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ผลงานที่จะขอรับการประเมินเพื่อเลื่อนขึ้นแต่งตั้งให้ดำรงตำแหน่งสูงขึ้น
1. ชื่อผลงาน การตรวจหาซาร์โคซีสต์ชนิดติดต่อคนในเนื้อโคด้วยวิธีทางชีวโมเลกุลในภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย 

ปีที่ดำเนินการ 2560-2561
2. ความสำคัญและที่มาของปัญหาที่ทำการศึกษา
ซาร์โคซีสต์ (Sarcocystis spp.) เป็นปรสิตที่มีรายงานการพบในโค-กระบือทั่วโลก เช่น ประเทศเยอรมัน ออสเตรเลีย ญี่ปุ่น จีน เวียดนาม อาร์เจนตินา และสหรัฐอเมริกา (Odening et al., 1966; Savini et al., 1992; Ono and Ohsumi, 1999; Yang et al., 2001; Jehle et al., 2009; More et al., 2011; Bernel et al., 2015) เป็นต้น โดยในโคมีการตรวจพบเชื้อได้ในกล้ามเนื้อคอ ลิ้น หัวใจ และกล้ามเนื้อสะโพก ซึ่งเชื้อนี้สามารถก่ออันตรายร้ายแรงและติดต่อคนได้จากการกินเนื้อโคที่ติดเชื้อซาร์โคซีสต์ ดังนั้น คนที่นิยมบริโภคเนื้อโคแบบสุกๆ ดิบๆ จึงมีโอกาสจะติดเชื้อปรสิตซาร์โคซีสต์ได้ สำหรับในประเทศไทยมีรายงานพบผู้ป่วยติดปรสิตซาร์โคซีสต์ที่กรุงเทพมหานคร ขอนแก่น และอุบลราชธานี (Fayer et al., 2015) โดยคนที่ได้รับเชื้อจะแสดงอาการลำไส้อักเสบอย่างรุนแรง และปวดกล้ามเนื้อ สำหรับคนที่ติดเชื้อแบบเรื้อรังอาจมีอาการของโรคต่อเนื่องนานถึง 7 ปี และยังไม่มียารักษาโรคจำเพาะ
กรมปศุสัตว์มีการควบคุมคุณภาพเนื้อสัตว์ตั้งแต่ขั้นตอนการผลิตสัตว์จนถึงมือผู้บริโภค โดยการสุ่มตรวจเนื้อสัตว์จากโรงฆ่าสัตว์และสถานที่จำหน่ายเนื้อสัตว์ แต่ยังไม่มีการระบุให้ตรวจหาปรสิตซาร์โคซีสต์ในเนื้อสัตว์ และภายใต้คำถามที่ว่าเนื้อโคสำหรับการบริโภคในภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทยมีความปลอดภัยจากปรสิตซาร์โคซีสต์ชนิดที่ก่อโรคในคนหรือไม่ ดังนั้น ในการศึกษาครั้งนี้จึงคาดหวังว่าผลการศึกษาที่ได้จะใช้เป็นแนวทางในการควบคุม ป้องกันการแพร่กระจายของซาร์โคซีสต์สู่ผู้บริโภคได้
3. วัตถุประสงค์ในการศึกษา
3.1 เพื่อตรวจหาชนิดและความชุกของซาร์โคซีสต์ติดต่อคนด้วยวิธีทางชีวโมเลกุล
3.2 ประเมินความเสี่ยงของผู้บริโภคเนื้อโคที่จะได้รับเชื้อซาร์โคซีสต์
4. ความรู้ทางวิชาการ หรือแนวคิดหรือหลักทฤษฎีที่ใช้ในการดำเนินการ
ซาร์โคซีสต์เป็นสัตว์เซลล์เดียวจัดอยู่ใน Phylum Apicomplexa ที่สามารถก่อโรคได้ทั้งในสัตว์ป่า สัตว์เลี้ยง และมนุษย์ โดยพบกระจายแพร่หลายไปทั่วโลก แต่ในประเทศไทยยังไม่พบรายงานการศึกษาการตรวจหาซาร์โคซีสต์ชนิดติดต่อคนจากการกินเนื้อสัตว์ ทำให้ขาดข้อมูลด้านระบาดวิทยาของเชื้อ ความชุก และชนิดของเชื้อที่ปนเปื้อนในเนื้อสัตว์ สำหรับซาร์โคซีสต์ที่ก่ออันตรายร้ายแรงชนิดติดต่อคนจากเนื้อโคที่ติดเชื้อ ได้แก่ S. hominis S. sinensis (More et al., 2014) และ S. heydorni (Dubey et al., 2015) โดยเฉพาะในเนื้อโคที่ผู้บริโภคส่วนใหญ่นิยมกินแบบสุกๆ ดิบๆ ทำให้มีโอกาสที่จะติดปรสิตชนิดเนื้อได้สูง และยังไม่มียารักษาจำเพาะผู้ที่ติดเชื้อปรสิตชนิดนี้ 
สำหรับวิธีการตรวจวินิจฉัยการปนเปื้อนเชื้อซาร์โคซีสต์ในเนื้อสัตว์โดยทั่วไปจะใช้วิธีการย่อยด้วยเอนไซม์ นำไปย้อมสีแล้วตรวจด้วยกล้องจุลทรรศน์ ซึ่งวิธีการดังกล่าวนี้เป็นวิธีการประเมินการติดเชื้อปรสิตเบื้องต้นเท่านั้น ไม่สามารถใช้ศึกษาหรืออธิบายลักษณะทางพันธุกรรมของเชื้อได้ อีกทั้งวิธีการนี้มีความไวต่ำ (low sensitivity) ทำให้การตรวจหาเชื้อโดยใช้กล้องจุลทรรศน์ในเนื้อสัตว์ที่มีการติดเชื้อจำนวนน้อยๆ เกิดความผิดพลาดได้ง่าย การประยุกต์ใช้วิธีการตรวจหาอณุพันธ์ของเชื้อโดยวิธีปฏิกิริยาลูกโซ่โพลีเมอเรส (Polymerase Chain Reaction - PCR) เป็นเทคนิคทางชีวโมเลกุลที่มีความไว และความจําเพาะสูงในการตรวจวินิจฉัยโรค โดยใช้ร่วมกับวิธีการหาลำดับนิวคลีโอไทด์ และการสืบค้นข้อมูลทาง Internet ด้วยโปรแกรมชีวสาระสนเทศสำหรับการวิเคราะห์ข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ของเชื้อเพื่อเปรียบเทียบข้อมูลกับ Gene bank จะสามารถนำมาใช้ศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมของเชื้อซาร์โคซีสต์ได้ ดังนั้นวิธีการนี้จึงเป็นอีกทางเลือกหนึ่งที่จะนำมาใช้เป็นเครื่องมือในการศึกษาความชุกและชนิดของปรสิตซาร์โคซีสต์ที่ก่อโรคในคนที่ปนเปื้อนในเนื้อโคจากโรงฆ่าสัตว์และจุดจำหน่ายเนื้อสัตว์ที่ได้รับการรับรองจากกรมปศุสัตว์ โดยใช้เป็นข้อมูลในการวางแผนเฝ้าระวัง ป้องกันและควบคุมการแพร่กระจายของปรสิตซาร์โคซีสต์ นอกจากนี้แล้วผู้บริโภคยังได้รับอาหารที่มีความสะอาด ปลอดภัย และลดอัตราเสี่ยงต่อการได้รับปรสิตซาร์โคซีสต์ตามนโยบายอาหารปลอดภัยของรัฐบาล 
5. วิธีการหรือขั้นตอนการศึกษา
ตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างเนื้อโคจากโรงฆ่าสัตว์ (กิจกรรมตรวจสอบและออกใบอนุญาตโรงฆ่าสัตว์ภายในประเทศ) และสถานที่จำหน่ายเนื้อสัตว์ (โครงการเนื้อสัตว์ปลอดภัยใส่ใจผู้บริโภค) ในภาค-ตะวันออกเฉียงเหนือ ที่เข้าร่วมโครงการในปีงบประมาณ 2561 เพื่อนำไปตรวจหาแบรดิซอยต์ของซาร์โคซีสต์โดยวิธี digestion method ตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื้อบนด้วยวิธี PCR นำเชื้อที่ให้ผลบวกต่อวิธี PCR (More et al., 2014; Hu et al., 2016; Hussein et al., 2017) ไปตรวจยืนยันชนิดด้วยการตรวจหาลำดับนิวคลีโอไทด์และเปรียบเทียบกับข้อมูลในฐานข้อมูลพันธุกรรมของ NCBI GenBank database วิเคราะห์ความเสี่ยงของผู้บริโภคเนื้อโคที่จะได้รับเชื้อซาร์โคซีสต์ รวมทั้งพิกัดตำแหน่ง GIS จุดที่ตรวจพบเชื้อซาร์โคซีสต์ นำข้อมูลการตรวจพบเชื้อซาร์โคซีสต์ที่ได้มาวิเคราะห์ทางสถิติโดยการทดสอบด้วยสถิติไคสแควร์ และเปรียบเทียบความแตกต่างของชนิดเชื้อด้วยสถิติ least significant difference ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% ด้วยโปรแกรม SAS 6.12 (1996)
6. ผู้ร่วมดำเนินการ (ถ้ามี)


