 �����B��F�D�#	��
�	����� (Porta "CD$\D, 1989; Wahyuni "CD$\D, 1992; 
Hsu "CD$\D, 2000; Haggag "CD$\D, 2009) ��������	
��
�	 CMV ' ����������������!'FC�
'$C�	C"	���
	 � ��
�	%�����
�	 CMV &M�%��A��������������E��� ����C��F��(�P� !%#����
�Q�F"� C!	� "CD����C��F��(�P �%�C#��	����IC' ���%�#		�F�'��
�I��K	%����� &M�%�����!
'FC�'$C�	C"	���
	 ���K!	 ���%�����"	���
	 �	�N#HC����� ��&���� �B��H!�����E��
��
	�F�'��
���	�N#
�I��K	%�������� ���� !HC���N�"

 "�!�D�#�%���F��(�P����J��� (Roossinck, 2002)  �%���
���%��K	% Wahyuni "CD$\D (1992) ���� !IC��'FC�'$C�	C"	���
	 ��F
�	�B�����!�����	

��
�	 CMV ���F��(�P Ywa ���"��� !���E��� lupin ����D��R		�����C��  !����(� gel immunodiffusion 
tests ' � NIC��� spur ������ KM�� &M�%"	���
	 ����IC��� ! �%�C#�������E�B�����!�����	
"CD
RM�T����"F�#�D
� K	%��
�	 CMV ����K!��B�C��E��� lupin ����D��R		�����C��� !  
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�#	�� Yordanova "CD$\D (2002) � !��!'FC�'$C�	C"	���
	 �����B��F�D�#	��
�	 CMV 
����������O��'�$�H�!���IC"CDCB��!�K	%�D�K
	��R����D��R
�C"��C���#���� �����
�	 CMV ���
F��(�P NB &M�%�B����N#���H���(����$�
$��'�$���EN��!	%"CD����D���(�Q�F�#	��� ! 

 
�	������� Bashir "CD$\D (2006) ���%��$����B���J��������!'FC�'$C�	C"	���
	 �

RM�T����"F�#��D���K	%��
�	 CMV ��F
���D�NC"�%��"E
�D������O��%�H�
	K	%��D��R
	�H�#�� ������� �	
 !����(� Double - antibody sandwich enzyme - linked immunosorbent 
assay (DAS-ELISA) "CD��
�	�B�'FC�'$C�	C"	���
	 �����D����P��!�#����
��$��$ Reverse 
transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) "C!� �����E�F���$����� (sensitivity) ��
��������	
"CD�B�"���C�#���
�	 CMV ���"F�#�D
� ����D��R Iran � ! &M�%K!	�NC���"F�#
�D
� K	%���F��(�P��
�	 CMV ���� ! ����D'���P	�#�%����#	������
���%F��(�PF
��H!�!�����
��
�	 CMV "CD���$� �C
	�F��(�PF
�����!������#	��
�	�����  
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����������������� 
 

1.  ����������"#$� CMV �(#)�*"+��,��������� 
 

1.1 �-�.
/�)��
�
�"#$� CMV 
 

��
�	%��������� C	%��%K� "	���&��������B��F�D�#	��
�	 CMV �B��H!��#�����E
$� �C
	���
�	 CMV ���F�����F
������CN���Q�$��!� !' ���%  �%���������� C	%�M%��!���	�#�%��
�	 
CMV �	'&�C� 30RS &M�%"��� !������	�#�%F��������J
� !�����%H�� ����(��� "CDI#�����"���H!
��A����F��(�P� ����G (single isolation) 
��
E���F�#�"C!� �B�����!��A�"	�����������IC��"	���
&�����#	� ' ���
�	 CMV �	'&�C� �%�C#��� !��
$���	���$��DHP�����Q�$����'�$F
� $\D
��T���B�"F%"�� �H������C����T��R����P &M�%�B�����F��������\"CD��J
���T���
�	��������!�
CB�'F% (Datura stramonium) 

 
1.2. �������	���"#$�1���	 CMV �+������ indirect ELISA 
 

�����	
�!�CB�'F%���� !��
��	��$���%�#��� ��
�	����� CMV  !����$��$ indirect 
ELISA �����(����K	% �\�����P (2547)  !��'�'�'$C�	C"	���
	 �����B��F�D�#	��
�	 CMV (� !��

$���	���$��DHP���IN!�#��R���������P  �. ����� v%��D�N� Q�$����'�$F
� $\D��T���B�"F%"�� 
�H������C����T��R����P) ' �
 ���	�#�%�
CB�'F%����� ��
�	������� carbonate coating buffer 
(CB, pH 9.6) 	�����#���
F
���A�'�$�#	
�e�e	�P 1: 5 ��������$C
	
HC�� ELISA  !����B�$���F
� 
�������HC��CD 50 ��'$�C��� 
#����	�\HQN�� 37 	%R��&C�&��� ��A���C� 1 ����'�% 30 ���� C!�%
HC�� ELISA  !�� PBST [phosphate buffer saline (PBS), pH 7.2 +Tween 20] HC��CD 200 
��'$�C��� 3 $���%G CD 5 ���� ������������B���C���%�&CCP�v
��' �� (supernatant) ����� anti-CMV 
monoclonal antibody (anti-CMV MAb) �����
	��%�� blocking solution (PBS+2% skim milk) 
	�����#��K	%�B���C���%�&CCP�v
��' �� �#	 blocking solution ��#���
 1: 8 C%��HC�� ELISA 
�������HC��CD 50 ��'$�C��� �B� ELISA plate ��
#����	�\HQN�� 37 	%R��&C�&��� ��A���C� 1 
����'�% 30 ���� �������C!�%HC�� ELISA  !�� PBST �����(���� �%�C#��K!�%�!� �������CDC�� goat 
anti-mouse IgG conjugated with alkaline phosphatase (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) 
��
	��% 1:10,000 �� blocking solution 
#����	�\HQN�� 37 	%R��&C�&��� ��A���C� 1 ����'�% 30 ���� 
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C!�%HC�� ELISA �����(����K!�%�!�"C!�������
����� p-nitrophenyl phosphate (PNPP, Sigma-
Aldrich, Saint Louis, MO, USA) �������HC��CD 100 ��'$�C��� 
#����	�\HQN�� 37 	%R��&C�&��� 
��A���C� 1 ����'�% H�� ��������� !��������� 3N NaOH �������HC��CD 100 ��'$�C��� �B����� 
$#���� N �C
�"�%���$������$C
�� 405 ��'����� (A405)  !���$�
�	% ELISA reader �B�H� $#����
 N �C
�"�%�����A�
��$
	$#���������#�$#����	#��� !��� anti-CMV MAb �B������������
�
CB�'F%
����� 2 ��#� &M�%��!��A� negative control "CD positive control $
	 ���	�#�%��
�	 CMV ���"����� 

�����(�� (� !��
$���	���$��DHP���IN!�#��R���������P  �. F������\ �������
��� Q�$����'�$F
� 
$\D��T���B�"F%"�� �H������C����T��R����P ������K��B�"F%"�� ��%H�� �$��U�)  

 
1.3 ���/�	������	�����*�����������
�
�"#$� CMV 
 

� �	
$��������E������#	'�$��F��� (Capsicum annuum) K	%��
�	 CMV 
�	'&�C� 30RS ���� !��
��	��$���%�#	�����F��������\��
�	����� ' �����CN���
�	 CMV C%
��

F���	��� 30-45 ���  !����(��C�����(����K	% �\�����P "CD ����� (2547) ' �
 �
CB�'F%�� ��
�	 
CMV �� 0.01 M phosphate buffer (pH 7.0) 	�����#���
F
� 1 �����#	
�e�e	�P 5 ��CC�C��� ��
'��#%"�#��J� I��I%&��C�P (celite) C%����B�$��� ����������B��$���F
�C%
��
F������%��!��D��\ 10 
���� C!�%�
F��� !���B���C��� ��J
�!�F�������CN���
�	��'�%��
	�&M�%$�
$��	�\HQN�� 25                
	%R��&C�&��� 

