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ผลงานที่จะขอรับการประเมินเพื่อเลื่อนขึ้นแต่งตั้งให้ดำรงตำแหน่งที่สูงขึ้น
1. ชื่อผลงาน   การพัฒนาวิธี PCR-RFLP สำหรับตรวจหาและจำแนกเชื้อ Plasmodium spp. และ
                   เชื้อ Leucocytozoon spp. จากไก่ในประเทศไทย 
                   (Development of PCR-RFLP method for detection and differentiation of 

                   Plasmodium spp. and Leucocytozoon spp. from chickens in Thailand)
ปีที่ดำเนินการ เมษายน 2559 – มีนาคม 2561
2. ความสำคัญและที่มาของปัญหาที่ทำการศึกษา
โรคติดเชื้อปรสิตในเลือดในไก่มีสาเหตุหลักจากเชื้อ Plasmodium spp. และ Leucocytozoon spp. การติดเชื้อดังกล่าวมีอาการคล้ายกัน เชื้อ Plasmodium spp. ก่อให้เกิดโรคมาลาเรียสัตว์ปีก ยาที่ใช้รักษาได้ผลดี ได้แก่ คลอโรควินและด๊อกซี่ไซคลิน ส่วนเชื้อ Leucocytozoon spp. ก่อให้เกิดโรคลิวโคไซโตซูโนสิส ยาที่ใช้รักษาได้ผลดี ได้แก่ ซัลฟาไดเม็ทท็อกซิน  ซึ่งชนิด (species) ที่มีรายงานพบในไก่ในประเทศไทย คือ    P. gallinaceum, P. juxtanucleare, L. caulleryi และ L. sabrazesi  วิธีมาตรฐานในการตรวจวินิจฉัยหาเชื้อปรสิตในเลือด คือ การตรวจหาเชื้อในเลือดป้ายสไลด์แบบบางด้วยกล้องจุลทรรศน์ อย่างไรก็ตามวิธีนี้ผู้ตรวจต้องมีความชำนาญ โดยเฉพาะอย่างยิ่งในระยะแรกของการติดเชื้อหรือติดเชื้อแบบเรื้อรัง อาจตรวจไม่พบเชื้อ เนื่องจากมีปริมาณเชื้อในเลือดน้อย นอกจากนี้ในระยะแรกของการติดเชื้อ รูปร่างของเชื้อเหล่านี้ในเม็ดเลือดแดงมีลักษณะคล้ายกันมาก จึงยากต่อการจำแนกชนิด อาจทำให้ตรวจวินิจฉัยผิดพลาด ส่งผลต่อการเลือกใช้ยารักษา จึงจำเป็นอย่างยิ่งที่จะต้องนำวิธีอื่นๆ เช่น วิธี Polymerase chain reaction-Restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) ซึ่งมีความไวและความจำเพาะสูงมาใช้ในการตรวจหาและจำแนกเชื้อ อันจะเป็นประโยชน์ต่อการชันสูตรโรค รวมถึงการรักษาและควบคุมโรคต่อไป ทั้งนี้วิธี PCR-RFLP ยังเป็นวิธีที่ประหยัดและเหมาะกับห้องปฏิบัติการที่ไม่มีเครื่องวิเคราะห์หาลำดับเบสของสารพันธุกรรม
3. วัตถุประสงค์ในการศึกษา
เพื่อพัฒนาวิธี PCR-RFLP สำหรับตรวจหาและจำแนกเชื้อ Plasmodium spp. และ Leucocytozoon spp. ที่พบในตัวอย่างเลือดไก่ในประเทศไทย
4. ความรู้ทางวิชาการ หรือแนวคิดหรือหลักทฤษฎีที่ใช้ในการดำเนินการ
ความรู้ทางวิชาการที่ใช้ในการดำเนินการ ได้แก่ ความรู้ด้านปรสิตวิทยาทางสัตวแพทย์ (Veterinary parasitology) อณูชีวโมเลกุล (Molecular biology) ชีวสารสนเทศศาสตร์ (Bioinformatics) ความรู้ในการเตรียมสารเคมีและการใช้เครื่องมือวิทยาศาสตร์ขั้นสูง ความรู้ด้านคอมพิวเตอร์และอินเทอร์เน็ต 
โดยมีแนวคิดที่จะนำตัวอย่างที่ให้ผลบวกต่อเชื้อ Plasmodium spp. และ Leucocytozoon spp. ด้วยวิธีตรวจเลือดป้ายสไลด์แบบบางภายใต้กล้องจุลทรรศน์ มาศึกษาด้วยวิธี PCR-RFLP ที่พัฒนาขึ้นโดยอาศัยยีน cytochrome b (cyt b) ซึ่งเชื้อต่างชนิดกัน จะมีลําดับเบสของยีน cyt b ต่างกัน เมื่อตัด PCR product ของยีนนี้ด้วยเอนไซม์ตัดจําเพาะ จะได้รูปแบบของแถบ DNA (DNA band pattern) ที่ต่างกัน สามารถนํามาใช้จําแนกชนิดของเชื้อได้
5. วิธีการหรือขั้นตอนการศึกษา
5.1. ศึกษา ค้นคว้า หาข้อมูลที่เกี่ยวข้องกับงานวิจัย วางแผนขั้นตอนการศึกษา จัดเตรียมอุปกรณ์และสารเคมี
5.2. ออกแบบไพรเมอร์ (primer) ที่จำเพาะต่อเชื้อ Plasmodium spp. และเชื้อ Leucocytozoon spp. โดยใช้ลำดับนิวคลีโอไทด์ตรงบริเวณอนุรักษณ์ (conserve region) ของยีน cyt b และทำการศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสม, ความไว (sensitivity) และความจำเพาะ (specificity) ในการทำ PCR ด้วยไพรเมอร์ที่ได้ออกแบบ
5.3. คัดเลือกเอนไซม์ตัดจำเพาะ (restriction enzyme) สำหรับใช้ในการจำแนกเชื้อ P. gallinaceum,  P. juxtanucleare, L. sabasezi และ L. caulleryi ด้วยวิธี RFLP โดยใช้โปรแกรม NEBcutter V2.0 ใน website http://nc2.neb.com/NEBcutter2/ ในการทำนายรูปแบบของแถบ DNA (DNA band pattern) ที่สามารถจำแนกเชื้อทั้ง 4 ชนิด
5.4. ตรวจวินิจฉัยตัวอย่างเลือดไก่ที่ส่งมาตรวจหาเชื้อโปรโตซัวในเลือดด้วยวิธีตรวจเลือดป้ายสไลด์แบบบาง (thin blood smear) ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ และรวบรวมตัวอย่างเลือดที่ให้ผลบวกต่อเชื้อ Plasmodium spp. และเชื้อ Leucocytozoon spp. 
5.5. สกัด DNA จากตัวอย่างเลือดที่ให้ผลบวกต่อเชื้อ Plasmodium spp. และ Leucocytozoon spp. ด้วยวิธีตรวจเลือดป้ายสไลด์แบบบาง แล้วนำมาตรวจหาและจำแนกชนิดของเชื้อด้วยวิธี PCR-RFLP
5.6. เปรียบเทียบ band pattern ที่ได้จากการทำ PCR-RFLP ของเชื้อทั้ง 4 ชนิด
5.7. เลือกตัวอย่างจาก band pattern แต่ละรูปแบบ เพื่อเป็นตัวแทนของเชื้อแต่ละชนิด แล้วนำมาตรวจหาการเรียงลำดับนิวคลีโอไทด์ด้วยวิธี DNA sequencing และวิเคราะห์ผลที่ได้โดยการใช้เทคนิคทางด้านชีวสารสนเทศศาสตร์ เพื่อยืนยันชนิดของเชื้อ
5.8. รวบรวมข้อมูล ศึกษาค้นคว้าเพิ่มเติม และวิเคราะห์ข้อมูล
5.9. สรุปผล เขียนรายงานผลการศึกษา และนำเสนอผลงาน
6. ผู้ร่วมดำเนินการ     (1) นายทวีวัฒน์ ดีมะการ        สัดส่วนผลงาน  60%
                             (2) นายอาจอง อ่อนหวาน         สัดส่วนผลงาน   30%
                             (3) นางสาวมัญชรี ทัตติยพงศ์     สัดส่วนผลงาน   2.5%