(1) ชื่อ-นามสกุล  นายอาจอง อ่อนหวาน   
สัดส่วนผลงาน 5 %
7. ระบุรายละเอียดเฉพาะงานในส่วนที่ผู้ขอรับการประเมินเป็นผู้ปฏิบัติ
	1.
	ศึกษาค้นคว้าเอกสารงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง และวางแผนดำเนินงาน
	สัดส่วน 10 %

	2.
	เตรียมตัวอย่างเนื้อโคสำหรับตรวจหาเชื้อซาร์โคซีสต์
สกัด DNA จากตัวอย่างเนื้อโคเพื่อตรวจหาอนุพันธ์ของเชื้อซาร์โคซีสต์
	สัดส่วน 10 %

	3.
	ตรวจหาเชื้อซาร์โคซีสต์ด้วยวิธี Digestion method การย้อมสี Giemsa, จัดทำสไลด์ชิ้นเนื้อตัวอย่างและย้อมสีฮีมาท๊อกซิลินและอีโอซิน เพื่อศึกษาทางจุลพยาธิวิทยา, ออกแบบไพรเมอร์สำหรับตรวจหาเชื้อซาร์โคซีสต์แต่ละชนิดและตรวจหาเชื้อซาร์โคซีสต์ด้วยวิธี PCR, เปรียบเทียบความแตกต่างของลำดับนิวคลีโอไทด์ของเชื้อที่ตรวจพบด้วยวิธี DNA Sequencing
	สัดส่วน 35 %

	4.
	วิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ การวิเคราะห์เพื่อเปรียบเทียบชนิดของเชื้อด้วยโปรแกรมชีวสารสนเทศ การลงพิกัดตำแหน่ง GIS การแปรผลข้อมูล และสรุปผลจากงานที่ได้ศึกษา พร้อมทั้งเผยแพร่ผลงาน
	สัดส่วน 25 %

	5.
	วิเคราะห์ผล วิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ จัดทำรายงาน และเผยแพร่ผลงาน
	สัดส่วน 15 %


8. ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ (กรณีเป็นผลงานที่อยู่ระหว่างศึกษา)

ทราบถึงความชุกของปรสิตซาร์โคซีสต์ ชนิดของปรสิตซาร์โคซีสต์ และลำดับนิวคลีโอไทด์ของปรสิตซาร์โคซีสต์ที่ก่อโรคในคนที่ปนเปื้อนในเนื้อโคจากโรงฆ่าสัตว์และจุดจำหน่ายเนื้อสัตว์ที่ได้รับการรับรองจากกรมปศุสัตว์ ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือตอนบน
9.ระบุผลสำเร็จของงาน หรือผลการศึกษา (กรณีที่เป็นผลงานที่ดำเนินการเสร็จแล้ว)

                 -
10. ความยุ่งยากในการดำเนินการ/ปัญหา/อุปสรรค

- เนื่องจากในประเทศไทยยังไม่มีรายงานการศึกษาชนิดของซาร์โคซีสต์ ที่สามารถก่อโรคได้ในคนจากการบริโภคเนื้อโค ทำให้การศึกษาครั้งนี้ต้องใช้บทความอ้างอิงของต่างประเทศ ใช้ความรู้ความชำนาญและประสบการณ์อย่างสูง ในการเก็บตัวอย่างและเตรียมตัวอย่างสำหรับตรวจวินิจฉัยการปนเปื้อนของเชื้อ 
-การตรวจหาและการแยกชนิดซาร์โคซีสต์ ต้องใช้เครื่องมือเฉพาะทาง นอกจากนี้การทดสอบความใช้ได้ของวิธี PCR สำหรับตรวจหาชนิดของซาร์โคซีสต์ ต้องใช้ความรู้ ประสบการณ์และความชำนาญอย่างสูงในการตรวจวินิจฉัยแยกชนิดของเชื้อต้นเหตุ
-วิธีการสกัด DNA ของเชื้อซาร์โคซีสต์เพื่อใช้ในวิธี PCR
-การออกแบบไพรเมอร์ตรวจหาเชื้อซาร์โคซีสต์แต่ละชนิด เนื่องจากบางชนิดยังไม่มีการศึกษาถึงรายละเอียดของลำดับนิวคลีโอไทด์
-การวินิจฉัยเพื่อแยกชนิดของเชื้อ โดยการหาลำดับนิวคลีโอไทด์ และการใช้โปรแกรมชีวสารสนเทศสำหรับการวิเคราะห์ข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ของเชื้อเพื่อเปรียบเทียบข้อมูลกับ Gene bank ต้องใช้ความรู้ ประสบการณ์และความชำนาญอย่างสูงในการวิเคราะห์ข้อมูล
11. การนำไปใช้ประโยชน์ หรือคาดว่าจะนำไปใช้ประโยชน์
เพื่อใช้เป็นข้อมูลในการวางแผนเฝ้าระวัง ป้องกัน และควบคุมการแพร่กระจายของปรสิตซาร์โคซีสต์ ใช้ปรับปรุงมาตรฐานโรงฆ่าสัตว์และจุดจำหน่ายเนื้อสัตว์ให้เข้าสู่มาตรฐาน ลดการปนเปื้อนของเชื้อที่ก่อโรคในคน ผู้บริโภคได้รับอาหารที่มีความสะอาด ปลอดภัย และลดอัตราเสี่ยงต่อการได้รับปรสิตซาร์โคซีสต์ที่ทำอันตรายต่อผู้บริโภคตามนโยบายอาหารปลอดภัยของรัฐบาล
ขอรับรองว่าผลงานดังกล่าวข้างต้นเป็นความจริงทุกประการ
ลงชื่อ……………………………………………..

        (นายเด่นพงษ์  สาฆ้อง)   

                            ผู้เสนอผลงาน
..….…..….………….………...….……….

ขอรับรองว่าสัดส่วนหรือลักษณะงานในการดำเนินการของผู้เสนอข้างต้นถูกต้องตรงกับความจริงทุกประการ
ลงชื่อ………………………………………………

                                                                                       (นายอาจอง  อ่อนหวาน)
                        ตำแหน่ง  นายสัตวแพทย์ชำนาญการพิเศษ
  ผู้ร่วมดำเนินการ


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

          (นายปฏิพร  ฐาปนกุลศักดิ์)




(นายศีลธรรม  วราอัศวปติ) 

      ตำแหน่ง นายสัตวแพทย์เชี่ยวชาญ




   ตำแหน่ง ปศุสัตว์เขต 4

ผู้อำนวยการศูนย์วิจัยและพัฒนาการสัตวแพทย์ 


         …………………………….………....