 
1.4 ����(�)����������������	����"#$� CMV 
 

�F��������\��
�	 CMV �	'&�C� 30RS ���I#������ �	
�#���%$%$��������E��
����#	�H!��� '�$��F���"C!� ' �����CN���
�	����� !����(��C�����(������K!	 1.3 K!�%�!� C%��
���N
 Nicotiana glutinosa 	��� 45-60 ��� �������"����
�	������H!
�����(�������(����K	% Lot "CD
$\D (1972) ' ���J
�
���N
���"� %	�����
 #�% (mosaic) H�
	� !��
����CN���
�	�������"C!�
��D��\ 30 ��� ��C!�% !���B���D	�  IM�%�H!"H!% �������
 �
���N
 500 ���� �� 0.5 M sodium 
citrate buffer, pH 6.5 ���"�#��J�"CD���� 5 mM ethylene diamine tetraacetic acid (EDTA) "CD 0.5% 
thioglycollic acid 	�����#���
���N
 1 �����#	
�e�e	�P 1 ��CC�C��� �������$�
�	%�������"�#��J� ��	%
�B��$��� !�� I!�K��
�%"C!��B� �B��$������� !������#	���	�\HQN�� 4 	%R��&C�&��� F�!	���
���� 
chloroform C%���B��$�����	�����#����������B��$���1 ��CC�C����#	 chloroform 1 ��CC�C��� ������ 
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3-5 ���� ��
�	$�
�B�H� �B� �B��$�����H����H����% !��$�����J� 8,000 �	
�#	���� (KUBOTA 7930, 
rotor GSA) ���	�\HQN�� 4 	%R��&C�&��� ��A���C� 10 ���� ��J
�#���B�������� 10% polyethylene 
glycol (PEG) (M.W. 6,000) �B� ��������	�\HQN�� 4 	%R��&C�&��� ��A���C� 30 ���� �������H���
�H����% !��$�����J� 8,000 �	
�#	���� ���	�\HQN�� 4 	%R��&C�&��� ��A���C� 10 ���� ��J
�D�	�
��������� !CDC���� suspending buffer (5 mM sodium borate buffer ���I�� 0.5 mM EDTA, pH 
9.0) ������� 120-150 ��CC�C��� ���� 2% Triton X-100 "C!��B� ��������	�\HQN�� 4 	%R��&C�&��� 
��A���C� 30 ���� �#	��B� ��H����H����% !��$�����J� 40,000 �	
�#	���� (Optima TM L-90K 
Ultracentrifuge, rotor 50.2 Ti) ���	�\HQN�� 4 	%R��&C�&��� ��A���C� 90 ���� ��J
�D�	���������� !
CDC���� suspending buffer  N ���CDC�������������� 0.5 ��CC�C��� ��#HC	  sucrose gradient 
$����K!�K!� 5-25% �����������!K!��$
� �B� ��H����H����% !��$�����J� 40,000 �	
�#	���� (rotor 
SW 41) ���	�\HQN�� 10 	%R��&C�&��� ��A���C� 90 ���� �D��%����HJ�"E
K	%����� (viral zone)  N 
���CDC�����"E
����"C!��B��� dialyse �� suspending buffer ���	�\HQN�� 4 	%R��&C�&��� K!��$
� 
' ���C����
�e�e	�P 2 $���% �� $����K!�K!�K	%����������� � ! !���$�
�	%���$'��'e'�����	�P���$#�
��� N �C
�"�% 260 ��'����� $B���\H�$����K!�K!�K	%����������� � !����N�� C = 
A260/E2600.1% �B�H� $#� E260 0.1% K	%��
�	 CMV ��#���
 5.0 (Franki et al., 1966) 

 
2.  ��������������-��������	�/��@����$A�-����������������-.�-�+����B��
�
�"#$� CMV 
 

�������$��DHP$���
�����(��K	%��
�	 CMV ���"����� � !' ���! 12% sodium dodecyl 
sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) 	�����#�� 6% stacking gel "CD 12% 
running gel �����(����K	% Laemmli (1970) ' ��B����	�#�%���CDC������������� � !���K!	 1.4 
I����
 2X loading buffer (0.1% bromophenol blue, 4% SDS, 5% 2-mercaptoethanol, 10% 
glycerol "CD 0.5 M Tris-HCl, pH 6.8) 	�����#�� 1:1 ��������B� ���!����B��� 
	 ��A���C� 5-10 
���� ��
�	$�
��C��H!��
"�#���	�#�%���B��"KJ%����� H�	 ���	�#�%���CDC�������C% HC��CD 15 
��'$�C��� ��!��D"��ee�� 50 '�C�P 30 ���� �B�H��
��C�#�� stacking gel "CD 100 '�C�P 100 
���� �B�H��
 running gel �!	�����C !�� staining solution (0.2% Coomassie Brilliant Blue R-250 ���
CDC���� 50% methanol "CD 7% acetic acid) ��� 10 ���� "C!�C!�%��C !�� destaining solution 
(25% methanol "CD 7% acetic acid) 2-3 $���% H�
	����#��D�HJ�"E
'������� ��� �����
����

K�� K	%"E
'�����H#	H�!�	��Q�$��
�	����� CMV ���F
��
"E
'���������U�� (LabAid; 
protein molecular weight marker #SM0431) $B���\�B��H���'�����H#	H�!�	��Q�$K	%��
�	����� 



9 
 

CMV  � "�C%��� Wilson et al. (1985) (' ������ �D�DH#�%K	%"E
'���������U��"�#CD"E

���H�� running gel �B���� 3 ��C $#��OC������� !�B� ���K������e����
��
K�� �B��H���'�����
����U��H��B��H���'�����H#	H�!�	��Q�$��
�	 CMV ' �C����!��� ���e) 

 
3.  ���C��������D�����.��"#$� CMV 
 

�B������(����K	% ����� (2549) ' ���J
�C
	 ���HNK	%��D�#���#	�����DO� ��D��!� !����
�	 
CMV �F
�	��A� normal serum &M�%��!��A� negative control �B�H��
"	���&�������IC��� ! �������I��
��
�	 CMV �	'&�C� 30RS 
�����(�� ��
 Complete Freund�s Adjuvant (CFA) 1:1 O� ��D��!���D�#��
F��(�P White New Zealand 	��� 2 � 
	� �B���� 1 ��� ' ���!�����\����� 1 ��CC����� O� �K!���!
I��H��%���%H�  4 $���% "�#CD$���%H#�%��� 1 ��� �HP ' �������O� ��$���%��� 2-4 �DI�� Incomplete 
Freund�s Adjuvant (IFA) ��J
�C
	 ���HN��D�#������� �HP��� 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 "CD��� �HP��� 12  

 
4.  �������-��.�1������
�
�����D���� 
 

H�$#�����	�PK	%"	���&���������J
� !��"�#CD$���%�#	��
�	 CMV �	'&�C� 30RS  !��
��$��$ indirect ELISA  � "�C%�����(����K	% Clark "CD Adam (1977) ' ��$C
	
HC�� ELISA 
 !����
�	 CMV �	'&�C� 30RS $����K!�K!� 5 ��'$������#	��CC�C��� �� carbonate coating buffer 
(CB) pH 9.6 �������HC��CD 50 ��'$�C��� 
#����	�\HQN�� 37 	%R��&C�&��� ��A���C� 1.30 ����'�% 
C!�%HC�� ELISA  !�� PBST [phosphate buffer saline (PBS), pH 7.2 +Tween-20] HC��CD 200 
��'$�C��� 3 $���%G CD 5 ���� �����������"	���&���������
	��%�� blocking solution (PBS+2% skim 
milk) "