                             (4) นางมนทกานติ์ จิระธันห์       สัดส่วนผลงาน   2.5%
                             (5) นางสุภาวรรณ งามจิตต์เอื้อ   สัดส่วนผลงาน   2.5%
                             (6) นางกิ่งดาว หมอแก้ว           สัดส่วนผลงาน   2.5%
7. ระบุรายละเอียดเฉพาะงานในส่วนที่ผู้ขอรับการประเมินเป็นผู้ปฏิบัติ
7.1. ศึกษา ค้นคว้า และออกแบบไพรเมอร์ที่จำเพาะต่อเชื้อ Plasmodium spp. และ Leucocytozoon spp. และทำการศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสม, ความไว และความจำเพาะในการทำ PCR     (สัดส่วน 15%)
7.2. ศึกษา ค้นคว้า และคัดเลือกเอนไซม์ตัดจำเพาะสำหรับใช้ในการจำแนกชนิดของเชื้อ P. gallinaceum, P. juxtanucleare, L. sabasezi และ L. caulleryi โดยใช้โปรแกรม NEBcutter V2.0 ในการทำนายรูปแบบของแถบ DNA     (สัดส่วน 10%)
7.3. สกัด DNA จากตัวอย่างเลือดที่ให้ผลบวกต่อเชื้อ Plasmodium spp. และ Leucocytozoon spp.ด้วยวิธีตรวจเลือดป้ายสไลด์แบบบาง แล้วนำมาตรวจหาและจำแนกชนิดของเชื้อด้วยวิธี PCR-RFLP พร้อมทั้งเปรียบเทียบ band pattern ที่ได้จากการทำ RFLP ของเชื้อทั้ง 4 ชนิด     (สัดส่วน 15%)
7.4. เลือกตัวอย่างจาก band pattern แต่ละรูปแบบ เพื่อเป็นตัวแทนของเชื้อแต่ละชนิด แล้วนำมาตรวจหาการเรียงลำดับนิวคลีโอไทด์ด้วยวิธี DNA sequencing และวิเคราะห์ผลที่ได้โดยการใช้เทคนิคทางด้านชีวสารสนเทศศาสตร์ เพื่อยืนยันชนิดของเชื้อ     (สัดส่วน 10%)
7.5. รวบรวมข้อมูล ศึกษาค้นคว้าเพิ่มเติม วิเคราะห์ข้อมูล สรุปผล เขียนรายงานผลการศึกษา และนำเสนอผลงาน     (สัดส่วน 10%)
8. ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ (กรณีเป็นผลงานที่อยู่ระหว่างศึกษา)     -
9. ระบุผลสำเร็จของงาน หรือผลการศึกษา (กรณีที่เป็นผลงานที่ดำเนินการเสร็จแล้ว)
การศึกษานี้ใช้ตัวอย่าง DNA จำนวน 102 ตัวอย่าง ซึ่งสกัดจากเลือดไก่ที่ส่งมาตรวจวินิจฉัยโรคติดเชื้อ โปรโตซัวในเลือดด้วยกล้องจุลทรรศน์ระหว่างเดือนเมษายน 2557 ถึงดือนมกราคม 2560 ประกอบด้วย    DNA จากเลือดไก่ที่ให้ผลบวกต่อเชื้อ Plasmodium spp. จำนวน 50 ตัวอย่าง  เชื้อ Leucocytozoon spp. จำนวน 41 ตัวอย่าง และการติดเชื้อร่วมทั้งสองชนิดจำนวน 11 ตัวอย่าง 
จากการศึกษาไพรเมอร์ที่ออกแบบสำหรับวิธี PCR พบว่า เมื่อใช้ DNA ต้นแบบ (Template) ของเชื้อ  P. gallinaceum, P. juxtanucleare, L. caulleryi และ L. sabasezi พบ PCR product ที่ได้มีขนาดประมาณ 800 bp   ไพรเมอร์นี้มีความไวสูง นอกจากนี้ไพร์เมอร์ยังมีความจำเพาะสูง เนื่องจากไม่พบ PCR product เมื่อทดสอบกับตัวอย่าง DNA ที่สกัดจากเลือดไก่ที่ไม่ติดเชื้อ Plasmodium spp. หรือ Leucocytozoon spp. และเลือดไก่ที่ติดเชื้อ microfilaria หรือ Trypanosome spp. ส่วนการศึกษาด้วยวิธี Restriction fragment length polymorphism (RFLP) โดยใช้เอนไซม์ตัดจำเพาะ ApoI และ EcoRI ร่วมกันในการตัด PCR product ของเชื้อที่ศึกษาทั้ง 4 ชนิด พบว่าเมื่อใช้โปรแกรม NEBcutter V2.0 ในการทำนายรูปแบบของแถบ DNA เอนไซม์สามารถตัด PCR product ของเชื้อ P. gallinaceum และ P. juxtanucleare ได้เป็น 5 แถบ และตัด PCR product ของเชื้อ L. caulleryi และ L. sabasezi ได้เป็น 4 และ 3 แถบตามลำดับ อย่างไรก็ตามเมื่อทำการทดสอบในสภาวะจริง พบแถบ DNA ของเชื้อ P. juxtanucleare เพียง 4 แถบใน agarose gel และพบแถบ DNA ของเชื้อ P. gallinaceum, L. caulleryi และ L. sabasezi เพียง 3 แถบ เนื่องจากแถบ DNA ที่มีขนาดใกล้เคียงกันมาก 2 แถบ รวมกันเป็นหนึ่งแถบ และแถบ DNA ที่มีขนาดเล็กเพียง 25 bp ไม่ปรากฏใน agarose gel อย่างไรก็ดีรูปแบบของแถบ DNA ของแต่ละเชื้อมีความแตกต่างกัน สามารถนำมาใช้จำแนกเชื้อทั้ง 4 ชนิดออกจากกันได้  จากการศึกษาตัวอย่าง DNA ทั้งหมด 102 ตัวอย่าง พบเชื้อ P. gallinaceum จำนวน 12 ตัวอย่าง  เชื้อ P. juxtanucleare จำนวน 39 ตัวอย่าง  เชื้อ L. caulleryi จำนวน 3 ตัวอย่าง เชื้อ L._sabasezi  จำนวน 38 ตัวอย่าง และพบการติดเชื้อร่วม จำนวน 10 ตัวอย่าง   จึงสรุปได้ว่าวิธี PCR-RFLP ที่พัฒนาขึ้นมีความไวและความจำเพาะสูงสามารถนำไปใช้ในการตรวจหาและจำแนกชนิดของเชื้อ P. gallinaceum, P. juxtanucleare, L. caulleryi และ L. sabasezi ในตัวอย่างเลือดไก่ในประเทศไทยได้ ซึ่งจะเป็นประโยชน์ในการรักษา สืบสวน เฝ้าระวัง ป้องกัน และควบคุมโรคได้อย่างถูกต้องต่อไป 