      ภาคตะวันออกเฉียงเหนือตอนบน
       ............…………………..………....
(ผู้บังคับบัญชาที่ควบคุมดูแลการดำเนินการ)
หมายเหตุ   หากผลงานมีลักษณะเฉพาะ เช่นแผ่นพับ หนังสือ แถบบันทึกเสียง ฯลฯ ผู้เสนอผลงานอาจส่งผลงานจริงประกอบการพิจารณาของคณะกรรมการก็ได้
เอกสารหมายเลข 3

ผลงานที่จะขอรับการประเมินเพื่อเลื่อนขึ้นแต่งตั้งให้ดำรงตำแหน่งสูงขึ้น
1. ชื่อผลงาน  การตรวจพบ Sarcocystis ในโค-กระบือ ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือตอนบน ระหว่างปี พ.ศ. 
                  2554-2558

                  ปีที่ดำเนินการ 2558 – 2559

2. ความสำคัญและที่มาของปัญหาที่ทำการศึกษา
ศูนย์วิจัยและพัฒนาการสัตวแพทย์ภาคตะวันออกเฉียงเหนือตอนบน จังหวัดขอนแก่น ได้รับตัวอย่างโค-กระบือ ป่วยตายโดยไม่ทราบสาเหตุต่อเนื่องเป็นระยะๆตลอดหลายปีที่ผ่านมา จากการซักประวัติโดยภาพรวมสัตว์จะมีอาการผอม ขาไม่มีแรง ล้มนอน ลุกลำบาก หรือลุกไม่ขึ้น ซึ่งแนวทางการวินิจฉัยส่วนใหญ่มองประเด็นไปที่การจัดการด้านอาหาร หรือสัตว์ชนกระแทกกัน หรือปีนขึ้นขี่กัน หรือพื้นคอกลื่น ทำให้สัตว์ล้ม ลุกไม่ขึ้นและตายในเวลาต่อมา ผลการชันสูตรทางห้องปฏิบัติการมีประเด็นที่น่าสนใจคือจะพบเฉพาะซาร์โคซีสต์ จากการตรวจชันสูตรทางปรสิตวิทยา ด้วยวิธี Impression smear จากอวัยวะตัวอย่างแล้วย้อมด้วยสี Giemsa (มาณวิกา, 2556; National Institute of Animal Health, 1998) แต่ยังไม่อาจสรุปได้ว่าโค กระบือ ที่ป่วยตายมีสาเหตุมาจากซาร์โคซีสต์นี้
เนื่องจากการตรวจพบซาร์โคซีสต์ที่ผ่านมาสัตว์แสดงอาการป่วยคล้ายโรคอื่นทั่วไปหรือไม่ชัดเจน และไม่พบอาการบ่งชี้ว่าอาจจะเกิดจากซาร์โคซีสต์ทำให้การวินิจฉัยแยกจากโรคอื่นได้ยาก จนเมื่อกระทั่งสัตว์ตายลง อีกทั้งยังขาดข้อมูลเชิงประจักษ์เกี่ยวกับอุบัติการณ์การเกิดโรคในโค-กระบือ ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือตอนบน จากการที่ยังไม่มีการศึกษาและรวบรวมข้อมูลเกี่ยวกับโค-กระบือ ป่วยตายที่ผลการชันสูตรพบเฉพาะซาร์โคซีสต์ ประกอบกับข้อมูลการก่อโรคในโค-กระบือมีน้อยมาก และบางครั้งจากการผ่าซากจะไม่พบวิการผิดปกติเมื่อดูด้วยตาเปล่า (สุรีย์ และคณะ, 2527ข; More et al., 2008) และการตรวจวินิจฉัยทางห้องปฏิบัติการที่ผ่านมายังไม่มีการแยกชนิดซาร์โคซีสต์ชนิดที่ก่อความรุนแรงในโค-กระบือ ทำให้แนวทางวินิจฉัยโรคไม่ได้ให้ความสำคัญ หรือไม่ได้นำการติดพยาธินี้มาประกอบการวินิจฉัยแยกโรค (Differential diagnosis) จากสาเหตุอื่น
สำหรับการชันสูตรทางห้องปฏิบัติการที่ผ่านมายังมีความเข้าใจว่าการตรวจพบ ซาร์โคซีสต์จากตัวอย่างโค-กระบือที่ส่งตรวจ จะไม่สามารถทำอันตรายร้ายแรงต่อโค-กระบือได้ เนื่องจากยังไม่มีการแยกชนิดของ ซาร์โคซีสต์ ระหว่างชนิดก่อความรุนแรงและมีอันตรายต่อโค-กระบือ กับชนิดที่ไม่มีอันตราย ส่งผลกระทบหลายด้าน ทั้งด้านการวินิจฉัยที่ระบุหาสาเหตุการป่วยตายได้ไม่ชัดเจน ด้านการจัดการเลี้ยงโค-กระบือ ตลอดจนด้านความสูญเสียทางเศรษฐกิจ ดังนั้นเพื่อลดผลกระทบดังกล่าว ตลอดจนให้ได้มาซึ่งข้อมูลเพื่อประกอบการวินิจฉัย และแนวทางควบคุมการป่วยตายในโค-กระบือจากการติดพยาธิชนิดนี้ จึงจำเป็นต้องศึกษาการตรวจพบและแยกชนิดของ ซาร์โคซีสต์ ในโค-กระบือเพื่อยืนยันว่าชนิดที่ตรวจพบในห้องปฏิบัติการเป็นชนิดที่ก่อความรุนแรงและมีอันตรายต่อโค-กระบือจริง โดยหากทราบว่าเป็นชนิดที่ก่อความรุนแรง คือ S. cruzi ที่มีสุนัขเป็นเป็นโฮสต์สุดท้าย สามารถที่จะลดอุบัติการณ์การติดพยาธิ
3. วัตถุประสงค์ในการศึกษา
เพื่อศึกษาการตรวจพบและแยกชนิดของปรสิตซาร์โคซีสต์ในโค–กระบือ ภาคตะวันออกเฉียงเหนือตอนบน ของประเทศไทย
4. ความรู้ทางวิชาการ หรือแนวคิดหรือหลักทฤษฎีที่ใช้ในการดำเนินการ
ซาร์โคซีสต์เป็นสัตว์เซลล์เดียว (protozoa) จัดอยู่ใน Phylum Apicomplexa สามารถก่อโรคได้ทั้งในคนและสัตว์ โดยพบมีรายงานทั่วโลก (Fayer et al., 2015) ซึ่งวงชีวิตของพยาธิในกลุ่มนี้ต้องการโฮสต์กึ่งกลางซึ่งมักเป็นสัตว์กินพืช โฮสต์กึ่งกลางจะติดโรคโดยการกิน sporocyst หรือ oocyst ที่ปนออกมากับอุจจาระของโฮสต์สุดท้ายซึ่งเป็นสัตว์กินเนื้อ โฮสต์สุดท้ายติดโรคโดยการกินซีสต์หรือ Sarcocyst ที่อยู่ในกล้ามเนื้อของโฮสต์กึ่งกลาง (Poulsen and Stenvold, 2014) ส่วนโค-กระบือจะเป็นโฮสต์กึ่งกลางของซาร์โคซีสต์โดยการกิน sporocyst หรือ oocyst ที่ปนออกมากับอุจจาระของโฮสต์สุดท้าย เช่น สุนัข หมาป่าหมาจิ้งจอก หมาใน และแรคคูน เป็นต้น (Solseby, 1982) หลังจากที่โคได้รับ sporocyst และ merozoite ของ S. cruzi เข้าไปในกระแสเลือดระบบภูมิคุ้มกันของโคจะมีการสร้างแอนติบอดีออกมา สามารถตรวจพบระดับความเข้มข้นของ IgM ต่อ S. cruzi ได้สูงสุดในวันที่ 3 และ ตรวจพบระดับความเข้มข้นของ IgG ต่อ S. cruzi ได้สูงสุดในวันที่ 14-17 หลังจากติดเชื้อ และคงอยู่ในระดับนี้จนถึงวันที่ 24-35 ก่อนที่เชื้อปรสิตจะเข้าไปอยู่ในกล้ามเนื้อโคในลักษณะของซีสต์จะมีการขยายพันธุ์แบบไม่อาศัยเพศภายในซีสต์ และ IgG ต่อ S. cruzi จะเพิ่มสูงขึ้นอีกครั้งหลักจากที่ merozoite ภายในซีสต์แตกตัวออกมา (Uggla and Buxton, 1990; Savini et al., 1997b)

