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ABSTRACT 

         Dengue heamorrhagic fever (DHF), caused by dengue virus (DENV) infection, 

is one of the public health problems in Thailand and regional regions. Four serotypes of 

DENV are co-circulated in endemic areas. Early detection of DENV infection can be done 

by time-consuming virus isolation, sophisticated RT-PCR and NS1 antigen assay.  The 

first two methods are also able to identify DENV serotype.   

         This study aimed to develop a new serotyping assay based on NS1 capture 

ELISA, designated as “a serotyping-NS1-ELISA”, by using serotype-specific anti-NS1 

monoclonal antibodies (Mabs). Since anti-NS1 Mabs to DENV1, DENV2, and DENV4 

have been previously generated, at first, we then generated anti-NS1 Mabs specific to 

DENV3 in this study. The immuno-affinity purified NS1 protein of DENV3 was used to 

immunize BALB/c mice. After three-performed fusions and screening, 10 hybridoma 

clones producing anti-NS1 Mabs to DENV3 were finally obtained.  The generated anti-

NS1 Mabs can be divided into 2 groups.  One is a cross-reactive group that contained 2 

Mabs (D3NS1- 5F3, D3NS1-381), which are reactive to DENV1 and DENV3, IgG1 

isotype, and recognize to linear epitopes.  The other is a DENV3-specific group that 

contained 8 Mabs (D3NS1-7, D3NS1-46, D3NS1-95, D3NS1-37, D3NS-101, D3NS1-177, 

D3NS1-189, and D3NS1-239), which are IgG2b isotype and recognize conformational 

epitopes.   

 All anti-NS1 Mabs to four DENV serotypes were selected for serotype-

specificity based on NS1 capture ELISA.  Two anti-NS1 Mabs specific for each serotype 

that gave highest serotype-specific reactivity were scaled-up, purified, and applied to the 

same assay. Finally, one serotype-specific anti-NS1 Mab from each serotype was chosen as 

a detection antibody to develop a serotyping-NS1-ELISA (i.e., D1NS1-84, D2NS1-3D1, 

D3NS1-46, and D4NS1-4). The optimal concentration of those Mabs in the assay was 25 

µg/ml. Detection limits of the serotyping-NS1 assay for DENV1 to DENV4 were 4.4, 15.8, 

2.9, and 1.7 ng/ml, respectively.  The developed assay could correctly identify NS1 of four 

DENV serotypes which derived from infected Ps clone D, HEK 293T, and C6/36 cells.  In 

infected Vero cells, the assay can identify NS1 of DENV1, DENV2, and DENV4, but not 

DENV3. Evaluation of the serotyping-NS1-ELISA should be further performed in clinical 

samples. This study has demonstrated that it is possible to utilize dengue NS1 specific 