 2-fold dilution �������� 1:100 ��EM% 1:819,200 �������HC��CD 50 ��'$�C��� �B� 
ELISA plate ��
#����	�\HQN�� 37 	%R��&C�&��� ��A���C� 1 ����'�% "C!� �M%C!�%HC�� ELISA  !�� 
PBST �����(������K!	 1.2 �������CDC�� goat anti-rabbit IgG conjugated with alkaline 
phosphatase (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) ��
	��% 1:10,000 �� blocking solution 
#����
	�\HQN�� 37 	%R��&C�&��� ��A���C� 1 ����'�% C!�%HC�� ELISA "C!�������
����� p-nitrophenyl 
phosphate (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA)  �������HC��CD 100 ��'$�C��� 
#����
	�\HQN�� 37 	%R��&C�&��� ��A���C� 30 ���� H�� ��������� !��������� 3N NaOH �������HC��CD 
50 ��'$�C��� �B����� $#���� N �C
�"�%���$������$C
�� 405 ��'����� (A 405)  !���$�
�	% 
ELISA reader  �B�H� $#���� N �C
�"�%�����A�
��$
	$#���������#�$#����	#��� !��� normal serum 
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�B������������
�
F��������#��A�'�$ 2 ��#� &M�%��!��A� negative control ���� �	
�F
�	H�$#�����	�P
K	%"	���&����"�#CD$���%��"�#CD$#�$�����
	��%�B����%H�  2 &�B� �B�"	���&����$���%�����$#�����	�P
�N%����� ����!������ C	%K����#	�� ��
�	%���"	���&������$���% �%�C#���������\"	���
	 ���
&������������ "CD"	���
	 ����� !��$���"KJ%"�%�������
��
	�F�'��
���C
	�'�����H#	H�!�
	��Q�$K	%��
�	 CMV (affinity)  ������  "�!�#�"	���&����"�#CD$���%���� !������IC����$���%����D
�����E�B�����!� !���%H� �J��� "�#��%��� C	%��%&�������������C
	�"	���&����$���%�����$#���
��	�P ������ ����!�#	� 

 
5.  FG�H�	B���/�)�-���	�
�

�$������������"#$� CMV �+���/���� indirect ELISA 
 

5.1  ���FG�H�"���
�
��I�I���/�)�-���	�	A�-���*"+/�	�������.�
*�(��� 
 

� �	
$����H��D��K	%
�e�e	�P 6 ���  �����!
 ���	�#�%�
F���� !"�# CB, CB 
���I�� 1% polyvinylpyrrolidone (PVP; Sigma�Aldrich, Gillingham, UK), CB ���I�� 0.2% 
diethyldithiocarbamic acid sodium salt (DIECA; Sigma, St. Louis, USA), PBS, PBS ���I�� 1% 
PVP "CD PBS ���I�� 0.2% DIECA �����(������K!	 4 ' ���!	�����#���
F�����A�'�$�#	

�e�e	�P 1: 5 �B������������
"	���&������
	��% 1:1,000 �� blocking solution "CD goat anti-rabbit 
IgG conjugated with alkaline phosphatase ��
	��% 1:10,000 �� blocking solution ��%"I����
� C	%"

 completely randomized design (CRD) ' ���"

"I����� C	% �%���  

 
��������P��� 1 
 �
F�����A�'�$�� CB 
��������P��� 2 
 �
F�����A�'�$�� CB ���I�� 1% PVP 
��������P��� 3 
 �
F�����A�'�$�� CB ���I�� 0.2% DIECA  
��������P��� 4 
 �
F�����A�'�$�� PBS 
��������P��� 5 
 �
F�����A�'�$�� PBS ���I�� 1% PVP 
��������P��� 6 
 �
F�����A�'�$�� PBS ���I�� 0.2% DIECA 
��������P��� 7 
 �
F��������� CB (�� $�
$��) 
��������P��� 8 
 �
F��������� CB ���I�� 1% PVP (�� $�
$��) 
��������P��� 9 
 �
F��������� CB ���I�� 0.2% DIECA (�� $�
$��) 
��������P��� 10 
 �
F��������� PBS (�� $�
$��) 
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��������P��� 11 
 �
F��������� PBS ���I�� 1% PVP (�� $�
$��) 
��������P��� 12 
 �
F��������� PBS ���I�� 0.2% DIECA (�� $�
$��) 
 

������ C	%�B� 4 &�B� (replication) �#	��������P �����
����
$#� signal-to-noise 
ratio (S/N ratio) (Halli et al., 2003) K	%"�#CD��������P' �$B���\���$#� S/N ratio = $#� A 405      
��'����� K	% positive control/$#� A 405  ��'����� K	% negative control $#� positive control 
$
	$#��OC��� A 405  ��'����� K	%�
F�����A�'�$���
 ��
�e�e	�P"�#CD��������P "CD negative 
control $
	$#��OC��� A 405  ��'����� K	%�
F����������
 ��
�e�e	�P��� � ��������
�
F�����A�
'�$ �B�$#��OC������� !���"�#CD��������P �����$��DHP$#�$���"������ � �	
$#�$���"���#�%
K	%$#��OC�����%�E�������D �
����B�$�V 0.05' ���(� Duncan�s New Multiple-Range Test (DMRT) 
IC���� !�D�B��H!�����E$� �C
	���� K	%
�e�e	�P����H��D��������B���
 ���	�#�%��F�����A�
'�$&M�%�H!$#� A 405  ��'����� ��� ������   

 
5.2  ���FG�H�"�����������
+�
+�/�)�-���	�
�
 blocking solution 
 

�����
����
$��������EK	% blocking solution � !"�# bovine serum albumin 
(BSA; Sigma, St. Louis, USA) "CD skim milk (SK; Difco Laboratories, Detroit, USA) �����
��	%��������� �����������#�B��F�D���D�% (non-specific reaction) �����(������K!	 4 ������ C	%
��! BSA "CD SK ��� 3 �D �
$����K!�K!� $
	 1% BSA, 3% BSA, 5% BSA, 1% SK, 3% SK "CD 
5% SK ���CB� �
 ' �
 �
F�����A�'�$��
�e�e	�P���$� �C
	�� !���K!	 5.1 	�����#�� 1: 5 �B�
�����������
"	���&���������
	��% 1:1,000 �� blocking solution "CD goat anti-rabbit IgG conjugated 
with alkaline phosphatase ��
	��% 1:10,000 �� blocking solution ��%"I����� C	%"

 
completely randomized design (CRD) ' ���"

"I����� C	% �%��� 
 
��������P��� 1 �
F�����A�'�$�B������������
"	���&������
	��% 1:1,000 �� 1% BSA  
��������P��� 2 �
F�����A�'�$�B������������
"	���&������
	��% 1:1,000 �� 3% BSA 
��������P��� 3 �
F�����A�'�$�B������������
"	���&������
	��% 1:1,000 �� 5% BSA 
��������P��� 4 �
F�����A�'�$�B������������
"	���&������
	��% 1:1,000 �� 1% SK  
��������P��� 5 �
F�����A�'�$�B������������
"	���&������
	��% 1:1,000 �� 3% SK  
��������P��� 6 �
F�����A�'�$�B������������
"	���&������
	��% 1:1,000 �� 5% SK  
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��������P��� 7 �
F��������B������������
"	���&������
	��% 1:1,000 �� 1% BSA (�� $�
$��) 
��������P��� 8 �
F��������B������������
"	���&������
	��% 1:1,000 �� 3% BSA (�� $�
$��) 
��������P��� 9 �
F��������B������������
"	���&������
	��% 1:1,000 �� 5% BSA (�� $�
$��) 
��������P��� 10 �
F��������B������������
"	���&������
	��% 1:1,000 �� 1% SK (�� $�
$��) 
��������P��� 11 �
F��������B������������
"	���&������
	��% 1:1,000 �� 3% SK (�� $�
$��) 
��������P��� 12 �
F��������B������������
"	���&������
	��% 1:1,000 �� 5% SK (�� $�
$��) 
 

�B� 4 &�B��#	��������P �����
����
$#� signal-to-noise ratio (S/N ratio) �����(����
��K!	 5.1 �B�H�  positive control $
	$#��OC��� A 405  ��'����� K	%�
F�����A�'�$�B����������
��
"	���&���������
	��%�� blocking solution "�#CD��������P "CD negative control $
	$#��OC���      
A 405  ��'����� K	%�
F������������! blocking $����K!�K!�"CD��� � ��������
 �
F�����A�'�$ 
�B�$#��OC������� !���"�#CD��������P�����$��DHP$#�$���"������ � �	
$#�$���"���#�%K	%
$#��OC�����%�E�������D �
����B�$�V 0.05' ���(� Duncan�s New Multiple-Range Test (DMRT) IC���
� !�D�B��H!�����E$� �C
	���� K	% blocking solution ��������E�H!IC�����	%��������� ���������
��#�B��F�D���D�% ������  