ซาร์โคซีสต์ที่พบในโคได้แก่ S. cruzi, S. hominis, S. hirsute โดย S. cruzi จะเป็นชนิดที่ทำอันตรายร้ายแรงต่อโคมากที่สุด (มานพ, 2540; อาคม, 2538; Solseby, 1982) สำหรับในประเทศไทยมีรายงานการสำรวจความชุกหรืออุบัติการณ์ของซาร์โคซีสต์ในเนื้อโค-กระบือ จากการสุ่มเก็บกล้ามเนื้อหัวใจโคและกระบือจากตลาดสด 4 แห่ง ในอำเภอเมือง จังหวัดพิษณุโลก พบว่าตัวอย่างชิ้นเนื้อที่ทำการสุ่มตรวจทั้งหมดจำนวน 100 ตัวอย่าง ตรวจพบ bradyzoite ของซาร์โคซีสต์ทั้งหมด 100 ตัวอย่าง (แสงชัย และคณะ, 2550) เช่นเดียวกับรายงานของ Danseekaew et al. (1990) ที่ตรวจพบการติดปรสิตซาร์โคซีสต์ในเนื้อโคคิดเป็น 93.4 เปอร์เซ็นต์ สอดคล้องกับรายงานการสำรวจหาเชื้อปรสิตซาร์โคซีสต์ในหลอดอาหารโค-กระบือจากโรงฆ่าสัตว์ ในเขตพระโขนง กรุงเทพฯ ที่พบว่าการติดพยาธินี้ในอัตราที่สูงทั้งในโคและกระบือ (มานพ และธงชัย, 2531) โดยเมื่อโคได้รับเชื้อปรสิต S. cruzi เข้าไปในร่างกายโคจะแสดงอาการเบื่ออาหาร ผอมแห้ง น้ำหนักลด โลหิตจาง และทำให้ตายในที่สุด (มานพ, 2540; อาคม, 2538; Dubey, 1977; Solseby, 1982) สอดคล้องกับรายงานของ Garry (2008) และ Smith and George (2009) ที่ศึกษาการติดเชื้อปรสิต S. cruzi ในโค โดยพบว่าโคจะแสดงอาการขาหลังไม่มีแรง เดินขากระเผลก ผอม และล้มนอนลุกไม่ขึ้น ซึ่งกลุ่มอาการดังกล่าวมานี้มีลักษณะคล้ายกับอาการของโคที่ป่วยตาย และนำส่งตัวอย่างเพื่อชันสูตรหาสาเหตุของโรคที่ศูนย์วิจัยและพัฒนาการสัตวแพทย์ภาคตะวันออกเฉียงเหนือตอนบน จังหวัดขอนแก่น
การวินิจฉัยตรวจหาซาร์โคซีสต์นอกจากการตรวจประจำด้วยวิธี Impression smear จากอวัยวะตัวอย่างแล้วย้อมด้วยสี Giemsa (Jain, 1986) ยังมีอีกหลายวิธี เช่น การตรวจทาง Histopathology และ immune-histochemistry การตรวจทาง Serological test โดยวิธี IFAT และเทคนิคการแยกชนิดซาร์โคซีสต์จะแยกโดยดูความหนาของผนังซาร์โคซีสต์จากการตรวจทางจุลพยาธิวิทยา (Bernel et al., 2015; Dubey, 1977; Eberhard, 2009) หรือใช้วิธี PCR (More et al., 2008) และอาจยืนยันชนิดโดยวิธีการหาลำดับนิวคลีโอไทด์ของ DNA (Bernel et al., 2015) สำหรับการตรวจคัดกรองการติดเชื้อปรสิตนี้ More et al. (2008) ทำการศึกษาวิธีการตรวจการติดปรสิตซาร์โคซีสต์โดยวิธี IFAT โดยใช้ bradyzoites ของ S. cruzi จากกล้ามเนื้อหัวใจโคที่ติดเชื้อมาผลิตแอนติเจน พบว่า สามารถตรวจคัดแยกการติดเชื้อ S. cruzi ออกจากการติดเชื้อ Toxoplasma gondii และ Neospora caninum ได้ นอกจากนี้ Savini et al. (1994) ได้ทำการศึกษาวิธีการผลิตแอนติเจนจาก Merozoite ของเชื้อปรสิต S. cruzi เพื่อใช้ในการตรวจการเชื้อปรสิต S. cruzi ในโคที่ประเทศออสเตรเลีย
การตรวจพบซาร์โคซีสต์ที่ผ่านมาสัตว์แสดงอาการป่วยคล้ายโรคอื่นทั่วไปหรือไม่ชัดเจน และไม่พบอาการบ่งชี้ว่าอาจจะเกิดจากซาร์โคซีสต์ทำให้การวินิจฉัยแยกจากโรคอื่นได้ยาก ดังนั้นจึงต้องศึกษาถึงลำดับอนุกรมวิธาน วงชีวิต ความสามารถในการก่อโรคทั้งในคนและสัตว์ของพยาธิในกลุ่มนี้ และการตรวจวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการด้วยวิธีต่างๆ เช่น การตรวจด้วยวิธี Impression smear จากอวัยวะตัวอย่างแล้วย้อมด้วยสี Giemsa การตรวจทางจุลพยาธิวิทยา เพื่อการดูลักษณะและการวัดความหนาของผนังซาร์โคซีสต์ การตรวจทางลูกโซ่โพลิเมอเรส และการตรวจการหาลำดับนิวคลีโอไทด์ของเชื้อเพื่อวินิจฉัยแยกโรค โดยใช้โปรแกรม
ชีวสารสนเทศสำหรับการวิเคราะห์ข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ของเชื้อเพื่อเปรียบเทียบข้อมูลกับ Gene bank
5. วิธีการหรือขั้นตอนการศึกษา  

- ศึกษาเอกสารงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง วางแผนการวิจัย
- การศึกษาส่วนที่ 1

1. รวบรวมตัวอย่างอวัยวะพร้อมทั้งข้อมูลประวัติของ โค-กระบือป่วยตาย ที่ส่งตรวจยังห้องปฏิบัติการศวพ.ภาคตะวันออกเฉียงเหนือตอนบน ซึ่งผลตรวจพบเฉพาะ ซาร์โคซีสต์ 
2. ซาร์โคซีสต์ ที่ตรวจพบในอวัยวะ นำไปจำแนกชนิดโดย 1.วัดขนาดของผนัง Sarcocyst  2.ใช้ปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส และ 3.โดยวิธีการตรวจหาลำดับนิวคลีโอไทด์จาก PCR product (DNA sequencing)

- การศึกษาส่วนที่ 2

 
รวบรวมข้อมูลย้อนหลังโค-กระบือป่วยตาย ในจังหวัดภาคตะวันออกเฉียงเหนือตอนบนที่ส่งตัวอย่างตรวจยังห้องปฏิบัติการศวพ. ภาคตะวันออกเฉียงเหนือตอนบน ที่ผลตรวจพบเฉพาะซาร์โคซีสต์ เพื่อศึกษาข้อมูล จำนวนที่พบ การระบาดในพื้นที่ และกลุ่มอาการที่สัตว์แสดงออก
- รวบรวม วิเคราะห์ข้อมูล และสรุปผลจากงานที่ได้ศึกษา พร้อมทั้งเผยแพร่ผลงาน
6. ผู้ร่วมดำเนินการ (ถ้ามี)
(1) ชื่อ-นามสกุล  นาย อาจอง  อ่อนหวาน  
สัดส่วนผลงาน  80%

7. ระบุรายละเอียดเฉพาะงานในส่วนที่ผู้ขอรับการประเมินเป็นผู้ปฏิบัติ
	1.
	ศึกษาค้นคว้าเอกสารงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง รวบรวมข้อมูล วางแผนจัดทำงานวิจัย  
	สัดส่วน 2 %

	2.
	รวบรวม และเตรียมตัวอย่างสำหรับใช้ตรวจวินิจฉัยในแต่ละวิธี เช่น วิธี Impression smear อวัยวะตัวอย่างแล้วย้อมสี Giemsa, การสกัด DNA เพื่อตรวจหาอนุพันธ์ของซาร์โคซีสต์, การเตรียมชิ้นเนื้อเพื่อศึกษาทางจุลพยาธิวิทยา
	สัดส่วน 7 %

	3.
	ตรวจหาซาร์โคซีสต์ และวินิจฉัยแยกชนิดจากตัวอย่าง โดยวิธี Impression smear, วิธีจุลพยาธิวิทยา, วิธี PCR, การทำ DNA Sequencing เพื่อเปรียบเทียบความแตกต่างของลำดับนิวคลีโอไทด์ของเชื้อที่ตรวจพบ
	สัดส่วน 8 %

	4.
	รวบรวม วิเคราะห์ข้อมูล และสรุปผลจากงานที่ได้ศึกษา พร้อมทั้งเผยแพร่ผลงาน
	สัดส่วน 3 %


8. ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ (กรณีเป็นผลงานที่อยู่ระหว่างศึกษา)

            -
9. ระบุผลสำเร็จของงาน หรือผลการศึกษา (กรณีที่เป็นผลงานที่ดำเนินการเสร็จแล้ว)


