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โรคไข้เลือดออก เป็นปัญหาที่สำคัญทางด้านสาธารณสุขที่ทำให้เกิดการป่วยและเสียชีวิตในเด็กในประเทศเขตร้อนชื้น รวมถึงประเทศไทย เกิดได้จากการติดเชื้อไวรัสเด็งกี่ทั้ง 4 ซีโรทัยป์ ในเขตที่มีการระบาด การเป็นโรคอาจเกิดขึ้นได้จากหลายปัจจัย แต่ผลของการศึกษาทางพระบาดวิทยาพบว่า โรคไข้เลือดออกมักพบในบริเวณที่มีการกระจายตัวของไวรัสเด็งกี่มากกว่า 1 ซีโรทัยป์ และมักพบในเด็กที่มีการติดเชื้อเป็นครั้งที่สอง ด้วยไวรัสเด็งกี่ที่ต่างซีโรทัยป์กับการติดเชื้อครั้งแรก โรคไข้เลือดออกจะมีรูปแบบของการระบาดทุกๆ 2-3 ปีด้วยไวรัสเด็งกี่ซีโรทัยป์ที่มีความเด่นแตกต่างกันแล้วแต่ช่วงของการระบาด และยังพบว่าการติดเชื้อซ้ำด้วยบางซี โรทัยป์ ทำให้เกิดความรุนแรงของโรคได้เช่นกัน  เทคโนโลยีในการแยกซีโรทัยป์ของไวรัสเด็งกี่ในปัจจุบัน ทำได้โดยการเพาะเชื้อไวรัสและตรวจสอบซีโรทัยป์ด้วยโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จำเพาะต่อแต่ละซีโรทัยป์ หรือการตรวจแยกซีโรทัยป์จากสารพันธุกรรมของไวรัสด้วยวิธี RT-PCR  
เมื่อเร็วๆนี้การตรวจหาระดับของโปรตีน NS1 ของไวรัสเด็งกี่ในซีรั่มผู้ป่วยได้กลายเป็นตัวบ่งชี้อีกอันหนึ่งที่มีประสิทธิภาพในการตรวจสอบการติดเชื้อไวรัสเด็งกี่ เนื่องจากสามารถตรวจพบโปรตีน NS1 ได้ตั้งแต่ในช่วงแรกของการติดเชื้อในขณะที่ผู้ป่วยยังมีไข้ จากงานวิจัยที่ผ่านมา คณะผู้วิจัยได้ทำการพัฒนาชุดตรวจโปรตีน NS1 ในระบบ ELISA เรียกว่า NS1 ELISA โดยการใช้โมโนโคลนอลแอนติบอดี 2 ชนิดที่มีความจำเพาะต่อโปรตีน NS1 ของไวรัสเด็งกี่ทุกซีโรทัยป์ ประกอบด้วย capture antibody ซึ่งมี isotype เป็น IgM ทำหน้าที่จับโปรตีน NS1 จากตัวอย่างซีรั่ม และตามด้วย detection antibody ซึ่งมี isotype เป็น IgG โดยปฏิกิริยาทั้งหมดจะถูกวัดได้ด้วย anti-mouse IgG antibody ที่ติดฉลากเอ็นไซม์   แต่อย่างไรก็ตาม เรายังไม่มีเทคโนโลยีในการตรวจแยกซีโรทัยป์ของโปรตีน NS1 ของไวรัสแต่ละซีโรทัยป์ได้ 