10. ความยุ่งยากในการดำเนินการ/ปัญหา/อุปสรรค
 10.1. รูปร่างของเชื้อ Plasmodium spp. และเชื้อ Leucocytozoon spp. ในเม็ดเลือดแดงมีลักษณะคล้ายกันมาก โดยเฉพาะอย่างยิ่งในระยะแรกของการติดเชื้อ เนื่องจากเชื้อมีขนาดเล็กมากและมีปริมาณน้อย จึงมีความยุ่งยากมากต่อการจำแนกชนิดด้วยวิธีตรวจเลือดป้ายสไลด์แบบบางภายใต้กล้องจุลทรรศน์ อาจทำให้ตรวจวินิจฉัยผิดพลาด จึงต้องอาศัยความรู้ความสามารถ ความเชี่ยวชาญ และประสบการณ์สูงด้านปรสิตวิทยาทางสัตวแพทย์ในการก็บตัวอย่าง การเตรียมตัวอย่าง การตรวจหาและจำแนกชนิดเชื้อ 
 10.2. การออกแบบไพรเมอร์ 1 คู่ให้มีความจำเพาะกับเชื้อทั้ง 4 ชนิด และการคัดเลือกเอนไซม์ตัดจำเพาะที่สามารถสร้างรูปแบบของแถบ DNA ที่มีลักษณะเฉพาะของเชื้อแต่ละชนิด มีความยุ่งยากมาก จึงต้องศึกษา ค้นคว้าวิจัย เกี่ยวกับข้อมูลและความหลากหลายของการเรียงลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน cyt b ของเชื้อทั้ง 4 ชนิดที่มีรายงานในฐานข้อมูลทางพันธุกรรม พร้อมทั้งต้องทดลองออกแบบไพรเมอร์และคัดเลือกเอนไซม์หลายครั้ง เพื่อให้ได้ไพรเมอร์และเอนไซม์ที่เหมาะสมและง่ายต่อการปฏิบัติงานมากที่สุด 
 10.3. วิธี PCR-RFLP เป็นวิธีทางด้านอณูชีวโมเลกุลขั้นสูง และมีความยุ่งยากซับซ้อนมากในการคิดค้นพัฒนาวิธี จึงต้องมีฐานองค์ความรู้ และศึกษา ค้นคว้าเพิ่มพูนความรู้ด้านอณูชีวโมเลกุลและชีวสารสนเทศศาสตร์เป็นอย่างมาก 
 10.4. สารเคมีและเครื่องมือวิทยาศาสตร์ที่ใช้ในการพัฒนาวิธีมีความยุ่งยากซับซ้อนมากในการเตรียมและการใช้งาน จึงต้องมีความรู้ ความเชี่ยวชาญ และประสบการณ์สูงในการเตรียมสารเคมีและการใช้เครื่องมือวิทยาศาสตร์ขั้นสูง เช่น เครื่อง PCR machine และเครื่อง DNA sequencer 
11. การนำไปใช้ประโยชน์ หรือคาดว่าจะนำไปใช้ประโยชน์
 11.1. ได้วิธีสำหรับตรวจหาและจำแนกเชื้อ P. gallinaceum P. juxtanucleare L. caulleryi และ          L. sabasezi จากตัวอย่างเลือดไก่ ซึ่งที่มีความไวและความจำเพาะสูง เพื่อใช้ในห้องปฏิบัติการทางปรสิตวิทยา
 11.2. เจ้าหน้าที่ห้องปฏิบัติการที่ยังไม่มีความชำนาญในการตรวจหาและจำแนกชนิดของเชื้อปรสิตในเลือดด้วยวิธีเลือดป้ายไลด์แบบบางภายใต้กล้องจุลทรรศน์ สามารถใช้วิธี PCR-RFLP เป็นทางเลือกในการตรวจวินิจฉัย หรือใช้ทั้งสองวิธีตรวจยืนยันผลร่วมกันเพื่อความถูกต้องยิ่งขึ้น
 11.3. เก็บ DNA ของเชื้อ P. gallinaceum, P. juxtanucleare, L. caulleryi และ L. sabasezi ที่ได้จากการศึกษานี้ไว้เป็น DNA อ้างอิง สำหรับการตรวจวินิจฉัยโรคและการวิจัยทางด้านอณูชีวโมเลกุลของเชื้อได้
 11.4. สามารถนำข้อมูลลักษณะการเรียงลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน cyt b ของเชื้อ P. gallinaceum,     P. juxtanucleare, L. caulleryi และ L. sabasezi ที่พบไปใช้เป็นฐานข้อมูลทางพันธุกรรมของเชื้อได้
 11.5. นำข้อมูลจากการศึกษานี้ไปใช้ในการวางแผนการรักษา สืบสวน เฝ้าระวัง ป้องกัน และควบคุมโรค เพื่อลดความสูญเสียทางเศรษฐกิจต่อเกษตรกร ทำให้เกษตรกรมีรายได้เพิ่มขึ้น
ขอรับรองว่าผลงานดังกล่าวข้างต้นเป็นความจริงทุกประการ
ลงชื่อ…………………………………………………..
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                      ผู้เสนอผลงาน
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ได้ตรวจสอบแล้วขอรับรองว่าผลงานดังกล่าวข้างต้นถูกต้องตรงกับความเป็นจริงทุกประการ
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หมายเหตุ   
1. กรุณาให้ผู้ร่วมดำเนินการ และผู้บังคับบัญชา ลงลายมือชื่อรับรองให้ครบทุกคน ด้วยลายมือจริง
2. หากผลงานมีลักษณะเฉพาะ เช่นแผ่นพับ หนังสือ แถบบันทึกเสียง ฯลฯ ผู้เสนอผลงาน            อาจส่งผลงานจริงประกอบการพิจารณาของคณะกรรมการก็ได้
เอกสารหมายเลข 3