ทราบสภาวะการตรวจพบ และชนิดของซาร์โคซีสต์ที่สามารถก่อโรคได้ในโค–กระบือ ของภาคตะวันออกเฉียงเหนือตอนบนทำให้สามารถวางแผนป้องกันควบคุมและรักษาได้อย่างถูกต้อง
10. ความยุ่งยากในการดำเนินการ/ปัญหา/อุปสรรค

- เนื่องในประเทศไทยยังไม่มีรายงานการศึกษาและรวบรวมข้อมูลเกี่ยวกับโค-กระบือ ป่วยตายจากเชื้อ ซาร์โคซีสต์ ประกอบกับข้อมูลการก่อโรคในโค-กระบือมีน้อยมาก เป็นอุปสรรคในการหาข้อมูลอ้างอิง และวิธีการในการชันสูตรแยกชนิดของเชื้อซาร์โคซีสต์ สำหรับการศึกษานี้
- การศึกษาครั้งนี้ต้องใช้ความรู้ความชำนาญและประสบการณ์อย่างสูง ในการเก็บตัวอย่างและเตรียมตัวอย่างสำหรับการตรวจวินิจฉัยแยกชนิดของเชื้อ เนื่องจากยังไม่มีรายงานการศึกษาชนิดของซาร์โคซีสต์ที่สามารถก่อโรคได้ในโค–กระบือ ในประเทศไทย
- การตรวจหาและการแยกชนิดซาร์โคซีสต์ บางวิธีต้องใช้เครื่องมือเฉพาะทาง และต้องใช้ประสบการณ์และความชำนาญอย่างสูงในการตรวจวินิจฉัยแยกชนิดของเชื้อต้นเหตุทางห้องปฏิบัติการ เช่น การตรวจทางจุลพยาธิวิทยาที่ต้องทำบล็อกพาราฟินเพื่อการดูลักษณะและการวัดความหนาของผนัง Sarcocyst ตรวจด้วยกล้องจุลทรรศน์ การตรวจลูกโซ่โพลิเมอเรส และการหาลำดับนิวคลีโอไทด์ของเชื้อ

- การศึกษานี้ต้องใช้ความรู้และประสบการหลายแขนงร่วมกัน เช่น ความรู้ทางด้านเทคนิคทางอณูชีววิทยา และการสืบค้นข้อมูลทาง Internet การใช้โปรแกรมชีวสาระสนเทศสำหรับการวิเคราะห์ข้อมูลลำดับ
นิวคลีโอไทด์ของเชื้อเพื่อเปรียบเทียบข้อมูลกับ Gene bank ความรู้ในการวางแผนการวิจัย การรวบรวมข้อมูล การวิเคราะห์ข้อมูลด้วยสถิติ และการแปรผลข้อมูล

11. การนำไปใช้ประโยชน์ หรือคาดว่าจะนำไปใช้ประโยชน์

- เจ้าหน้าที่ปศุสัตว์ตลอดจนเกษตรกรผู้เลี้ยง โค-กระบือ สามารถนำผลการศึกษาที่ได้ไปใช้วางแผน เฝ้าระวัง ควบคุม ป้องกัน การแพร่กระจายและการติด ซาร์โคซีสต์ ในโค-กระบือ โดยเฉพาะการเลี้ยงปะปนร่วมกันระหว่าง โค-กระบือ กับ สุนัข ซึ่งสุนัขเป็นโฮสสุดท้ายที่จะทำให้ซาร์โคซีสต์ไปติดโค-กระบือ ซึ่งเป็นปัญหาที่ถูกมองข้ามมาโดยตลอด

ขอรับรองว่าผลงานดังกล่าวข้างต้นเป็นความจริงทุกประการ
           ลงชื่อ…………………………………………………………..

                (นายเด่นพงษ์  สาฆ้อง)

            ผู้เสนอผลงาน
                              ..….….………...….…
ขอรับรองว่าสัดส่วนหรือลักษณะงานในการดำเนินการของผู้เสนอข้างต้นถูกต้องตรงกับความจริงทุกประการ
                                                      ลงชื่อ………………………………………………………

                                             (นายอาจอง  อ่อนหวาน)

                                          ตำแหน่ง  นายสัตวแพทย์ชำนาญการพิเศษ

         ผู้ร่วมดำเนินการ       

         ……………………..  

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

          (นายปฏิพร  ฐาปนกุลศักดิ์)




(นายศีลธรรม  วราอัศวปติ) 

      ตำแหน่ง นายสัตวแพทย์เชี่ยวชาญ




   ตำแหน่ง ปศุสัตว์เขต 4

ผู้อำนวยการศูนย์วิจัยและพัฒนาการสัตวแพทย์ 


       ……………………………..………....

      ภาคตะวันออกเฉียงเหนือตอนบน
       ............…………………..………....
(ผู้บังคับบัญชาที่ควบคุมดูแลการดำเนินการ)
หมายเหตุ   หากผลงานมีลักษณะเฉพาะ เช่นแผ่นพับ หนังสือ แถบบันทึกเสียง ฯลฯ ผู้เสนอผลงานอาจส่งผลงานจริงประกอบการพิจารณาของคณะกรรมการก็ได้
เอกสารหมายเลข 3

ผลงานที่จะขอรับการประเมินเพื่อเลื่อนขึ้นแต่งตั้งให้ดำรงตำแหน่งสูงขึ้น
1. ชื่อผลงาน
การตรวจหายีนที่สร้างเอนไซม์เบตาแลคตาเมสชนิดฤทธิ์ขยายและการดื้อยาต้านจุลชีพ
กลุ่มเบตาแลคแทมของเชื้อ Escherichia coli ที่แยกได้จากซีกัมไก่เนื้อในภาคตะวันออก
เฉียงเหนือตอนบน
ปีที่ดำเนินการ พ.ศ. 2560-2561
2. ความสำคัญและที่มาของปัญหาที่ทำการศึกษา
เชื้อจุลชีพมีวิวัฒนาการของการดื้อยาต้านจุลชีพทั้งที่เกิดขึ้นเองตามธรรมชาติ และจากสาเหตุโน้มนำอื่นๆ จากหลายปัจจัยร่วมกัน เช่น การใช้ยาต้านจุลชีพอย่างขาดความระมัดระวังของมนุษย์โดยมักใช้ยาต้านจุลชีพเกินความจำเป็นและไม่ตรงต่อโรคติดเชื้อ การได้รับยาไม่ครบจำนวนส่งผลให้จุลชีพถูกทำลายไม่สมบรูณ์และปรับตัวให้ต้านทานต่อยาต้านจุลชีพนั้นๆ ทำให้การรักษาไม่ได้ผล นอกจากนี้การใช้ยาต้านจุลชีพในปศุสัตว์เพื่อป้องกันโรค รักษาโรค หรือใช้เพื่อเร่งการเจริญเติบโตก็ล้วนแต่เป็นปัจจัยสำคัญที่ส่งผลให้เชื้อจุลชีพในสัตว์ดื้อยา และอาจเป็นแหล่งแพร่กระจายยีนที่ควบคุมการดื้อยาต้านจุลชีพไปยังแบคทีเรียก่อโรคในมนุษย์ ซึ่งสาเหตุต่างๆ เหล่านี้เป็นตัวกระตุ้นให้ยาปฏิชีวนะที่เคยใช้ได้ผลในอดีตกลับกลายเป็นใช้ไม่ได้ผลแล้วในปัจจุบัน ในระยะเวลา 30 ปีที่ผ่านมาแนวโน้มของการดื้อยาของจุลชีพมีอัตราเพิ่มสูงขึ้นอย่างต่อเนื่อง แต่การคิดค้นยาปฏิชีวนะชนิดใหม่กลับลดลง