 
5.3  ���FG�H��.������#���
/�)�-���	�
�
�����D���� 
 

�C
	�"	���&����$���%�����$#�����	�P�N%����� ����!����������
����
	���������
	
��%K	%"	���&��������H��D���B�H��
�B�����!�����	
��������� 3 �D �
 $
	 1:250, 1:500 "CD 
1:1,000 �����(������K!	 4 ' �
 �
F�����A�'�$��
�e�e	�P���$� �C
	�� !���K!	 5.1 	�����#��     
1: 5 �B������������
"	���&���������
	��%�� blocking solution &M�%$� �C
	�� !���K!	 5.2 "CD goat 
anti-rabbit IgG conjugated with alkaline phosphatase ��
	��% 1:10,000 �� blocking solution ��%
"I����� C	%"

 completely randomized design (CRD) ' ���"

"I����� C	% �%��� 

   
��������P��� 1 ��!�
F�����A�'�$�B������������
"	���&������
	��% 1:250  
��������P��� 2 ��!�
F�����A�'�$�B������������
"	���&������
	��% 1:500  
��������P��� 3 ��!�
F�����A�'�$�B������������
"	���&������
	��% 1:1,000  
��������P��� 4 ��!�
F��������B������������
"	���&������
	��% 1:250 (�� $�
$��) 
��������P��� 5 ��!�
F��������B������������
"	���&������
	��% 1:500 (�� $�
$��) 
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��������P��� 6 ��!�
F��������B������������
"	���&������
	��% 1:1,000 (�� $�
$��) 
 

�B� 4 &�B��#	��������P �����
����
$#� signal-to-noise ratio (S/N ratio) �����(����
��K!	 5.1 $#� positive control $
	$#��OC��� A 405  ��'����� K	%�
F�����A�'�$�B������������

"	���&������"�#CD��������P "CD negative control $
	$#��OC��� A 405  ��'����� K	%�
F�������
����B������������
"	���&�������$#�$�����
	��%� ��������
�
F�����A�'�$ �B�$#��OC������� !���"�#CD
��������P�����$��DHP$#�$���"������ � �	
$#�$���"���#�%K	%$#��OC�����%�E�������D �

����B�$�V 0.05' ���(� Duncan�s New Multiple-Range Test (DMRT) IC���� !�D�B��H!�����E
$� �C
	�$#�$�����
	��%K	%"	���&��������H��D������D�B�����!����������	
 CMV  !����(� 
indirect ELISA �#	�� 

 
6.  ���/�	�������A��(�������
  
 

6.1  /�	�������A��(�������

�
�����D�����.��"#$�1���	/�)�
+�/A����(���  
 

� �	
$����B��F�D���D�%K	%"	���&�������IC��� !�#	��
�	��������F
�#������"F�#
�D
� �K!��B�C��F�������D��R������������%��K	% Green (1993) � !"�# Alfalfa mosaic virus 
(AMV), Chili veinal mottle virus (CVMV), Pepper mild mottle virus (PMMoV),  Potato virus Y 
(PVY), Tobacco etch virus (TEV), Tobacco mosaic virus (TMV) "CD Tomato spotted wilt virus 
(TSWV)  !����(� indirect ELISA �����(������K!	 4 ' ���!
�e�e	�P blocking solution "CD
	�����#��K	%"	���&���� ����H��D�����IC���� C	%���� !��K!	 5 �B�H��
��
�	 CVMV, PVY, 
TMV "CD TSWV ����B���� �	
� !��
$���	���$��DHP����� Q�$����'�$F
� $\D��T��
�B�"F%"�� �H������C����T��R����P ��K\D�����
�	 AMV, PMMoV "CD TEV ���%&
�	��C
	�
'�����H#	H�!�	��Q�$�����#��$��������E������#	'�$"C!����
��T�� Agdia Inc. (Elkhart, 
Indiana, USA) �B�H� �H!��B�$�������
F�������� ��
�	 CMV   �	'&�C� 30RS �B������������
"	���
&�������IC��� !��A� positive control "CD��B�$�������
F��������B������������
"	���&������A� 
negative control 
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6.2  /�	�������A��(�������

�
�����D�����.��"#$� CMV  
 

���	�#�%����B���� �	
� !"�# ���	�#�%F������"� %C��T\D	�����
 #�% ���K����K!�
�C�
���K���	#	� �
C�
������CJ� I� �N��#�%"CDCB��!�"$�D"��J� &M�%��J
���"�C%�CN�F�����
��%H�� ����T��P(��� �$�R��(������ F��C�%"CD��%H�� �%KC� ���	�#�%��
�	 CMV subgroup I "CD 
subgroup II (Agdia Inc., Elkhart, USA) � �	
 !����(� indirect ELISA �����(������K!	 6.1 
�����
����
IC���� !��
'�'�'$C�	C"	���
	 ��#	��
�	����� CMV �����$����B��F�D�#	��
�	 CMV 
subgroup I "CD subgroup II &M�%� !��
����� Q�$����'�$F
� $\D��T���B�"F%"�� 
�H������C����T��R����P &M�%��!��A� positive control �B�H��
 negative control $
	���	�#�%�
F���
�����B������������
"	���&�����#	��
�	 CMV ���IC��� ! 
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C�����������C����/���
 
 

1.  ����������"#$� CMV �(#)�*"+��,��������� 
 

1.1 �-�.
/�)��
�
�"#$� CMV 
 

��
�	%��������� C	%��%K� "	���&��������B��F�D�#	��
�	 CMV �B��H!��#�����E
$� �C
	���
�	 CMV ���F�����F
������CN���Q�$��!� !' ���%  �%���������� C	%�M%��!���	�#�%��
�	 
CMV �	'&�C� 30RS &M�%"��� !������	�#�%F��������J
� !�����%H�� ����(��� "CDI#�����"���H!
��A����F��(�P� ����G (single isolation) 
��
E���F�#�"C!� �B�����!��A�"	�����������IC��            
"	���&�����#	� ' ���
�	 CMV �	'&�C� �%�C#��� !��
$���	���$��DHP�����Q�$����'�$F
� $\D
��T���B�"F%"�� �H������C����T��R����P ' ���
�	 CMV ����B�����!������ C	%K\D����EN�
��J
"CD�F��������\	�N#���!�CB�'F% (Datura stramonium) (Q�F��� 1) 	�#�%���J���Q��HC�%� !��

��
�	 CMV �	'&�C� 30RS "C!� ������ C	%� !�B���������	
��
�	 CMV ���!�CB�'F%	��$���% 
' ���!'�'�'$C�	C"	���
	 �����B��F�D�#	��
�	 CMV  !����(� indirect ELISA IC���� !F
�#�
���	�#�%��
�	��������� !��
���H!IC
����
'�'�'$C�	C"	���
	 � (Q�F��� 2�) ' ������
����
��

���	�#�%��
�	 CMV ���"����� 
�����(��&M�%��!��A� positive control (Q�F��� 2K) "CD���	�#�%�!�CB�'F%
����&M�%��!��A� negative control  

 
1.2  ���/�	������	�����*�����������
�
�"#$� CMV 
 

� �	
$��������E������#	'�$��F��� (Capsicum annuum) K	%��
�	 CMV 
�	'&�C� 30RS ���� !��
��&M�%�F��������\��
�		�N#���!�CB�'F%	��$���%' �����CN���
�	�����C%
��

F���F��(�P
�%�!�%	��� 30 ���  !����(��C �����(����K	% �\�����P "CD ����� (2547) IC���� !F
�#���
�	 
CMV  �	'&�C� 30RS ��%$%$��������E�#	'�$�H!��
�!�F���� ! ' �F����D�����"� %	�����H!
�HJ�Q�����D�D��C� 20 ��� HC�%���� !��
��
�	����� &M�%C��T\D	������������HC�%����!�F���
� !��
��
�	�������"C!���D��\ 30 ��� � !"�#	�����
 #�%���K����K!��C�
���K���	#	� �
F�����
�N��#�%I� ��������� C�
������CJ�"CDCB��!�F���"$�D"��J� (Q�F��� 3)  
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B�(/�) 1 �!�CB�'F%�CN���
�	 Cucumber mosaic virus �	'&�C� 30RS "� %	�����
 #�%�K����K!� 
              �C�
���K���	#	�   
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B�(/�) 2 IC��������	
��
�	 Cucumber mosaic virus �	'&�C� 30RS ����!�CB�'F%  !����(�  
              indirect ELISA ' ���!'�'�'$C�	C"	���
	 �����B��F�D�#	��
�	 CMV (�) �����
����
 