ผลงานที่จะขอรับการประเมินเพื่อเลื่อนขึ้นแต่งตั้งให้ดำรงตำแหน่งที่สูงขึ้น
1. ชื่อผลงาน  Molecular Characterization of Plasmodium juxtanucleare in Bermese red 
                  junglefowls (Gallus gallus spadiceus) in Thailand
(การศึกษาเชื้อ Plasmodium juxtanucleare ในไก่ป่าตุ้มหูแดง (Gallus gallus spadiceus) ในประเทศไทยด้วยเทคนิคทางอณูชีวโมเลกุล)
    ปีที่ดำเนินการ พฤศจิกายน 2557 – ธันวาคม 2559
2. ความสำคัญและที่มาของปัญหาที่ทำการศึกษา
โรคมาลาเรียสัตว์ปีก (Avian malaria) เป็นโรคติดเชื้อโปรโตซัวในเลือดที่สำคัญในไก่ มีสาเหตุจากเชื้อในสกุล Plasmodium spp. ไก่ที่ติดเชื้อนี้โดยทั่วไปมีอาการโลหิตจาง หงอนซีด ซึม เบื่ออาหาร ขนยุ่ง มูลมีสีเขียวและตายได้หากไม่ได้รับการรักษา โดยอาจแสดงอาการชักก่อนตาย เชื้อ Plasmodium spp. ชนิดที่พบบ่อยในไก่บ้านและไก่ป่า คือ P. gallinaceum และ P. juxtanucleare สำหรับในประเทศไทยเริ่มมีรายงานการระบาดของเชื้อ P. gallinaceum ตั้งแต่ในปี พ.ศ. 2539 แต่ยังไม่เคยมีรายงานการพบเชื้อ P. juxtanucleare อย่างเป็นทางการ ถึงแม้ว่าจะมีรายงานการพบเชื้อ P. juxtanucleare ในไก่ในประเทศมาเลเซียตั้งแต่ปี พ.ศ. 2518 และพบในประเทศเวียดนามเมื่อปี พ.ศ. 2545 นอกจากนี้การศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมเชิงลึกระดับอณูชีวโมเลกุลของเชื้อ Plasmodium spp. ที่ก่อโรคในสัตว์ปีกในประเทศไทยมีน้อยมาก ถึงปัจจุบันมีรายงานการศึกษาลำดับนิวคลีโอไทด์ของสารพันธุกรรม (DNA sequencing) ของเชื้อ P. gallinaceum สายพันธุ์ไทยเพียงครั้งเดียว ประกอบกับการเลี้ยงไก่ป่าเป็นที่นิยมมากขึ้น เนื่องจากเป็นสัตว์สวยงามมีมูลค่าทางเศรษฐกิจสูง โดยแหล่งที่มาของไก่ป่า อาจได้มาจากแหล่งเพาะพันธุ์ จับมาจากป่า หรือนำเข้าจากต่างประเทศ ซึ่งเสี่ยงต่อการนำเชื้อโรคต่างถิ่นรวมไปถึงเชื้อ Plasmodium spp. สายพันธุ์ต่างถิ่นเข้ามาแพร่ระบาดสู่ไก่บ้านและสัตว์ปีกอื่นๆ ที่เลี้ยงในชุมชนในประเทศไทยได้ จึงมีความจำเป็นอย่างยิ่งที่จะต้องทำการศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมในระดับอณูชีวโมเลกุลของเชื้อ Plasmodium spp. ที่ก่อโรคในสัตว์ปีก เพื่อยืนยันสายพันธุ์ของเชื้อ Plasmodium spp. ที่พบในประเทศไทย และเป็นการเก็บรวบรวมข้อมูลทางพันธุกรรมของเชื้อที่พบในประเทศไทย รวมถึงศึกษาความสัมพันธ์ของเชื้อระหว่างพื้นที่ต่างๆ ซึ่งอาจบอกได้ถึงแหล่งที่มาของเชื้อหากเกิดการระบาดของโรค รวมทั้งยังสามารถนำข้อมูลลักษณะทางพันธุกรรมของเชื้อไปใช้ประโยชน์ในการรักษา สืบสวน เฝ้าระวัง ป้องกัน และควบคุมโรคต่อไป
3. วัตถุประสงค์ในการศึกษา
3.1. เพื่อระบุชนิดและศึกษาเชื้อ Plasmodium spp. ที่พบในไก่ป่าตุ้มหูแดงในประเทศไทย ด้วยเทคนิคทางอณูชีวโมเลกุล โดยอาศัยลำดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของยีน cytochrome b (cyt b)
3.2. เพื่อเก็บรวบรวมข้อมูลลักษณะการเรียงลำดับนิวคลีโอไทด์ของเชื้อ Plasmodium spp. ที่พบในประเทศไทย และนำข้อมูลดังกล่าวมาใช้ในการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม รวมถึงความสัมพันธ์และความคล้ายคลึงทางพันธุกรรมของเชื้อเหล่านี้กับเชื้อที่พบในประเทศอื่นๆ สำหรับใช้เป็นฐานข้อมูลทางพันธุกรรมของเชื้อ Plasmodium spp. ต่อไป
4. ความรู้ทางวิชาการ หรือแนวคิดหรือหลักทฤษฎีที่ใช้ในการดำเนินการ
ความรู้ทางวิชาการที่ใช้ในการดำเนินการ ได้แก่ ความรู้ด้านปรสิตวิทยาทางสัตวแพทย์ (Veterinary parasitology) อณูชีวโมเลกุล (Molecular biology) ชีวสารสนเทศศาสตร์ (Bioinformatics) ความรู้ในการเตรียมสารเคมีและการใช้เครื่องมือวิทยาศาสตร์ขั้นสูง ความรู้ด้านคอมพิวเตอร์ อินเทอร์เน็ต และการเขียนผลงานวิชาการภาษาอังกฤษ
แนวคิดที่ใช้ในการดำเนินการ คือ นำตัวอย่างเลือดไก่ป่าตุ้มหูแดงจำนวน 17 ตัวอย่าง จากฟาร์มแห่งหนึ่งในภาคตะวันตกของประเทศไทย ซึ่งมี 5 ตัวอย่างที่ให้ผลบวกต่อเชื้อ Plasmodium spp. ด้วยวิธีตรวจเลือดป้ายสไลด์แบบบางภายใต้กล้องจุลทรรศน์ มาศึกษาทางด้านอณูชีวโมเลกุล ด้วยวิธี nested-PCR โดยอาศัยลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน cytochrome b (cyt b)  แล้วนำ PCR product มาตรวจหาการเรียงลำดับนิวคลีโอไทด์ด้วยวิธี DNA sequencing เพื่อระบุชนิดของเชื้อ Plasmodium spp.  จากนั้นวิเคราะห์ผล DNA sequencing โดยใช้เทคนิคทางด้านชีวสารสนเทศศาสตร์ (Bioinformatics) ได้แก่ การวิเคราะห์ลักษณะของแผนภูมิต้นไม้วิวัฒนาการ (Phylogenetic analysis) และลักษณะความคล้ายคลึงของการเรียงลำดับนิวคลีโอไทด์และลำดับกรดอะมิโน (Percent similarity of nucleotide and amino acid sequences) เพื่อศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม รวมถึงความสัมพันธ์และความคล้ายคลึงทางพันธุกรรมของเชื้อเหล่านี้กับเชื้อที่พบในประเทศอื่นๆ  
5. วิธีการหรือขั้นตอนการศึกษา
5.1. ศึกษา ค้นคว้า หาข้อมูลที่เกี่ยวข้องกับงานวิจัย วางแผนขั้นตอนการศึกษา จัดเตรียมอุปกรณ์และสารเคมี
5.2. ตรวจวินิจฉัยตัวอย่างเลือดไก่ป่าตุ้มหูแดงจำนวน 17 ตัวอย่าง ที่ส่งจากฟาร์มแห่งหนึ่งในภาคตะวันตกของประเทศไทยมาตรวจหาโปรโตซัวในเลือดด้วยวิธีตรวจเลือดป้ายสไลด์แบบบางภายใต้กล้องจุลทรรศน์
5.3. สกัด DNA จากตัวอย่างเลือดไก่ทั้งหมด 17 ตัวอย่าง จากนั้นนำมาตรวจหา DNA ของเชื้อ Plasmodium spp. ด้วยวิธี nested PCR โดยอาศัยลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน cyt b
5.4. ตรวจหาการเรียงลำดับนิวคลีโอไทด์ของ PCR product ด้วยวิธี DNA sequencing และวิเคราะห์ผลที่ได้ โดยใช้เทคนิคทางด้านชีวสารสนเทศศาสตร์