องค์การอนามัยโลกได้ยกให้ปัญหาเรื่องการดื้อยาต้านจุลชีพเป็นปัญหาสำคัญเร่งด่วนส่งผล เสียรุนแรงต่อสุขภาพของมนุษย์ กระทบต่อสาธารณสุขและเศรษฐกิจของทุกประเทศ โดยพบว่าทั่วโลกมีคนเสียชีวิตจากการติดเชื้อดื้อยาประมาณปีละ 700,000 คน และหากไม่เร่งแก้ไขปัญหาคาดว่าในปี พ.ศ. 2593 จะมีผู้เสียชีวิตจากเชื้อดื้อยาสูงถึง 10 ล้านคน และประเทศในแถบเอเชียจะมีคนเสียชีวิตมากที่สุด 4.7 ล้านคน คิดเป็นผลกระทบทางเศรษฐกิจสูงถึง 3,500 ล้านล้านบาท สำหรับประเทศไทยมีการติดเชื้อแบคทีเรียดื้อยาประมาณปีละ 88,000 ราย เสียชีวิตประมาณปีละ 38,000 ราย คิดเป็นการสูญเสียทางเศรษฐกิจโดยรวมสูงถึง 40,000 ล้านบาท แนวโน้มที่เพิ่มขึ้นอย่างต่อเนื่องของเชื้อแบคทีเรียดื้อยากำลังทำให้โลกเข้าสู่ยุคหลังยาปฏิชีวนะที่การติดเชื้อแบคทีเรียเพียงเล็กน้อยอาจเป็นอันตรายถึงชีวิตได้ และที่สำคัญอาจเกิดการล่มสลายทางการแพทย์แผนปัจจุบัน เนื่องจากไม่สามารถทำหัตถการแพทย์ที่สำคัญ เช่น การผ่าตัดทั่วไป การผ่าตัดเพื่อเปลี่ยนหรือเพื่อปลูกถ่ายอวัยวะ ได้อีกต่อไป เพราะหัตถการแพทย์เหล่านี้ล้วนแต่ต้องพึ่งประสิทธิภาพของยาปฏิชีวนะในการป้องกันและรักษาการติดเชื้อทั้งสิ้น 
3. วัตถุประสงค์ในการศึกษา
1. เพื่อศึกษาอุบัติการณ์ของเชื้อ E. coli ชนิดที่สร้างเอนไซม์ ESBLs จากซีกัมไก่เนื้อในพื้นที่ภาคตะวันออกเฉียงเหนือตอนบน
2. เพื่อศึกษายีนของเชื้อ E. coli ชนิดที่สร้างเอนไซม์ ESBLs จากซีกัมไก่เนื้อในพื้นที่ภาคตะวันออก
เฉียงเหนือตอนบน
3. เพื่อศึกษาความไวต่อยาต้านจุลชีพของเชื้อ E. coli ที่แยกจากซีกัมไก่เนื้อในพื้นที่ภาคตะวันออก
เฉียงเหนือตอนบน
4. ความรู้ทางวิชาการ หรือแนวคิดหรือหลักทฤษฎีที่ใช้ในการดำเนินการ
เชื้อ E. coli เป็นแบคทีเรียแกรมลบรูปท่อนในวงศ์ Enterobacteriaceae พบได้ทั่วไปในสิ่งแวดล้อมและเป็นเชื้อประจำถิ่นในลำไส้ของคนและสัตว์ สามารถก่อโรคได้หลายระบบในร่างกาย เช่น ระบบทางเดินอาหาร ทางเดินปัสสาวะ ทางเดินหายใจ และติดเชื้อในกระแสโลหิต เป็นสาเหตุสำคัญของการติดเชื้อในโรงพยาบาล ซึ่งโดยปกติมักแนะนำให้ใช้ยาปฏิชีวนะกลุ่มเบตาแลคแทมในการรักษาโรคติดเชื้อดังกล่าว แต่ไม่กี่ปีที่ผ่านมาเชื้อโรคเหล่านี้มีความต้านทานต่อยาปฏิชีวนะดังกล่าวมากขึ้น ซึ่งกลไกสำคัญที่ทำให้เชื้อดื้อยาปฏิชีวนะคือการที่เชื้อสร้างเอนไซม์เบต้าแลคตาเมส (Extended-Spectrum Beta-Lactamase หรือ ESBLs) เพื่อให้เชื้อมีความทนทานต่อยาปฏิชีวนะกลุ่มเบตาแลคแทม เช่น ampicillin, penicillin, cephalosporins เป็นต้น ซึ่งเป็นยาต้านจุลชีพที่ใช้กันอย่างแพร่หลายมากที่สุดกลุ่มหนึ่งและเป็นยาที่เชื้อแบคทีเรียหลายชนิดดื้อมากที่สุดเช่นกันส่งผลให้การรักษาโรคติดเชื้อ E. coli ไม่ได้ผล  ในปัจจุบันนี้พบว่าเอนไซม์ ESBLs มีมากกว่า 150 ชนิดที่สำคัญเช่น TEM, SHV และ CTX-M สามารถพบได้ในแบคทีเรียชนิดแกรมลบรูปแท่ง โดยจะพบมากในแบคทีเรียที่อยู่ในวงศ์ Enterobateriaceae เช่น E. coli และเชื้อนี้มีความสามารถส่งถ่าย plasmid ให้กับแบคทีเรียสายพันธุ์อื่นส่งผลให้แบคทีเรียอื่นดื้อต่อยาต้านจุลชีพกลุ่มเบตาแลคแทมได้เช่นกัน สำหรับสถานการณ์ในประเทศไทยโรงพยาบาลศรีนครินทร์พบอุบัติการณ์ของเชื้อ E. coli ที่สร้างเอนไซม์ ESBLs จำนวนร้อยละ 29 ของผู้ป่วยที่มีภาวะติดเชื้อในกระแสเลือด และโรงพยาบาลสงขลานครินทร์พบเชื้อ E. coli ที่สร้างเอนไซม์ ESBLs ร้อยละ 19
เนื่องจาก E. coli เป็นแบคทีเรียประจำถิ่นในระบบทางเดินอาหารของคนและสัตว์ ซึ่งหากเกิดการดื้อยาปฏิชีวนะอาจมีการแพร่กระจายหรือติดต่อถึงกันได้ สหภาพยุโรป (EU) จึงแนะนำให้มีการตรวจติดตามการดื้อยาของเชื้อแบคทีเรียประจำถิ่น เช่น E. coli ด้วย เพราะรูปแบบการดื้อยาที่ได้จะมีความใกล้เคียงกับชนิดของยาต้านจุลชีพที่ใช้ในสัตว์นั้นๆ มากกว่าแบคทีเรียก่อโรค สำหรับประเทศไทยได้ทำการสำรวจในเนื้อสัตว์ปีกที่จำหน่ายในซูเปอร์มาร์เกตพบมีการปนเปื้อนเชื้อ E. coli ที่สร้างเอนไซม์ ESBLs ร้อยละ 69 นอกจากนี้เชื้อดังกล่าวยังมีการดื้อยาต้านจุลชีพกลุ่มเบตาแลคแทมและกลุ่มอื่นๆ อีกหลายขนานด้วย แสดงให้เห็นว่าสัตว์ปีกเป็นสัตว์ที่พบเชื้อ E. coli ชนิดที่สร้าง ESBLs ได้มากกว่าสัตว์อื่นๆ และไก่ยังมีอัตราการปล่อยเชื้อออกสู่สิ่งแวดล้อมมากกว่าสัตว์อื่นๆ ด้วย และอาจถ่ายทอดสู่คนได้โดยการบริโภคและส่งผลถึงสุขภาพของประชาชน
5. วิธีการหรือขั้นตอนการศึกษา

5.1 นำซีกัมไก่เนื้อที่เก็บจากโรงฆ่าสัตว์ในพื้นที่ภาคตะวันออกเฉียงเหนือตอนบน จากกิจกรรม
ควบคุม ป้องกันและแก้ไขปัญหาเชื้อดื้อยาในสัตว์ ปีพ.ศ. 2560 มาเพาะแยกเชื้อ E. coli และเก็บรักษาไว้ที่ตู้เย็น -20 oC คัดเลือกเชื้อ E. coli ที่พบจากโรงฆ่าสัตว์แห่งละ 1 ตัวอย่าง รวม 60 ตัวอย่าง นำมา subculture อีกครั้ง


5.2 ตรวจหาเอนไซม์ ESBLs โดยวิธี combination disk method


5.3 ตรวจหายีนที่สร้างเอนไซม์ ESBL โดยวิธี Multiplex PCR


5.4 การทดสอบความไวต่อยาต้านจุลชีพของเชื้อ E. coli โดยการทดสอบหาค่าความเข้มข้น
ต่ำสุดของยาที่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อได้ (Minimum inhibitory concentration, MIC) ด้วยวิธี Broth dilution method โดยใช้ยาต้านจุลชีพในกลุ่มบีตาแลคแทม 4 ชนิด ดังนี้ ampicillin, cefotaxime, ceftazidime และ meropenem