Mabs to developed ELISA that is capable of identifying and quantifying DENV serotypes.  
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บทคดัยอ่ 
         ปัจจุบนัโรคไขเ้ลือดเป็นปัญหาสาธารณสุขท่ียงัคงพบไดใ้นประเทศไทยและประเทศเพื่อนบา้น เกิดจากการติด
เช้ือไวรัสเด็งก่ี ซ่ึงมีทั้งหมด 4 ซีโรทยัป์ วิธีตรวจวินิจฉยัการติดเช้ือในระยะเร่ิมตน้ท าไดโ้ดยวิธี  การแยกไวรัสจากส่ิงส่งตรวจ 
การตรวจหาสารพนัธุกรรมโดยวิธี RT-PCR และการตรวจหาโปรตีน NS1 ของไวรัสเด็งก่ี ซ่ึง 2 วิธีแรกสามารถใชต้รวจแยกซี
โรทยัป์ของไวรัสเด็งก่ีไดด้ว้ย  
 การศึกษาน้ีมีจุดมุ่งหมายเพ่ือพฒันาวิธีการตรวจแยกซีโรทยัป์ของไวรัสเด็งก่ีจากโปรตีน  NS1 ดว้ยวิธี NS1-
capture ELISA ซ่ึงเรียกวา่ serotyping-NS1-ELISA โดยการใชโ้มโนโคลนอลแอนติบอดีต่อโปรตีน NS1 (anti-NS1 Mab) ท่ี
จ  าเพาะต่อแต่ละซีโรทยัป์ของไวรัสเด็งก่ี เน่ืองจากกลุ่มผูวิ้จยัไดเ้คยผลิต  anti-NS1 Mab ต่อซีโรทยัป์ 1, 2 และ 4 มาก่อนแลว้ ใน
การศึกษาน้ี จึงไดท้  าการผลิต anti-NS1 Mabs ต่อซีโรทยัป์ 3 โดยใชโ้ปรตีน NS1 ของไวรัสเด็งก่ี 3 เป็นแอนติเจนในการฉีดหนู 
หลงัจากการท า fusion และคดัแยกโคลน hybridoma  ผูวิ้จยัสามารถผลิต anti-NS1 Mab ต่อซีโรทยัป์ 3 ได ้10 Mabs ซ่ึงแบ่งได้
เป็น 2 กลุ่ม กลุ่มแรกมีจ านวน  2 Mabs (D3NS1-5F3 และ D3NS1-381) สามารถท าปฏิกิริยาขา้มไดก้บัทั้งซีโรทยัป์ 1 และ 3 เป็น
แอนติบอดีชนิด IgG1 และจ าเพาะกบัอิพิโทปสายตรง กลุ่มท่ี 2 มีจ  านวน 8 Mabs (D3NS1-7, D3NS1-46, D3NS1-95, D3NS1-
37, D3NS-101, D3NS1-177, D3NS1-189, and D3NS1-239) ท าปฏิกิริยาจ าเพาะกบัซีโรทยัป์ 3  เป็นแอนติบอดีชนิด IgG2b  
และจ าเพาะกบัอิพิโทปท่ีมีการพบังอ  
 จากการตรวจหาความจ าเพาะของ anti-NS1 Mabs ต่อแต่ละซีโรทยัป์ จากแอนติบอดีทั้งหมดท่ีมีอยูโ่ดยวิธี NS1 
capture ELISA ผูวิ้จยัไดเ้ลือก anti-NS1 Mabs ท่ีจ  าเพาะต่อแต่ละซีโรทยัป์มาอยา่งละ 2 ชนิด มาท าการเพ่ิมจ านวน แยกบริสุทธ์ิ 
และทดสอบโดยวิธีเดิม ในท่ีสุดไดค้ดัเลือก anti-NS1 Mab อยา่งละ 1 ชนิดส าหรับแต่ละซีโรทยัป์ ไดแ้ก่  D1NS1-84, D2NS1-
3D1, D3NS1-46 and D4NS1-4 เพื่อเป็น detection antibody ในการพฒันาชุดตรวจ serotyping-NS1-ELISA โดยมีความเขม้ขน้
ของแอนติบอดี คือ 25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และพบวา่มีความสามารถในการตรวจหาโปรตีน NS1 ส าหรับซีโรทยัป์ 1 ถึง 4 
ไดใ้นระดบัต ่าสุดถึง 4.4, 15.8, 2.9 และ 1.7 นาโนกรัมต่อมิลลิตร ตามล าดบั   ชุดตรวจท่ีพฒันาข้ึนน้ีสามารถตรวจแยกซีโรทยัป์
ของไวรัสเด็งก่ีจากโปรตีน NS1 ท่ีไดจ้ากเซลล ์Ps Clone D, HEK 293T และ C6/36 ท่ีติดเช้ือไวรัสเด็งก่ีแต่ละซีโรทยัป์ไดอ้ยา่ง
ถูกตอ้ง รวมถึงโปรตีน NS1 ท่ีไดจ้ากเซลล ์Vero ท่ีมีการติดเช้ือไวรัสเด็งก่ี 1, 2 และ 4 ยกเวน้โปรตีน NS1 จากไวรัสเด็งก่ี 3 ใน
เซลล ์ Vero ท่ีไม่สามารถตรวจแยกซีโรทยัป์ไดอ้ยา่งถูกตอ้ง การประเมินความจ าเพาะของชุดตรวจแยกซีโรทยัป์ของไวรัสเด็งก่ี
น้ีควรท าเพ่ิมเติมโดยใชต้วัอยา่งจากส่ิงส่งตรวจของผูป่้วยไขเ้ลือดออก  ผลการศึกษาน้ีแสดงให้เห็น วา่ anti-NS1 Mabs ท่ีจ  าเพาะ
ต่อไวรัสเด็งก่ีสามารถน ามาพฒันาชุดตรวจ ELISA ซ่ึงหาปริมาณและแยกซีโรทยัป์ของไวรัสเด็งก่ีได้ 
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