              ��
��
�	 Cucumber mosaic virus "����� 
�����(��&M�%��!��A� positive control (K) "CD 
              ���	�#�%�!�CB�'F%����&M�%��!��A� negative control 
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B�(/�) 3 F���F��(�P
�%�!�%�CN���
�	 Cucumber mosaic virus �	'&�C� 30RS "� %	�����
 #�%  
              ���K����K!��C�
���K���	#	� �
F������N��#�%I� ��������� C�
������CJ�"CDCB��!�F��� 
               "$�D"��J� HC�%���� !��
��
�	�����Q�����D�D��C� 30 ��� 

 
 
 
 
 
 

1.3 ����(�)����������������	����"#$� CMV 
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�F��������\��
�	 CMV �	'&�C� 30RS ���I#������ �	
�#���%$%$��������E��

����#	�H!��� '�$��F���"C!���K!	 1.2 ' �����CN���
�	����� !����(��CC%�����N
 Nicotiana 

glutinosa �����(����K	% �\�����P "CD ����� (2547) �������"����
�	������H!
�����(�������(����K	% 
Lot "CD$\D (1972) IC���� !F
�#�Q��HC�%����CN���
�	 CMV C%�����N
���D�D��C� 5-7 ��� 
���N
�D�����"� %	�����H!�HJ����
����\�
�	 &M�%�D��C��T\D'$!%%	 ��������
�	 ���N
�D"� %
	���� #�%�K����K!��C�
�K���	#	� �
���N
���N��#�%I� ���������"CDCB��!����N
"� %	����
"$�D"��J�HC�%���� !��
��
�	�������D��\ 14-30 ��� (Q�F��� 4) 

 
  �����"����
�	 CMV �	'&�C� 30RS ����
���N
 N. glutinosa ����CN���
�	�����

��A���C� 30 ��� �����(����K	% Lot "CD$\D (1972) Q��HC�%$B���\$����K!�K!�K	%��
�	����� 
(C) ���������� !����N�� C = A260/E260 0.1% ' �$#� E2600.1% K	%��
�	 CMV ��#���
 5.0 F
�#������
� C	%�����E"����� ��
�	������ !��D��\ 8 ��CC������#	�
���N
����B���"����
�	�����         
500 ���� 

 
2.  ��������������-��������	�/��@����$A�-����������������-.�-�+����B��
�
�"#$� CMV 
 

�������$��DHP$���
�����(��K	%��
�	 CMV �	'&�C� 30RS ���"����� � !' ���! 12% 
SDS-PAGE �����(����K	% Laemmli (1970) IC���� !F
�#���
�	����������� � !$#	�K!�%
�����(�� ' �
F
"E
�B��H���'��C��C'�����H#	H�!�	��Q�$K	%��
�	 CMV �F��%"E
� ���&M�%��K�� ��D��\ 27 
��'C �C��� (Q�F��� 5) ��
�	�����
����
��
K�� K	%"E
'���������U�� &M�%�H!IC�	 $C!	%��

������%��K	% �\�����P"CD$\D (2547) ���"����� ��
�	 CMV �	'&�C� � ��������
������ C	%
"C!�� !��B�H���'��C��C'�����H#	H�!�	��Q�$K	%��
�	�������� �����D��\ 27 ��'C �C���  
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B�(/�) 4 ���N
 Nicotiana glutinosa "� %	�����
 #�% #�%�K����K!��C�
�K���	#	� �
���N
���N��#�% 
              I� ���������"CDCB��!����N
"� %	����"$�D"��J�HC�%���� !��
��
�	  
              Cucumber mosaic virus �	'&�C� 30RS 30 ��� 
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B�(/�) 5 IC������$��DHP$���
�����(��"CD�B��H���'��C��C'�����H#	H�!�	��Q�$K	%��
�	  
Cucumber mosaic virus �	'&�C� 30RS ���"����� 
�����(��  !�� 12% sodium dodecyl  
sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis �����
����
��
'���������U�� (�#	%��� 1)  
"CD���N
 Nicotiana glutinosa ���� (�#	%��� 2) 

 
 
 
 
 
 

3.  ���C��������D�����.��"#$� CMV 
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 ���IC��"	���&������!��
�	 CMV �	'&�C� 30RS ���"���H!
�����(����A�"	������O� ��D��!�
��D�#�� �B���� 1 ��� ����������H�$#�����	�PK	%"	���&�����#	��
�	 CMV �����J
� !��"�#CD$���% 
 !����(� indirect ELISA F
�#���$#�����	�P	�N#���#�% 8,000-1,024,000 ' ���� �HP��� 5, 6, 7 "CD 8 
�D��$#� ����	�P�N%�� $
	 1,024,000 (Q�F��� 6) 	�#�%���J��������� �	
� !�B�"	���&����$���%�����
$#�����	�P�N%� !"�#��� �HP��� 5, 6, 7 "CD 8 ����!������ C	%K����#	�� ��
�	%���"	���&������
$���% �%�C#���������\"	���
	 ���&������������ "CD"	���
	 ����� !��$���"KJ%"�%�������
��
     
	�F�'��
���C
	�'�����H#	H�!�	��Q�$K	%��
�	 CMV (affinity)  ������   
 
4. ���FG�H�	B���/�)�-���	�	A�-���*"+����	���"#$� CMV �+���/���� indirect ELISA 
 

4.1  ���/�	��"���
�
��I�I���/�)�-���	�	A�-��������������.�
*�(��� 
 

������ C	%�C
	���!
�e�e	�P��������B�����!�����
 ���	�#�%F
������
�����	
 !����$��$ ELISA � !"�# carbonate coating buffer (CB) &M�%��A�
�e�e	�P�����$���
�H��D���B�H��
�H!'������M ��  ELISA plate � ! � (Crowther, 2001) "CD phosphate buffer saline 
(PBS) &M�%��A�
�e�e	�P���������!��%��� C	% !��&���������"CD���'��C��C (Scarpa "CD$\D 
2010) 	�#�%���J��������� C	%� !I�������
���%������  phenolic oxidation ������ KM��K\D
 �

F��� � !"�# 1% PVP "CD 0.2% DIECA C%��
�e�e	�P CB "CD PBS ���CB� �
 ���
�e�e	�P�����!
�����
 ���	�#�%�
F��������� C	%$���%��������%H�  6 ���  � !"�# 
�e�e	�P CB "CDCB ���I�� 
1% PVP, CB ���I�� 0.2% DIECA, PBS, PBS ���I�� 1% PVP "CD PBS ���I�� 0.2% DIECA 

 
�����������
����
$��������EK	%
�e�e	�P���% 6 ���  F
�#����	�#�%�
F������


  !��
�e�e	�P���% 6 ���  ��K	%��B�$�����%$%�����K��� ��
�	�B���B�$����
F�����A�'�$������������

�e�e	�P���% 6 ���  �������	
���������F
�#��
F����� ��
�	 CMV &M�%
 ��
�e�e	�P CB "CDCB 
���I�� 1% PVP, CB ���I�� 0.2% DIECA, PBS, PBS ���I�� 1% PVP "CD PBS ���I�� 0.2% 
DIECA �H!$#� A405 �OC�����D��\ 2.244, 2.240 1.213, 1.638, 1.037 "CD 2.116 ���CB� �
 ��
�	
�����
����
��
�
F�������&M�%
  !��
�e�e	�P��� � �������H!$#� A405 �OC�����D��\ 0.438, 
0.482, 0.322, 0.623, 0.569 "CD 0.684 ���CB� �
 (����%��� 1) ��
�	�����
����
$���"���#�%��%  
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B�(/�) 6 ���e"� %$#�����	�PK	%"	���&�����#	��
�	 C
u
cu

m
b
er m

o
sa

ic v
iru

s ��"�#CD$���%����B������J
�C
	 �����D�#�� 
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�E���' ���!$#� S/N ratio F
�#������!
�e�e	�P CB "CDCB ���I�� 1% PVP �H!$#���#"���#�%��� 
(Q�F��� 7) �����E��!��� � ��� H�M�%�J� !  �%���������� C	%K����#	���M%�C
	���!
�e�e	�P CB 
��
�	%�����#�B���A��!	%I����� PVP &M�%�!	%&
�	�F�������  
 