6. ผู้ร่วมดำเนินการ (ถ้ามี)

(1) นางวัลญา  วงษ์จันทอง

สัดส่วนผลงาน 60%
(2) นางเนตรชนก  จิวากานนท์

สัดส่วนผลงาน 20%
7. ระบุรายละเอียดเฉพาะงานในส่วนที่ผู้ขอรับการประเมินเป็นผู้ปฏิบัติ
	1.
	ตรวจหาเอนไซม์ ESBLs โดยวิธี Combination disk method
	สัดส่วน 8 %

	2.
	ตรวจหายีนสร้างเอนไซม์ ESBLs ที่ดื้อยาต้านจุลชีพกลุ่มบีตาแลคแทม
โดยวิธี Multiplex PCR
	สัดส่วน 8 %

	3.
	ทดสอบความไวต่อยาต้านจุลชีพด้วยวิธี Broth dilution method
	สัดส่วน 2 %

	4.
	รวบรวมผล วิเคราะห์ผล จัดทำรายงาน และเผยแพร่ผลงาน
	สัดส่วน 2 %


8. ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ (กรณีเป็นผลงานที่อยู่ระหว่างศึกษา)


8.1 การตรวจติดตามการดื้อยาของเชื้อแบคทีเรียประจำถิ่นอย่าง E. coli ทำให้ทราบรูปแบบการดื้อยาที่ได้จะมีความใกล้เคียงกับชนิดของยาต้านจุลชีพที่ใช้ในสัตว์นั้นๆ มากกว่าแบคทีเรียก่อโรค

8.2 ทำให้ประเทศไทยมีความปลอดภัยทางด้านอาหารและสาธารณสุข ช่วยลดการแพร่กระจายของยีนดื้อยาจากสัตว์ไปสู่มนุษย์และสิ่งแวดล้อม ลดความเสี่ยงจากการดื้อยาของเชื้อในการรักษาโรคติดเชื้อในคน
9.ระบุผลสำเร็จของงาน หรือผลการศึกษา (กรณีที่เป็นผลงานที่ดำเนินการเสร็จแล้ว)


-
10. ความยุ่งยากในการดำเนินการ/ปัญหา/อุปสรรค

10.1 การทดสอบหาเอนไซม์ ESBLs โดยวิธี combination disk method จำเป็นต้องใช้อาหารทดสอบจำนวนมาก และขั้นตอนการเตรียมสารละลายเชื้อก่อนทดสอบนั้นจำเป็นต้องรีบดำเนินการให้เสร็จสิ้นภายใน 15 นาที เพื่อไม่ให้เชื้อเจริญเติบโตเพิ่มจำนวนมากเกินไปซึ่งอาจส่งผลให้การแปลผลคลาดเคลื่อนได้

10.2 การทดสอบความไวต่อยาต้านจุลชีพของเชื้อ E. coli โดยการทดสอบหาค่าความเข้มข้นต่ำสุดของยาที่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อได้ (MIC) ด้วยวิธี Broth dilution method ต้องมีการเตรียมสารละลายยาก่อนการทดสอบ ซึ่งยาแต่ละชนิดจะมีการละลายด้วยตัวทำละลายและวิธีการเตรียมที่แตกต่างกัน และยาที่เตรียมแล้วนั้นจะมีอายุการใช้งานไม่เกิน 6 เดือน ดังนั้นผู้ทดสอบจำเป็นต้องดำเนินการทดสอบให้แล้วเสร็จโดยเร็วเพื่อผลการทดสอบที่แม่นยำ ไม่คลาดเคลื่อน
10.3 การทดสอบความไวต่อยาต้านจุลชีพด้วยวิธี Broth dilution method เป็นวิธีที่ยุ่งยากและต้องใช้เทคนิคปลอดเชื้อ ผู้ทดสอบจำเป็นต้องมีความชำนาญและมีพื้นฐานทางจุลชีววิทยาที่ดี
10.4 การทดสอบหายีนของเชื้อ E. coli ชนิดที่สร้างเอนไซม์ ESBLs เป็นวิธีการใหม่ที่ทางห้องปฏิบัติ การยังไม่เคยปฏิบัติมาก่อนจำเป็นต้องมีการทดสอบซ้ำหลายๆครั้งก่อน เพื่อให้ผู้ปฏิบัติงานมีความคุ้นชิน และได้ผลการทดสอบที่ถูกต้องแม่นยำก่อนปฏิบัติงานจริง
10.5 การทดสอบหายีนของเชื้อ E. coli ชนิดที่สร้างเอนไซม์ ESBLs จำเป็นต้องมีตัวควบคุมบวกในการทดสอบซึ่งทางห้องปฏิบัติการไม่มีจำเป็นต้องติดต่อหน่วยงานอื่นเพื่อขอความอนุเคราะห์

11. การนำไปใช้ประโยชน์ หรือคาดว่าจะนำไปใช้ประโยชน์
11.1 การศึกษาความไวต่อยาต้านจุลชีพของเชื้อ E. coli เพื่อใช้ในการเฝ้าระวังการดื้อต่อยาต้านจุลชีพที่อาจจะมีการจากการบริโภคเนื้อสัตว์ไปยังมนุษย์
11.2 ทำให้ประเทศไทยมีความปลอดภัยทางด้านอาหารและสาธารณสุข ช่วยลดการแพร่กระจายของยีนดื้อยาจากสัตว์ไปสู่มนุษย์และสิ่งแวดล้อม ลดความเสี่ยงจากการดื้อยาของเชื้อในการรักษา
ขอรับรองว่าผลงานดังกล่าวข้างต้นเป็นความจริงทุกประการ
           ลงชื่อ………………………………………………………
                (นายเด่นพงษ์  สาฆ้อง)

           ผู้เสนอผลงาน
                            ..….…..………...….…

ขอรับรองว่าสัดส่วนหรือลักษณะงานในการดำเนินการของผู้เสนอข้างต้นถูกต้องตรงกับความจริงทุกประการ
ลงชื่อ…………………………………………….                                    ลงชื่อ……………………………………………….

        (นางเนตรชนก  จิวากานนท์)



        (นางวัลญา  วงษ์จันทอง)
   นายสัตวแพทย์ชำนาญการพิเศษ




 นักวิทยาศาสตร์การแพทย์ชำนาญการ
         ……………………………..

      



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

        (นายปฏิพร  ฐาปนกุลศักดิ์)





(นายศีลธรรม  วราอัศวปติ)
      ตำแหน่ง นายสัตวแพทย์เชี่ยวชาญ




   ตำแหน่ง ปศุสัตว์เขต 4

ผู้อำนวยการศูนย์วิจัยและพัฒนาการสัตวแพทย์ 


          ……………………………..………....

      ภาคตะวันออกเฉียงเหนือตอนบน
      ............…………………..………....
(ผู้บังคับบัญชาที่ควบคุมดูแลการดำเนินการ)
หมายเหตุ   หากผลงานมีลักษณะเฉพาะ เช่นแผ่นพับ หนังสือ แถบบันทึกเสียง ฯลฯ ผู้เสนอผลงานอาจส่งผลงานจริงประกอบการพิจารณาของคณะกรรมการก็ได้
เอกสารหมายเลข 4