ในโครงการนี้คณะผู้วิจัยได้ทำการต่อยอดการพัฒนาชุดตรวจโปรตีน NS1 เพื่อแยกซีโรทัยป์ของไวรัสเด็งกี่  เรียกว่า serotyping NS1 ELISA โดยการใช้โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จำเพาะต่อโปรตีน NS1 ของแต่ละซีโรทัยป์ มาเป็น detection antibody ในระบบของ NS1 ELISA เดิม  ในขั้นแรก คณะผู้วิจัยได้ทำการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อโปรตีน NS1 ของไวรัสด็งกี่ ซีโรทัยป์ 1, 3 และ 4 โดยการใช้  NS1 จาก culture supernatant ของเซลล์ที่มีการติดเชื้อไวรัสเด็งกี่แต่ละซีโรทัยป์ ทั้งแบบที่เป็น crude supernatant หรือ แยกให้บริสุทธิ์แล้ว เป็น immunogen ที่ใช้ในการฉีดหนูให้มีการสร้างแอนติบอดี  หลังจากการทำ fusion และคัดเลือกโคลนที่ต้องการ คณะผู้วิจัยได้ชุดของโมโนโคลนต่อโปรตีน NS1 ทั้งสิ้น 16 โคลน  ซึ่งมีความจำเพาะต่อแต่ละซีโรทัยป์ 12 โคลน ประกอบด้วย ซีโรทัยป์ 1 จำนวน 1 โคลน  ซีโรทัยป์ 3 จำนวน 8 โคลน และ ซีโรทัยป์ 4 จำนวน  3 โคลน  สำหรับ 4 โคลนที่เหลือเป็นโมโนโคลนที่ทำปฏิกิริยาข้ามระหว่าง   ซีโรทัยป์อื่นได้  ผู้วิจัยได้ทำการคัดเลือกแอนติบอดีที่จำเพาะต่อซีโรทัยป์ 1 (D1NS1-84), ซีโรทัยป์ 3 (D3NS1-46)        ซีโรทัยป์ 4 (D4NS1-4) ที่ผลิตได้จากโครงการนี้  และต่อซีโรทัยป์ 2 (D2NS1-3D1) ที่เคยมีอยู่แล้ว มาพัฒนาเป็นชุดตรวจ serotyping NS1 ELISA และใช้โปรตีน NS1 ที่ได้จาก culture supernatant ของเซลล์ Ps clone D ซึ่งมีการติดเชื้อด้วยไวรัสเด็งกี่แต่ละซีโรทัยป์ เป็นแอนติเจนสำหรับการพัฒนาชุดตรวจ  จากผลการตรวจสอบพบว่า serotyping NS1 ELISA ที่พัฒนาขึ้นใหม่นี้สามารถแยกซีโรทัยป์ของไวรัสเด็งกี่ได้อย่างมีความจำเพาะ เมื่อใช้โปรตีน NS1 จากเซลล์เพาะเลี้ยงที่มีการติดเชื้อไวรัสที่เป็นสายพันธุ์ต้นแบบของแต่ละซีโรทัยป์  เมื่อนำมาทำการทดสอบในชุดซีรั่มผู้ป่วยไข้เลือดออกที่มีการติดเชื้อในช่วงแรก พบว่า  serotyping NS1 ELISA สามารถแยกซีโรทัยป์ของของไวรัสเด็งกี่ในซีรั่มผู้ป่วยได้ตรงกับผลที่ได้จากวิธีมาตรฐาน RT-PCR จำนวน 10 ตัวอย่าง จากทั้งหมด 11 ตัวอย่าง   

ดังนั้นชุดตรวจ Serotyping NS1 ELISA ที่พัฒนาขึ้นมาได้จากโครงการนี้ น่าจะเป็นทางเลือกใหม่ในการแยก   ซีโรทัยป์ของไวรัสเด็งกี่ นอกเหนือจากวิธีมาตรฐานปัจจุบันคือการแยกไวรัสโดยตรง หรือ RT-PCR เนื่องจากวิธี  ELISA นี้สามารถทำได้ง่าย ราคาถูก และพัฒนาเป็นระบบอัตโนมัติได้  ชุดตรวจนี้จะเป็นประโยชน์ต่อการศึกษาระบาดวิทยาของโรคไข้เลือดออก  การทำนายการระบาดของโรค รวมถึงการวางแผนควบคุมและป้องกันโรคไข้เลือดออกได้อย่างมีประสิทธิภาพ 