4.2 ���FG�H�"�����������
+�
+�/�)�-���	�
�
 blocking solution 
 

��������
����
$��������E�������	%���������  non-specific reaction K	% 
blocking solution 2 ���  � !"�# bovine serum albumin (BSA) "CD skim milk (SK) ���$����K!�K!� 
1% BSA, 3% BSA, 5% BSA, 1% SK, 3% SK "CD 5% SK ���CB� �
 F
�#� blocking solution 
��� �����! skim milk �����E��	%���������  non-specific reaction � ! ���#� BSA &M�%��%���� !���
$#� A405 ������� �	
��

�e�e	�P&M�%��$#���B� "CD��#�#�%���F
����� (����%��� 2) ��
�	�����
����

$���"���#�%��%�E���' ���!$#� S/N ratio  F
�#� �����! blocking solution ������������ 1% SK, 
3% SK "CD 5% SK ��#��$���"���#�%��%�E����B��H!�����E��!��� � ��� H�M�%� ! (Q�F��� 8) 
	�#�%���J��������� C	%�C
	� 1% SK �B�H��
��!������ C	%�#	�� ��
�	%�����!��$���
�K!�K!������B� 
 

4.3 ���FG�H��.������#���
/�)�-���	�
�
�����D���� 
 
��������
����
$��������E�������� ���������K	%"	���&��������B��F�D�#	��
�	 CMV ���

$#������
	��% 3 �D �
 � !"�# 1:250, 1:500 "CD 1:1,000 �� 1% skim milk (SK) F
�#��H!$#� A405 
�OC�����D��\ 3.898, 3.652 "CD 3.555 ���CB� �
 ��
�	�����
����
��
�
F�������&M�%�B������������

"	���&�������$#�$�����
	��%� �������H!$#� A405 �OC�����D��\ 0.192, 0.175 "CD 0.110 ���CB� �
 
(����%��� 3) ��
�	�����
����
$���"���#�%��%�E���' ���!$#� S/N ratio F
�#����$#������
	��%��#��
$���"���#�%��%�E��� (Q�F��� 9)  �%���������� C	%�M%�C
	���!"	���&���������
	��%�� 1% SK 
	�����#�� 1:1000 �F
�	��!����������	
��
�	 CMV ��K����	��#	�� ��
�	%��������E��
	��%
"	���&����� !�N%��  �M%��!"	���&���������\����!	�����������	
���	�#�%��
�	��������B���� 
(sample) �����#���� 
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����
/�) 1 $��������EK	%
�e�e	�P���% 6 ���  ��������������	�#�%�
F����F
�	�B���� �	
 !�� 
                ��(� indirect ELISA 
 

/��/����� �.� A405 �S��)� (4 D$A�) �.� S/N ratio 
�S��)� *�(�������"#$�1���	 

CMV 
   *�(������� 

�������.�
*�(���*� CB 2.244 0.438 5.1 

 ���	�#�%�
F����� CB+1%PVP 2.240 0.482 4.6 

 ���	�#�%�
F����� CB+0.2%DIECA 1.213 0.322 3.7 

 ���	�#�%�
F����� PBS 1.638 0.623 2.6 

 ���	�#�%�
F����� PBS+1%PVP 1.037 0.569 1.7 

 ���	�#�%�
F����� PBS+0.2%DIECA 2.116 0.684 3.0 

 
 

 
B�(/�) 7 ICK	%
�e�e	�P�����!
 ���	�#�%�
F����� ��
�	����� Cucumber mosaic virus �#	$#�$��� 
               N �C
�"�%��� A405 ��'����� ��
�	� �	
 !��"	������  !����(� indirect ELISA  
              ��D����$���"���#�%��%�E����#	$#� signal-to-noise (S/N) ratio ���	��T�����H�
	������#�� 
              $���"���#�%��%�E�������D �
����B�$�V 0.05   
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����
/�) 2 $��������E�������	%���������  non-specific reaction K	% blocking solution 2  
   ���  � !"�# bovine serum albumin (BSA) "CD skim milk (SK) �F
�	�B���� �	
 

                  !����(� indirect ELISA 
 

/��/����� �.� A405 �S��)� (4 D$A�) �.� S/N ratio 
�S��)� *�(�������"#$�

1���	 CMV 
   *�(������� ��I�I��� 

1% BSA 2.75 0.45 0.25 10.4 
3% BSA 3.00 0.53 0.34 9.7 
5% BSA 3.05 0.53 0.27 10.5 
1% SK 2.27 0.20 0.16 163.8 
3% SK 2.33 0.19 0.14 46.7 
5% SK 2.73 0.20 0.16 47.1 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

B�(/�) 8 ICK	%
�e�e	�P�����!
 ���	�#�%�
F����� ��
�	����� Cucumber mosaic virus �#	$#�   
        $��� N �C
�"�%��� A405 ��'����� ��
�	� �	
 !��"	������  !����(� indirect ELISA  
        ��D����$���"���#�%��%�E����#	$#� signal-to-noise (S/N) ratio ���	��T�����H�
	������#�� 
        $���"���#�%��%�E�������D �
����B�$�V 0.05 ���$��DHP !�� Duncan�s Multiple Range Test  
        (DMRT)                                  
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����
/�) 3 $��������EK	%
�e�e	�P���% 6 ���  ��������������	�#�%�
F����F
�	�B���� �	
 !�� 
                ��(� indirect ELISA 

 

/��/����� �.� A405 �S��)� (4 D$A�) �.� S/N ratio 
�S��)� *�(�������"#$�1���	 

CMV 
   *�(������� 


 ���	�#�%�
F����� CB 3.898 0.192 20.69 

 ���	�#�%�
F����� CB+1%PVP 3.652 0.175 21.37 
�������.�
*�(���*� CB+0.2%DIECA 3.555 0.110 40.01 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

B�(/�) 9 ICK	%�����
	��%"	���&���� (As-CMV) �#	$#�$��� N �C
�"�%��� A405 ��'�����  
              ��
�	� �	
 !��"	������ !����(� indirect ELISA ��D����$���"���#�%��%�E����#	$#�  
              signal-to-noise ratio ���	��T�����H�
	������#��$���"���#�%��%�E�������D �
����B�$�V  
              0.05 ���$��DHP !�� Duncan�s Multiple Range Test (DMRT) 
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5.  ���/�	�������A��(�������

�
�����D�����.��"#$� CMV  
 

���Q�F"�C%�CN��	������
�	 CMV ����K!��B�C��F���"C!���%����
�	 Alfalfa mosaic virus 
(AMV), Chili veinal mottle virus (CVMV), Pepper mild mottle virus (PMMoV), Potato virus Y 
(PVY), Tobacco etch virus (TEV), Tobacco mosaic virus (TMV) "CD Tomato spotted wilt virus 
(TSWV) ��������E�K!��B�C��F���� !  �%��������B�"	���&��������!����������	
��
�	 CMV ��
F����M%$�������	
$����B��F�D���D�%K	%"	���&������
��
�	����� �%�C#��K!�%�!� !��  