5.5. ระบุชนิดของเชื้อ Plasmodium spp. ที่ตรวจพบ โดยการเปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทด์ของเชื้อที่ตรวจพบกับลำดับนิวคลีโอไทด์ที่มีรายงานในฐานข้อมูลทางพันธุกรรมของ GenBank

5.6. ศึกษาลักษณะลำดับนิวคลีโอไทด์และลำดับกรดอะมิโนของเชื้อที่ตรวจพบ และเปรียบเทียบกับลักษณะลำดับนิวคลีโอไทด์และลำดับกรดอะมิโนของเชื้อที่มีรายงานในฐานข้อมูลทางพันธุกรรมของ GenBank โดยทำการวิเคราะห์ลักษณะของ Phylogenetic tree และวิเคราะห์หา Percent similarities ของลำดับนิวคลีโอไทด์และลำดับกรดอะมิโน เพื่อศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม รวมถึงความสัมพันธ์และความคล้ายคลึงทางพันธุกรรมของเชื้อเหล่านี้กับเชื้อที่พบในประเทศอื่นๆ
5.7. รวบรวมข้อมูล ศึกษาค้นคว้าเพิ่มเติม และวิเคราะห์ข้อมูล
5.8. สรุปผล เขียนรายงานผลการศึกษา และนำเสนอผลงาน
6. ผู้ร่วมดำเนินการ     (1) นางสาวมัญชรี ทัตติยพงศ์     สัดส่วนผลงาน   50%
                             (2) นายทวีวัฒน์ ดีมะการ        สัดส่วนผลงาน  45%

                             (3) นางกิ่งดาว หมอแก้ว           สัดส่วนผลงาน     2%
                             (4) นางสุภาวรรณ งามจิตต์เอื้อ   สัดส่วนผลงาน     2%
                             (5) นางมนทกานติ์ จิระธันห์       สัดส่วนผลงาน     1%
7. ระบุรายละเอียดเฉพาะงานในส่วนที่ผู้ขอรับการประเมินเป็นผู้ปฏิบัติ
7.1. ศึกษา ค้นคว้า หาข้อมูลที่เกี่ยวข้องกับงานวิจัย วางแผนขั้นตอนการศึกษา และจัดเตรียมอุปกรณ์และสารเคมี     (สัดส่วน 5%)
7.2. ตรวจวินิจฉัยตัวอย่างเลือดไก่ป่าตุ้มหูแดงจำนวน 17 ตัวอย่าง ที่ส่งจากฟาร์มแห่งหนึ่งในภาคตะวันตกมาตรวจหาโปรโตซัวในเลือดด้วยวิธีตรวจเลือดป้ายสไลด์แบบบางภายใต้กล้องจุลทรรศน์     (สัดส่วน 5%)
7.3. สกัด DNA จากตัวอย่างเลือดไก่ทั้งหมด 17 ตัวอย่าง จากนั้นนำมาตรวจหา DNA ของเชื้อ Plasmodium spp. ด้วยวิธี nested PCR โดยอาศัยลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน cyt b     (สัดส่วน 5%)
7.4. ตรวจหาการเรียงลำดับนิวคลีโอไทด์ของ PCR product ด้วยวิธี DNA sequencing และวิเคราะห์ผลที่ได้ โดยใช้เทคนิคทางด้านชีวสารสนเทศศาสตร์     (สัดส่วน 5%)
7.5. ระบุชนิดของเชื้อ Plasmodium spp. ที่ตรวจพบ โดยการเปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทด์ของเชื้อที่ตรวจพบกับลำดับนิวคลีโอไทด์ที่มีรายงานในฐานข้อมูลทางพันธุกรรมของ GenBank         (สัดส่วน 5%)

7.6. ศึกษาลักษณะลำดับนิวคลีโอไทด์และลำดับกรดอะมิโนของเชื้อที่ตรวจพบ และเปรียบเทียบกับลักษณะลำดับนิวคลีโอไทด์และลำดับกรดอะมิโนของเชื้อที่มีรายงานในฐานข้อมูลทางพันธุกรรมของ GenBank โดยทำการวิเคราะห์ลักษณะของ Phylogenetic tree และวิเคราะห์หา Percent similarities ของลำดับนิวคลีโอไทด์และลำดับกรดอะมิโน          (สัดส่วน 10%)