ข้อเสนอแนวคิด/วิธีการ เพื่อพัฒนางานหรือปรับปรุงให้มีประสิทธิภาพมากขึ้น
ชื่อ  นายเด่นพงษ์  สาฆ้อง
เพื่อประกอบการแต่งตั้งให้ดำรงตำแหน่งที่สูงขึ้นในตำแหน่ง นักวิทยาศาสตร์การแพทย์ชำนาญการพิเศษ  ตำแหน่งเลขที่  4744
สำนัก/ กอง  สำนักงานปศุสัตว์เขต 4
เรื่อง  การพัฒนาชุดทดสอบเพื่อตรวจหาอนุพันธ์ของสุกรในเนื้อและผลิตภัณฑ์เนื้อสัตว์โดยใช้เทคนิค LAMP ร่วมกับการตรวจวัดด้วยวิธี Lateral flow dipstick
หลักการและเหตุผล
โดยทั่วไปการตรวจแยกชนิดของเชื้อปนเปื้อน DNA ในเนื้อสัตว์นิยมใช้วิธีทางด้านพันธุศาสตร์โดยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) อย่างไรก็ตามเทคนิคนี้แม้จะเป็นที่นิยมและใช้กันอย่างแพร่หลายแต่ต้องทำด้วยเครื่องมือเฉพาะ มีหลายขั้นตอนยุ่งยาก มีต้นทุนสูง และใช้เวลานาน ดังนั้น ในปี 2000นักวิจัยชาวญี่ปุ่นชื่อ Tsugunori Notomi และคณะ (Notomi et al., 2000) ได้พัฒนาวิธี loop-mediated isothermal amplification (LAMP) ซึ่งเป็นเทคนิคการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมที่มีการพัฒนาต่อยอดจากเทคนิค PCR โดยมีข้อดีทั้งในด้านของความมีประสิทธิภาพสูง มีความไว ความแม่นยำ และความจำเพาะต่อสิ่งที่ตรวจ อีกทั้งยังประหยัด ไม่ต้องใช้เครื่องมือเฉพาะราคาแพงเหมือนวิธี PCR และสามารถตรวจสอบยีนที่เพิ่มขึ้นได้ในขั้นตอนเดียวกัน สำหรับวิธี Lateral flow dipstick เป็นเทคนิคที่ใช้หลักการเกิดปฏิกิริยาระหว่างแอนติเจน กับแอนติบอดี ซึ่งประยุกต์มาจากวิธีการตรวจแบบ ELISA โดยการทำปฏิกิริยาบนแผ่นเมมเบรน ซึ่งบนแผ่นเมมเบรนจะประกอบไปด้วยเส้นอย่างน้อยสองเส้นคือ control line และ Test line  โดยทั่วไปจะเลือกใช้อนุภาคของทอง (colloidal gold) มาต่อเชื่อมกับ IgG ที่จำเพาะกับสิ่งที่ต้องการตรวจ ที่มีความเข้มข้นในปริมาณพอเหมาะทำให้เกิดสีของปฏิกิริยาที่ test line ได้ ซึ่งวิธีการนี้เป็นวิธีการตรวจที่ได้รับความนิยมมากในปัจจุบัน เนื่องจากการใช้งานง่าย วิธีการตรวจไม่ต้องใช้อุปกรณ์มาก การอ่านผลที่รวดเร็วภายในระยะเวลา 5-10 นาที อีกทั้งสามารถนำไปตรวจในพื้นที่ได้ 
จากคุณสมบัติที่ดีของเทคนิค LAMP ร่วมกับความสะดวกในการใช้งานของ Lateral flow dipstick จึงเป็นที่มาของการวิจัยเพื่อพัฒนาและประยุกต์ใช้ในงานด้านการตรวจชันสูตรโรคสัตว์ โดยผลที่ได้จากการศึกษาครั้งนี้คาดว่าจะสามารถผลิตชุดทดสอบสำหรับ ตรวจวิเคราะห์อนุพันธ์ของเนื้อสุกรในเนื้อและผลิตภัณฑ์เนื้อสัตว์ ที่มีความไว ความจำเพาะสูง อีกทั้งมีความถูกต้อง แม่นยำ และสะดวกในการใช้งานมากยิ่งขึ้น
บทวิเคราะห์ / แนวคิด / ข้อเสนอ (แผนงาน / โครงการ ) ที่ผู้ประเมินจะพัฒนางาน
การพัฒนาและประยุกต์ใช้วิธีการตรวจหาอนุพันธ์ของสุกรในเนื้อและผลิตภัณฑ์เนื้อสัตว์ด้วยเทคนิค LAMP ร่วมกับการพัฒนาวิธีการอ่านและแปลผลโดยใช้ Lateral flow dipstick เพื่อใช้สำหรับตรวจสอบการปนเปื้อนอนุพันธ์ของเนื้อสุกรในเนื้อและผลิตภัณฑ์เนื้อสัตว์ เพื่อรับรองผลิตภัณฑ์อาหารฮาลาล เป็นแนวทางในการพัฒนาศักยภาพและเพิ่มประสิทธิภาพในการตรวจวิเคราะห์คุณภาพสินค้าปศุสัตว์ที่มีความแม่ยำสูง ให้ได้ผลรวดเร็ว โดยลดขั้นตอนการตรวจวิเคราะห์เพื่อให้สามารถใช้งานในพื้นที่ได้ ด้วยคุณสมบัติต่างๆ ดังที่ได้กล่าวมาของเทคนิคนี้ทำให้ผู้วิจัยเกิดความสนใจที่จะนำเทคนิคนี้มาพัฒนาต่อยอดในงานด้านตรวจสอบการปนเปื้อนของผลิตภัณฑ์สินค้าปศุสัตว์สำหรับบริโภคของมนุษย์ ดังนั้น การพัฒนาเทคนิคและวิธีการตรวจวิเคราะห์อนุพันธ์ของเนื้อสุกรในเนื้อและผลิตภัณฑ์เนื้อสัตว์ สำหรับการรับรองฮาลาลโดยวิธี LAMP ร่วมกับการตรวจวัดด้วยวิธี Lateral flow dipstick จะเป็นแนวทางในการพัฒนาศักยภาพและเพิ่มประสิทธิภาพในการตรวจวิเคราะห์ได้รวดเร็วยิ่งขึ้น ลดขั้นตอนและยังช่วยลดต้นทุนที่ใช้ และทำให้การรับรองและส่งสินค้าออกต่างประเทศเป็นไปด้วยความรวดเร็วมากยิ่งขึ้น นอกจากนี้ยังสามารถพัฒนาชุดทดสอบไปสู่การผลิตในเชิงพาณิชย์ได้

ผลที่คาดว่าจะได้รับ
สามารถผลิตชุดทดสอบแบบรวดเร็วสำเร็จรูป เพื่อตรวจประเมินการปนเปื้อนอนุพันธ์ของสุกรในเนื้อและผลิตภัณฑ์เนื้อสัตว์สำหรับการรับรองอาหารฮาลาล ที่ให้ผลการทดสอบที่จำเพาะ ถูกต้อง รวดเร็ว ใช้งานง่าย ไม่ต้องการเครื่องมือเฉพาะ และราคาถูก อีกทั้งสามารถนำไปใช้งานในพื้นที่ได้
ตัวชี้วัดความสำเร็จ
ชุดทดสอบแบบรวดเร็วสำเร็จรูปสำหรับตรวจการปนเปื้อนอนุพันธ์ของสุกรในเนื้อและผลิตภัณฑ์เนื้อสัตว์
  







ลงชื่อ……………………………….

 







       (นายเด่นพงษ์  สาฆ้อง)

                






            ผู้เสนอแนวคิด








      …..…..……..……….….…..
การพิจารณาประเมินข้าราชการเพื่อคัดเลือกให้ส่งผลงานทางวิชาการ
ชื่อ  นายเด่นพงษ์  สาฆ้อง
ตำแหน่ง  นักวิทยาศาสตร์การแพทย์ชำนาญการ  ตำแหน่งเลขที่  4744
ขอประเมินเพื่อแต่งตั้งให้ดำรงตำแหน่งที่สูงขึ้นในตำแหน่ง นักวิทยาศาสตร์การแพทย์ชำนาญการพิเศษ ตำแหน่งเลขที่  4744
ส่วน/กลุ่ม/ฝ่าย  ศูนย์วิจัยและพัฒนาการสัตวแพทย์ภาคตะวันออกเฉียงเหนือตอนบน
กอง/สำนัก/จังหวัด  สำนักงานปศุสัตว์เขต 4
การพิจารณา    (คะแนนเต็ม   100  คะแนน)

  
1.ผลงาน/ผลการปฏิบัติงานย้อนหลัง 3  ปี

50 คะแนน 
ได้รับ …………………….…คะแนน 

2.ข้อเสนอแนวคิด/วิธีการเพื่อพัฒนางานหรือปรับปรุงให้มีประสิทธิภาพมากขึ้น




 




50 คะแนน 
ได้รับ …………………….…คะแนน
 







           รวม ……………………..…คะแนน


ลงชื่อ….…………………………………………..

     (นายศีลธรรม  วราอัศวปติ) 

      ตำแหน่ง  ปศุสัตว์เขต 4   

วันที่………………..………………………….

หมายเหตุ   กรุณาให้ผู้บังคับบัญชาให้คะแนนโดยผู้ที่ผ่านการประเมินต้องได้รับคะแนนไม่ต่ำกว่า  80  คะแนน
และให้ผู้บังคับบัญชาลงชื่อกำกับให้ครบถ้วน

18
2
10