 
������ �	
$����B��F�D���D�%K	%"	���&���� !����(� indirect ELISA ' ���!��
�	�����

����K!��B�C��F��� �%�C#��K!�%�!��B���� 7 ���  F
�#�"	���&���������E�B�����������B��F�D���D�%
��
��
�	����� CMV �	'&�C� 30RS ' ��H!$#� A405 ��#���
 1.57 "CD��#�B����������K!����
��
�	
�������� 	
������B���� �	
 (����%��� 4) "CD��
�	�B�"	���&�������IC��� !���������$��DHP
$����B��F�D���D�%�#	��
�	 CMV subgroup I, II "CD���	�#�%��
�	 CMV &M�%��J
� !���"�C%�CN�
F�������%H�� ����T��P(��� �$�R��(������ F��C�%"CD��%H�� �%KC� �B���� 15 �	'&�C� ���
�H!IC��A�
�������������	
 !����(� Reverse transcription polymerase chain reaction (RT-
PCR) ' ���!�F���	�P����B��F�D�#	��
�	 CMV (�\�����P, 2554) �����������	
 !����(� indirect 
ELISA F
�#�"	���&���������E�B������������
��
�	 CMV ���% 2 subgroup "CD��
�	 CMV ���% 15    
�	'&�C� � !  �%"� %������%��� 5 &M�%"� %�#�"	���&������������	
��
�����
�
�	
���	�������
����������
������
�	
�����
����

����� 	�
�!��"���#$%�&���' CMV ��%� 2 subgroup (common 
epitope) 

 

"�!�#�"	���&�������IC��� !�����
�	 CMV �	'&�C� 30RS &M�%�� 	�N#�� subgroup I (QN����E, 
2553) �D�����E�B������������
��
�	 CMV � !���% 2 subgroup 	�#�%���J��������� C	%F
�#�
���������K	%"	���&�����#	��
�	 CMV subgroup I "CD II �H!$#� A405 ���"���#�%��� ' �"	���&�������
IC��� !�����E�B����������� ! � (strong reaction) �#	��
�	 CMV subgroup I ' ��H!$#� A405 ��#���
 
2.51 ��K\D���"	���&����&M�%�����E�B�����������#	 CMV subgroup II �H!$#� A405 �F��% 0.52 ���%���
	����A�IC�

��
�	%�����$���HC��HC��K	%��
�	 CMV ��"�#CD subgroup ������B����K	%	�F�
'��&M�%	�N#
���C
	�'�����H#	H�!�	��Q�$K	%��
�	�����"���#�%��� (Hsu "CD$\D, 2000) �#%IC
�H!"	���&����&M�%IC��� !�����
�	 CMV subgroup I �����E�B����������� ! ���
��
�	 CMV ���	�N#�� 
subgroup I �����#���
�	 CMV ���	�N#�� subgroup II  
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����
/�) 4 IC��������	
$����B��F�D���D�%K	%"	���&�����#	��
�	������B���� 7 ���   
   ����K!��B�C��F���  !����(� indirect ELISA 

    

�"#$�1���	/�)�A���/�	�� Anti-CMV PAb 
CMV �	'&�C� 30RS + 
AMV - 
CVMV - 
PMMoV - 
PVY - 
TEV - 
TMV - 
TSWV - 
�
F������� - 

    

-����-��  negative control $
	 "	���&�����#	��
�	 CMV �B������������
���	�#�%�B��$����
F������� 
$#� A405 �OC�����#���
 0.1 (����%I������ �1) 
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����
/�) 5 IC����B����������K	%"	���&�����#	��
�	 Cucumber mosaic virus  !����(� indirect ELISA 
 

1��D��/ (#"��F�� 	���/�)��c� Anti-CMV PAb 
CMV30RS F��� ��%��� �. ����(��� + 
CMV subgroupI - - + 
CMV subgroupII - - + 
TaN-6 F��� 	. �#���D �. ����T��P(��� + 
TaN-10 F��� 	. �#���D �. ����T��P(��� + 
PaN-3 F��� 	. ���F��% �. �$�R��(������ + 
PaN-5 F��� 	. ���F��% �. �$�R��(������ + 
KhaP-1 F��� 	. �K������ �. F��C�% + 
KhaP-2 F��� 	. �K������ �. F��C�% + 
KhaP-7 F��� 	. �K������ �. F��C�% + 
KhaP-9 F��� 	. �K������ �. F��C�% + 
KhP-2 F��� 	. $��K��� �. F��C�% + 
RaS-4 F��� 	. �D'�  �. �%KC� + 
RaS-6 F��� 	. �D'�  �. �%KC� + 
RaS-8 F��� 	. �D'�  �. �%KC� + 
RatS-3 F��� 	. ���QN�� �. �%KC� + 
RatS-8 F��� 	. ���QN�� �. �%KC� + 
RatS-10 F��� 	. ���QN�� �. �%KC� + 
�
F������� - - - 
 

-����-��    negative control $
	 "	���&�����#	��
�	 CMV �B������������
���	�#�%�B��$����
F���������$#� 
A405 �OC�����#���
 0.1 (����%I������ �1) 
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	���C����/���
 
 

1. ��!���	�#�%��
�	 CMV �	'&�C� 30RS &M�%"��� !������	�#�%F��������J
� !�����%H�� 
����(��� ��A�"	�����������IC��"	���&���� Q��HC�%� �	
����#	'�$��F���	��$���%' ����
�CN���
�	 CMV C%��F���F��(�P
�%�!�%	��� 30 ���  !����(��C F
�#���
�	 CMV �	'&�C� 30RS ��%$%
$��������E������#	'�$�H!��
�!�F���� ! ' �F����D"� %	�����
 #�%���K����K!��C�
���K���
	#	� �
F������N��#�%I� ��������� C�
������CJ�"CDCB��!�F���"$�D"��J��H!�HJ�Q�����D�D��C� 
30 ��� HC�%���� !��
��
�	�����  

 
2. �F��������\��
�	 CMV �	'&�C� 30RS ���I#������ �	
�#���%$%$��������E�����

�#	�H!��� '�$��F���"C!� ' �����CN���
�	����� !����(��CC%�����N
 Nicotiana glutinosa &M�%
Q��HC�%���� !��
��
�	�������A���C���� 7 ��� ���N
�D�����"� %	�����H!�HJ����
����\�
�	 &M�%
�D��C��T\D'$!%%	 ��������
�	 ���N
�D"� %	���� #�%�K����K!��C�
�K���	#	� �
���N
��
�N��#�%I� ���������"CDCB��!����N
"� %	����"$�D"��J�HC�%���� !��
��
�	�������D��\ 14-
30 ���  

 
3. "����� ��
�	����� CMV ������N
 N. glutinosa  !����(� sucrose density gradient 

centrifugation ��������������$��DHP$���
�����(��"CD���� N"E
�B��H���'��C��C'�����H#	H�!�
	��Q�$��
�	����� !�� 12% SDS -PAGE F
�#���
�	 CMV ������ � !$#	�K!�%
�����(�� ' �F
"E
�B��
H���'��C��C'�����H#	H�!�	��Q�$K	%��
�	 CMV �F��%"E
� ���&M�%��K�� ��D��\ 27 ��'C �C��� 

 
4. ���IC��"	���&������!��
�	 CMV �	'&�C� 30RS 
�����(����A�"	������O� ��D��!���D�#�� 

' �O� �K!���!I��H��%���%H�  4 $���% "�#CD$���%H#�%��� 1 ��� �HP ���%H�  4 $���% �#	���J
�C
	 ���HN
��D�#������� �HP��� 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 "CD��� �HP��� 12 ����������H�$#�����	�PK	%"	���
&�����#	��
�	 CMV  !����(� indirect ELISA F
�#���$#�����	�P	�N#���#�% 8,000-1,024,000 ' �
��� �HP��� 5, 6, 7 "CD 8 �D��$#�����	�P�N%�� $
	 1,024,000  

 
5. ���RM�T��Q��D����H��D����K����	����������
�	 CMV  !����$��$ indirect ELISA 

F
�#� $��
 �
F����� CB "CD��	%��������� �����������#�B��F�D���D�% (non-specific reaction) 
 !�������! 1% skim milk ��A� blocking solution ��!"	���&�����#	��
�	 CMV �����
	��% 1:1,000 
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 6. ���RM�T�$����B��F�D���D�%K	%"	���&����' ���!��
�	���������K!��B�C��F��� �B���� 7 
���  � !"�# Alfalfa mosaic virus, Chili veinal mottle virus, Pepper mild mottle virus, Potato virus 
Y, Tobacco etch virus, Tobacco mosaic virus "CD Tomato spotted wilt virus F
�#�"	���&�������
IC��� !�B�����������OF�D���D�%��
��
�	 CMV ���% subgroup I "CD II "CD��
�	 CMV ����	'&�C����
�B���� �	
�B���� 15    �	'&�C� &M�%��J
�����"�C%�CN�F�����F
�����Q�$��! "�#��#�B����������
K!����
F
�����"CD��
�	�������� 	
������B���� �	
���%H�  
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B��C��� �. 
 