7.7. รวบรวมข้อมูล ศึกษาค้นคว้าเพิ่มเติม วิเคราะห์ข้อมูล สรุปผล เขียนรายงานผลการศึกษา และนำเสนอผลงาน (สัดส่วน 10%)
8. ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ (กรณีเป็นผลงานที่อยู่ระหว่างศึกษา)     -
9. ระบุผลสำเร็จของงาน หรือผลการศึกษา (กรณีที่เป็นผลงานที่ดำเนินการเสร็จแล้ว)
เชื้อ Plasmodium gallinaceum และ Plasmodium juxtanucleare เป็นเชื้อ Plasmodium spp. ชนิดที่ก่อโรคมาลาเรียสัตว์ปีกที่พบได้บ่อยในไก่เลี้ยงและไก่ป่า ซึ่งการติดเชื้อ P. gallinaceum ในสัตว์ปีกในประเทศไทยพบว่ามีรายงานตั้งแต่ปี พ.ศ. 2539 แต่ยังไม่พบรายงานการติดเชื้อ P. juxtanucleare การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพื่อจำแนกชนิดและศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมของเชื้อ Plasmodium ที่พบในไก่ป่าตุ้มหูแดง (Gallus gallus spadiceus) ด้วยเทคนิคทางอณูชีวโมเลกุล โดยทำการตรวจวินิจฉัยตัวอย่างเลือดไก่ป่าตุ้มหูแดงจำนวนทั้งหมด 17 ตัวอย่างที่เก็บมาจากไก่ป่าตุ้มหูแดงที่เลี้ยงในฟาร์มแห่งหนึ่งในพื้นที่ภาคตะวันตกของประเทศไทย ซึ่งสงสัยว่าติดเชื้อปรสิตในเลือด จากการตรวจเลือดป้ายสไลด์แบบบางด้วยกล้องจุลทรรศน์พบเชื้อ Plasmodium spp. ระยะ trophozoites ในตัวอย่างเลือดจำนวน 5 ตัวอย่าง ในขณะที่การตรวจด้วยวิธี nested PCR พบตัวอย่างเลือดจำนวน 12 ตัวอย่างให้ผลบวกต่อเชื้อ Plasmodium spp. สำหรับการศึกษาทางอณูชีวโมเลกุลโดยใช้ลำดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของยีน cytochrome b ในไมโตรคอนเดรีย
ยืนยันได้ว่าตัวอย่างจำนวน 7 ตัวอย่างที่ให้ผลบวกต่อ Plasmodium spp. โดยวิธี nested PCR เป็นเชื้อ     P. juxtanucleare ซึ่งสามารถแบ่งเชื้อเหล่านี้ได้เป็น 2 กลุ่มตามลักษณะทางพันธุกรรม  โดยกลุ่มแรกมีความ
เหมือนของลำดับนิวคลีโอไทด์ในบริเวณที่ศึกษาทั้งหมดเหมือนกับเชื้อ P. juxtanucleare จากประเทศบราซิล มาเลเซีย และไต้หวัน ส่วนกลุ่มที่สองเหมือนเชื้อ P. juxtanucleare จากประเทศญี่ปุ่น การศึกษานี้เป็นรายงานยืนยันการพบเชื้อและศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมของเชื้อ P. juxtanucleare ครั้งแรกในไก่ป่าตุ้มหูแดงในประเทศไทยด้วยเทคนิคทางอณูชีวโมเลกุล
10. ความยุ่งยากในการดำเนินการ/ปัญหา/อุปสรรค
10.1. รูปร่างของเชื้อ Plasmodium spp. ในเม็ดเลือดแดงมีลักษณะคล้ายกับเชื้อโปรโตซัวในเลือดชนิดอื่นมาก เช่น เชื้อ Leucocytozoon spp. โดยเฉพาะอย่างยิ่งในระยะแรกของการติดเชื้อ เนื่องจากเชื้อมีขนาดเล็กมากและมีปริมาณน้อย จึงมีความยุ่งยากมากต่อการจำแนกชนิดด้วยวิธีตรวจเลือดป้ายสไลด์แบบบางภายใต้กล้องจุลทรรศน์ อาจทำให้ตรวจวินิจฉัยผิดพลาด จึงต้องอาศัยความรู้ ความเชี่ยวชาญ และประสบการณ์สูงด้านปรสิตวิทยาทางสัตวแพทย์ในการก็บตัวอย่าง การเตรียมตัวอย่าง การตรวจหาและจำแนกชนิดเชื้อ 
10.2. วิธี nested-PCR และ DNA sequencing เป็นวิธีด้านอณูชีวโมเลกุลขั้นสูง มีความยุ่งยากซับซ้อนมากในการดำเนินงาน จึงต้องมีฐานองค์ความรู้ และศึกษา ค้นคว้าเพิ่มพูนความรู้ด้านอณูชีวโมเลกุลเป็นอย่างมาก 
10.3. สารเคมีและเครื่องมือวิทยาศาสตร์ที่ใช้ในการดำเนินงานมีความยุ่งยากซับซ้อนมากในการเตรียมและการใช้งาน จึงต้องมีความรู้ ความเชี่ยวชาญ และประสบการณ์สูงในการเตรียมสารเคมีและการใช้เครื่องมือวิทยาศาสตร์ขั้นสูง เช่น เครื่อง PCR machine และเครื่อง DNA sequencer
10.4. การศึกษา เปรียบเทียบ และวิเคราะห์ลักษณะลำดับนิวคลีโอไทด์และลำดับกรดอะมิโน ต้องใช้ความรู้ความสามารถ ความเชี่ยวชาญ และประสบการณ์สูงในด้านอณูชีวโมเลกุลและชีวสารสนเทศศาสตร์ จึงต้องมีฐานองค์ความรู้ และศึกษา ค้นคว้าเพิ่มพูนความรู้เป็นอย่างมาก  
11. การนำไปใช้ประโยชน์ หรือคาดว่าจะนำไปใช้ประโยชน์
    11.1. ได้ทราบถึงชนิดของเชื้อ Plasmodium spp. ที่พบในไก่ป่าตุ้มหูแดงในประเทศไทย
11.2. ได้ข้อมูลลักษณะการเรียงลำดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของยีน cytochrome b ของ ของเชื้อ          P. juxtanucleare ที่พบในประเทศไทย สามารถนำข้อมูลนี้ไปใช้เป็นฐานข้อมูลทางพันธุกรรมของเชื้อได้
11.3. นำข้อมูลจากการศึกษานี้ไปใช้ในการวางแผนการสืบสวน เฝ้าระวัง ป้องกัน และควบคุมโรค เพื่อลดความสูญเสียทางเศรษฐกิจต่อเกษตรกร ทำให้เกษตรกรมีรายได้เพิ่มขึ้น

    11.4. เก็บ DNA ของเชื้อ Plasmodium juxtanucleare ที่ได้จากการศึกษาไว้เป็น DNA อ้างอิงของยีน cytochrome b จากเชื้อ Plasmodium juxtanucleare
ขอรับรองว่าผลงานดังกล่าวข้างต้นเป็นความจริงทุกประการ
ลงชื่อ…………………………………………………..

                                                                                              (นายทวีวัฒน์ ดีมะการ)

                      ผู้เสนอผลงาน
..….…..…./…………….……….../….……….

ขอรับรองว่าสัดส่วนหรือลักษณะงานในการดำเนินการของผู้เสนอข้างต้นถูกต้องตรงกับความจริง
ทุกประการ
ลงชื่อ……………………………………


              ลงชื่อ……………………………….….

     (นางสาวมัญชรี ทัตติยพงศ์)


                       (นางกิ่งดาว หมอแก้ว)

  นายสัตวแพทย์ชำนาญการพิเศษ       

                       สัตวแพทย์ชำนาญงาน       

 ผู้ร่วมดำเนินการ



 
                ผู้ร่วมดำเนินการ
………../……………………./…………..


                 …………../…………………../…………

ลงชื่อ……………………………………


              ลงชื่อ……………………………….….

       (นางสุภาวรรณ งามจิตต์เอื้อ)


                    (นางมนทกานติ์ จิระธันห์)

          สัตวแพทย์ชำนาญงาน                                  ผู้เชี่ยวชาญด้านวิจัยโรคสัตว์เล็กและสัตว์ใหญ่       
                          

 ผู้ร่วมดำเนินการ



    
            ผู้ร่วมดำเนินการ
………../……………………./…………..

                          …………../…………………../…………

ได้ตรวจสอบแล้วขอรับรองว่าผลงานดังกล่าวข้างต้นถูกต้องตรงกับความเป็นจริงทุกประการ
ลงชื่อ………………………………………….…..

               ลงชื่อ……………..………………………..

          (นางสาวรุ่งรัตน์ ไสยสมบัติ)

                      (นายเชาวฤทธิ์ บุญมาทิต)

หัวหน้ากลุ่มส่งเสริมการวิจัยและนวัตกรรมสุขภาพสัตว์            ผู้อำนวยการสถาบันสุขภาพสัตว์แห่งชาติ
      ……………./……………………/…………..

                   …………/…………………../………...

 (ผู้บังคับบัญชาที่ควบคุมดูแลการดำเนินการ)




หมายเหตุ   
1. กรุณาให้ผู้ร่วมดำเนินการ และผู้บังคับบัญชา ลงลายมือชื่อรับรองให้ครบทุกคน ด้วยลายมือจริง
2. หากผลงานมีลักษณะเฉพาะ เช่นแผ่นพับ หนังสือ แถบบันทึกเสียง ฯลฯ ผู้เสนอผลงาน            อาจส่งผลงานจริงประกอบการพิจารณาของคณะกรรมการก็ได้
เอกสารหมายเลข 4
ข้อเสนอแนวคิด/วิธีการ เพื่อพัฒนางานหรือปรับปรุงให้มีประสิทธิภาพมากขึ้น
ชื่อ นายทวีวัฒน์ ดีมะการ
เพื่อประกอบการแต่งตั้งให้ดำรงตำแหน่งที่สูงขึ้นในตำแหน่ง นักวิทยาศาสตร์การแพทย์ชำนาญการพิเศษ
ตำแหน่งเลขที่   860     . กลุ่ม ส่งเสริมการวิจัยและนวัตกรรมสุขภาพสัตว์ .สถาบันสุขภาพสัตว์แห่งชาติ
เรื่อง การพัฒนาเทคนิคในการค้นหาเชื้อก่อโรคในสุกร โดยใช้เทคโนโลยีการหาลำดับสารพันธุกรรมรุ่นใหม่
       (Development of swine disease pathogen discovery techniques using next generation 

        sequencing technology)
หลักการและเหตุผล
ด้วยศักยภาพของเทคโนโลยีการหาลำดับนิวคลีโอไทด์ของสารพันธุกรรมรุ่นใหม่ (Next generation sequencing หรือ NGS) ในการหาลำดับนิวคลีโอไทด์ได้ครั้งละจำนวนมาก ในเวลาที่รวดเร็วขึ้น และต้นทุนต่อจำนวนข้อมูลที่ต่ำลงมาก ทำให้เทคโนโลยี NGS เข้ามามีบทบาทสำคัญในการช่วยพัฒนาการศึกษาวิจัยและการตรวจวินิจฉัยโรคสัตว์เศรษฐกิจในเชิงลึกระดับอณูชีวโมเลกุลทางด้านต่างๆ เช่น การศึกษาทางด้านระบาดวิทยาเชิงโมเลกุล (Molecular epidemiology) การศึกษาวิวัฒนาการของเชื้อไวรัส (Evolution of viral quasispecies) การศึกษาลักษณะประชากรของกลุ่มเชื้อจุลินทรีย์ (Microbial communities) รวมถึงการศึกษาลักษณะทางอณูชีวโมเลกุลของเชื้อก่อโรคชนิดใหม่ (Molecular characterization of unknown pathogen) เนื่องจากเทคโนโลยี NGS สามารถหาลำดับนิวคลีโอไทด์ของสารพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิตทุกชนิดที่อยู่ในตัวอย่างได้ (Metagenomics) จึงทำให้เทคโนโลยี NGS ถูกนำมาใช้อย่างมากในการศึกษาและเฝ้าระวังโรคอุบัติใหม่ การตรวจหาเชื้อก่อโรคในสัตว์ป่วยตายโดยไม่ทราบสาเหตุ และการค้นหาเชื้อชนิดใหม่ ซึ่งสุกรเป็นหนึ่งในสัตว์เศรษฐกิจที่นักวิจัยให้ความสนใจมากในการศึกษาเกี่ยวกับเชื้ออุบัติใหม่หรือเชื้อก่อโรคชนิดใหม่ เนื่องจากมีรายงานยืนยันว่าสุกรเป็นแหล่งเพิ่มจำนวน (Amplifier host) ของเชื้อก่อโรคชนิดต่างๆ ที่ได้รับมาจากสัตว์ป่า เช่น ค้างคาว ซึ่งเป็นแหล่งรังโรค (Reservoir) ของเชื้ออุบัติใหม่หลายชนิด เช่น เชื้อไวรัสนิปาห์ (Nipah virus) ก่อนที่จะถ่ายทอดไปสู่คน นอกจากนี้สุกรยังเป็นแหล่งแลกเปลี่ยนสารพันธุกรรม (Mixing vessel) ของเชื้อไวรัสไข้หวัดใหญ่ชนิดเอ (Influenza A virus) สายพันธุ์ต่างๆ เช่น สายพันธุ์ H1N1 และ H7N9 ซึ่งระบาดไปทั่วโลกในช่วงทศวรรษที่ผ่านมา
การนำเทคโนโลยี NGS มาใช้ในการศึกษาเชื้อก่อโรคในสุกรที่ผ่านมาทำให้เกิดการค้นพบเชื้อชนิดใหม่หลายชนิด เช่น เชื้อ Parechovirus-like virus ซึ่งเป็นเชื้อไวรัสชนิดใหม่ใน Genus Picornaviridae ที่มีรายงานพบในสุกรในประเทศจีนเมื่อปี ค.ศ. 2013 แต่ส่วนใหญ่รายงานการศึกษาเพื่อพัฒนาวิธีการตรวจหาเชื้อก่อโรคในสุกร เป็นการศึกษาตัวอย่างจากเลือดหรือมูลสุกร หรือตัวอย่างจากเซลล์เพาะเลี้ยง เช่น การพัฒนาวิธีการตรวจหา DNA และ RNA ไวรัส พร้อมๆ กันในตัวอย่างมูลสุกร และการพัฒนาวิธีการกำจัด Host DNA ด้วยการย่อยด้วยเอนไซม์ DNase1 เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการตรวจหาเชื้อไวรัสปากและเท้าเปื่อย และเชื้อไวรัสอื่นๆ ในกลุ่ม Positve-sense polyadenylated RNA virus อย่างไรก็ตามรายงานการตรวจหาเชื้อก่อโรคในตัวอย่างเนื้อเยื่อสุกรด้วยเทคโนโลยี NGS ยังมีน้อยมาก  เนื่องจากยังมีปัญหาเป็นอย่างมากจากการ                                                     