����
C���/�) �1 IC��������	
$����B��F�D���D�%K	%"	���&�����#	��
�	���������K!��B�C��F��� 
                              "CD��
�	 Cucumber mosaic virus  !����(� indirect ELISA 
 

�"#$�1���	/�)�A���/�	�� �����D�����.� 
�"#$� CMV  

�"#$�1���	/�)�A���/�	�� �����D�����.� 
�"#$� CMV  

CMV30RS 1.57 CMV �	'&�C� PaN-5 1.29 
CMV subgroupI 2.51 CMV �	'&�C� KhaP-1 1.32 
CMV subgroupII 0.52 CMV �	'&�C� KhaP-2 1.46 
AMV 0.043 CMV �	'&�C� KhaP-7 1.39 
CVMV 0.052 CMV �	'&�C� KhaP-9 1.37 
PMMoV 0.035 CMV �	'&�C� KhP-2 1.33 
PVY 0.074 CMV �	'&�C� RaS-4 1.42 
TEV 0.093 CMV �	'&�C� RaS-6 1.41 
TMV 0.047 CMV �	'&�C� RaS-8 1.34 
TSWV 0.087 CMV �	'&�C� RatS-3 1.33 
CMV �	'&�C� TaN-6 1.31 CMV �	'&�C� RatS-8 1.37 
CMV �	'&�C� TaN-10 1.30 CMV �	'&�C� RatS-10 1.29 
CMV �	'&�C� PaN-3 1.39 �
F������� 0.10 

 
-����-��  $#� negative control K	%"	���&�����#	��
�	 CMV ��$#���#���
 0.2 
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B��C��� 
. 
 

��I�I���/�)*"+��g��"#$�1���	 CMV �
(#"/�	�� (Noordam, 1973) 
 

1. 0.01M phosphate buffer, pH 7.0 
������� !���CDC�� KH2PO4 1.362 �������B���C���������� 1,000 ��CC�C��� (���CDC�� 

'F"���&���) �������CDC�� Na2HPO4 1.781 ���� ���B���C���������� 1,000 ��CC�C��� (���CDC�� 
'&� ���) �B����CDC��'F"���&���������� 49 ��CC�C��� I�����CDC��'&� ���������� 51
��CC�C��� 
 

�����������I�I���"����.�
x /�)*"+*��/����/�
 indirect ELISA (Clark ��� Adam, 1977) 
 

1. Phosphate buffer saline (PBS); pH 7.4 
NaCl     8.0  ���� 
Na2HPO4.12H2O   2.9  ���� 
KH2PO4    0.2  ���� 
KCl     0.2  ���� 
 

���
 pH �H!� ! 7.4 "C!����
������� !���B���C�����$�
 1,000 ��CC�C��� 
 
2.  Carbonate coating buffer; pH 9.6 (CB) 

NaHCO3    2.93  ���� 
Na2CO3     1.59  ���� 
CDC�����B���C��� 800 ��CC�C��� 

 
���
 pH �H!� ! 9.6 "C!����
������� !���B���C�����$�
 1,000 ��CC�C��� 
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3.  Washing buffer (PBST) 
PBS     100  ��CC�C��� 
Tween 20    0.5  ��CC�C��� 
 

�����E��������A�$����K!�K!� 10xPBST "CD autoclave �#	���J
��� 4 	%R��&C�&����  ! 
 
4. Substrate buffer; pH 9.8 

Diethanolamine    97  ��CC�C��� 
Sodium azide    0.2  ���� 
MgCl2.6H2O    0.1  ���� 
�B���C���     800  ��CC�C��� 

 
���
 pH �H!� ! 9.8 "C!����
������� !���B���C�����$�
 1,000 ��CC�C��� ��J
"�#��J���� 4             
	%R��&C�&��� ������
  
 

��I�I���/�)*"+*�������1���	*-+���	�/��@ (Lot ������ 1972) 
 

1. Grinding buffer 
0.05 mM sodium citrate buffer (pH 6.5) 
5 mM EDTA 

 
��J
��� 4 	%R��&C�&��� ��
�	�D��!���� 0.5% thioglycolic acid 
 
2. Suspending buffer (pH 9.0) 

5 mM sodium borate buffer 
0.5 mM EDTA 

 
��J
��� 4 	%R��&C�&��� 
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3. Sucrose gradient 5{25% 
CDC���B����C$����K!�K!��#�%G �� suspending buffer �������$#	�G��#���CDC���B����C 

"�#CD$����K!�K!�C%��HC	  centrifuge tube ' ���#����%���$����K!�K!� 25, 15, 10 "CD 5% 
���CB� �
 ' ��������K	%���CDC���B����C�����! �%���$����K!�K!�K	%���CDC���B����C 25% ���� 
3.63 ��CC�C��� 15% ���� 3 ��CC�C��� 10%���� 3 ��CC�C��� "CD 5% ���� 2.23 ��CC�C��� ���CB� �
 ��J

���  4 	%R��&C�&��� K!��$
� 
 

�����������I�I���/�)*"+*�����������-�C� SDS-PAGE (Laemmli, 1970) 
 

1. 2x sample buffer 
100 mMTris�HCl (pH 6.8) 
2% SDS 
10% glycerol 

5% β�mercaptoethanol 
0.02% bromophenol blue 
 

2. Tris{glycine electrophoresis buffer 
25 mM Tris (pH 8.3) 
250 mM glycine 
0.1% SDS 
 

3. Coomassie{blue 
0.2% Coomassie�blue R�250 
50% methanol 
70% acetic acid 

 
4. Destain solution 

25% methanol 
7% acetic acid 
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���������������-��-�+����
��� 
 

1. "#)� - ���	��� (B�H�1/�) ��%��� �\�����P $NH�F����TP(��� 
2. "#)� - ���	��� (B�H���
�|H) Miss Maneerat Koohapitagtam 
3. �A��-�.
�}������: 	�����P Q�$��������� ���R���NF
� $\D���F����(������� 
                                 �H������C���%KC��$�����P ������K�H� �HV# ��%H�� �%KC� 
4. -�.��
�����	���/�)��g./�)����.�1�+	���� (�+��-�����
�/�F�(/� �/�	�� ��� 
    1��H��������c�/�����	� (e-mail): Q�$��������� ���R���NF
� $\D���F����(������� 
                                                          �H������C���%KC��$�����P ������K�H� �HV# 
    E-mail: maneenoi_agbiot@yahoo.com; maneerat.k@psu.ac.th 
5. ����������FG�H� 
    ��e����FG�H�      �-���/�����   ��/�)��   �����S��)� 
    ���VV���� ��.
 (��T��R����P)  "�#'�!                    2542        2.49 
    ���VV�'� ��.� ('�$F
�)   ��T��R����P     2547        3.72 
    ���VV��	� ��.     ��T��R����P     2552        3.65 
    (��$'�'C�����Q�F��T��) 
6. 	�
���"����/�)������"���d(��FH 
    - �����%�$��DHP'�����CN�I�� (recombinant protein) 
    - ���'��C��C��% !�������F
� (molecular of plant virology) 
    - ���IC��"	���
	 � !����$��$ conventional, hybridoma "CD phage display technology 
7. �����������.��������� ������	��C�
��������������g
��*��.�
����/F (�+��-��
 5 
    ��-��
) 
    ������	��C�
��B�� oral presentation 
1) Koohapitagtam, M., S. Rungpragayphan. and R. Hongprayoon. 2007. Construction of Single- 
             Chain Variable Fragment (scFv) Specific to Cucumber Mosaic Virus by Phage Display 
             Technology. 7th National Graduate Research Conference (GRAD-RESEARCH 2007).    
             April 4-5, 2007. Prince of Songkla University, Surat Thani Campus, Surat Thani. (��
���   
    
������������� presentation ����.�) 
2) Koohapitagtam, M., R. Hongprayoon, S. Rungpragayphan, W. Kositrattana. and T. 
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