ปนเปื้อนของ Host DNA ที่สูงมากถึง 95-99% ของผลการหาลำดับนิวคลีโอไทด์ทั้งหมด ดังนั้นจึงมีความจำเป็นอย่างยิ่งที่จะต้องพัฒนาวิธีกำจัด Host DNA ให้ได้มากที่สุด ทั้งในขั้นตอนการเตรียมตัวอย่างทาง
ห้องปฏิบัติการและการใช้เทคนิคทาง Bioinformatics มาช่วยในการกำจัด Host DNA เพื่อเพิ่มโอกาสการค้นพบเชื้อก่อโรคและได้ผลการวิเคราะห์ที่ถูกต้อง แม่นยำ และรวดเร็วมากยิ่งขึ้น จึงจะสามารถควบคุมป้องกันโรคได้อย่างมีประสิทธิภาพ
บทวิเคราะห์ / แนวคิด / ข้อเสนอ (แผนงาน / โครงการ ) ที่ผู้ประเมินจะพัฒนางาน
ศึกษา ค้นคว้า และพัฒนาวิธีการเตรียมตัวอย่างเนื้อเยื่อจากสัตว์เพื่อลดปริมาณ Host DNA ในตัวอย่าง โดยไม่กระทบต่อปริมาณสารพันธุกรรมของเชื้อก่อโรคในตัวอย่าง เนื่องจากสารพันธุกรรมของเชื้อก่อโรค โดยเฉพาะอย่างยิ่ง DNA หรือ RNA ของเชื้อไวรัสมีปริมาณน้อยมาก เมื่อเทียบกับปริมาณ Host DNA จึงต้องทำการกำจัด Host DNA ตั้งแต่การบดตัวอย่างเนื้อเยื่อให้ละเอียดให้มากที่สุด แล้วละลายในสารละลาย จากนั้นนำไปปั่นเหวี่ยง (Centrifuge) เพื่อแยกเอาส่วนใสไปกรองด้วย Filter แล้วทำการย่อย DNA และ RNA ของ Host ด้วยเอนไซม์ DNase และ RNase จากนั้นทำการสกัดเอาสารพันธุกรรม แล้วกำจัด Ribosomal RNA ของ Host ด้วยชุดน้ำยาสำเร็จรูป ก่อนที่จะนำสารพันธุกรรมที่เหลือไปทำการเตรียม DNA Library เพื่อหาลำดับนิวคลีโอไทด์ของสารพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิตทั้งหมดในตัวอย่างด้วยเครื่อง NGS ต่อไป ทั้งนี้ในการเตรียมตัวอย่างแต่ละขั้นตอนจะทำการหาปริมาณ DNA ของ Host เปรียบเทียบกับปริมาณสารพันธุกรรมของเชื้อก่อโรคทุกขั้นตอน เพื่อตรวจสอบประสิทธิภาพของวิธีการที่นำมาใช้ลดปริมาณ Host DNA นอกจากนี้ยังต้องพัฒนาเทคนิคต่างๆ ทางด้าน Bioinformatics มาช่วยในการใช้โปรแกรมคอมพิวเตอร์กำจัดข้อมูล Host DNA เช่น ใช้ข้อมูล Genome ของ Host มากรองออก เพื่อให้เหลือเฉพาะข้อมูลสารพันธุกรรมของเชื้อก่อโรค

  ผลที่คาดว่าจะได้รับ
1. ได้วิธีการกำจัด Host DNA ที่เหมาะสมกับตัวอย่างเนื้อเยื่อสุกร ซึ่งสามารถนำวิธีการนี้ไปพัฒนาใช้กับตัวเนื้อเยื่อสัตว์อื่นๆ ได้ต่อไป
2. ได้เพิ่มองค์ความรู้ใหม่สำหรับใช้ในการตรวจวินิจฉัยและวิจัยโรคสัตว์ โดยใช้เทคโนโลยี NGS ให้แก่บุคลากรในสถาบันสุขภาพสัตว์แห่งชาติ ซึ่งเป็นการเตรียมความพร้อมรับมือเชื้อก่อโรคอุบัติใหม่อีกทางหนึ่ง
3. ทราบชนิดของเชื้อก่อโรคในตัวอย่างเนื้อเยื่อสุกร ทั้งเชื้อก่อโรคที่กำลังเป็นปัญหาและเชื้ออุบัติใหม่
4. สามารถนำข้อมูลชนิดของเชื้อก่อโรคที่พบไปศึกษาต่อยอด และวางแผนการรักษา สืบสวน เฝ้าระวัง ควบคุม และป้องกันโรคได้อย่างถูกต้อง ช่วยลดและป้องกันความสูญเสียทางเศรษฐกิจ สาธารณสุข และสังคมของเกษตรกร รวมถึงประเทศในภาพรวม 
5. เผยแพร่ผลงานวิจัยในงานประชุมวิชาการหรือวารสารวิชาการทางสัตวแพทย์
ตัวชี้วัดความสำเร็จ
สามารถตรวจวินิจฉัยและค้นหาเชื้อก่อโรคในสุกร ทั้งเชื้อก่อโรคที่กำลังเป็นปัญหาและเชื้อก่อโรคอุบัติใหม่อุบัติซ้ำ โดยใช้เทคโนโลยีการหาลำดับสารพันธุกรรมรุ่นใหม่ (Next generation sequencing) ได้
 







ลงชื่อ……………………………….

 







      (นายทวีวัฒน์ ดีมะการ)

                






            ผู้เสนอแนวคิด








     …..…../……...……./….......

การพิจารณาประเมินข้าราชการเพื่อคัดเลือกให้ส่งผลงานทางวิชาการ
ชื่อ  นายทวีวัฒน์ ดีมะการ
ตำแหน่ง นักวิทยาศาสตร์การแพทย์ชำนาญการ                                   ตำแหน่งเลขที่   860        .
ขอประเมินเพื่อแต่งตั้งให้ดำรงตำแหน่งที่สูงขึ้นในตำแหน่ง นักวิทยาศาสตร์การแพทย์ชำนาญการพิเศษ .
ตำแหน่งเลขที่   860     .กลุ่ม ส่งเสริมการวิจัยและนวัตกรรมสุขภาพสัตว์ .สถาบันสุขภาพสัตว์แห่งชาติ
การพิจารณา    (คะแนนเต็ม   100  คะแนน)

  
1.ผลงาน/ผลการปฏิบัติงานย้อนหลัง 3  ปี

50 คะแนน 
ได้รับ …………………….…คะแนน 

2.ข้อเสนอแนวคิด/วิธีการเพื่อพัฒนางานหรือปรับปรุงให้มีประสิทธิภาพมากขึ้น




 




50 คะแนน 
ได้รับ …………………….…คะแนน
 







           รวม ……………………..…คะแนน

                                                                                  ลงชื่อ………………………………………....……..

                                                                                             (นายเชาวฤทธิ์ บุญมาทิต)

ผู้อำนวยการสถาบันสุขภาพสัตว์แห่งชาติ
                                                                                    วันที่…….……/….………………/............….
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