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เรื่องที่ 1

1. ชื่อผลงาน   
การหาปริมาณเอนโดทอกซินในวัคซีนเฮโมรายิกเซพติซีเมียโดยวิธี Limulus Amebocyte Lysate (LAL)   
ปีที่ดำเนินการ  
2561
2. ความสำคัญและที่มาของปัญหาที่ทำการศึกษา

วัคซีนโรคเฮโมรายิกเซพติซีเมียชนิดน้ำมันผลิตจากเชื้อ Pasteurella multocida ซีโรไทป์ B:2,5 โดยการเพาะเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว ฆ่าเชื้อด้วยฟอร์มาลินจากนั้นนำไปผสมสารแอดจูแวนท์ชนิดน้ำมันจะได้วัคซีนที่อยู่ในรูปของอิมัลชันให้ความคุ้มโรคสูง (รัชนี, 2553) แต่เนื่องจากวัคซีนผลิตจากเชื้อ P. multocida ซึ่งเป็นเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ เมื่อเชื้อแบคทีเรียตายจะปล่อยเอนโดทอกซินออกมา เมื่อเอนโดทอกซินเข้าสู่ร่างกายจะไปจับกับ lipopolysaccharide-binding protein (LBP) จากนั้นจะไปจับกับ CD14 receptor และนำไปสู่การกระตุ้นให้ร่างกายหลั่งสาร cytokines ต่างๆ ออกมานำไปสู่การเกิดอาการไข้ การกำหนดปริมาณเอนโดทอกซิน (Endotoxin limit) ของยาหรือวัคซีนในคนจะคำนวณจากขนาดสูงสุดที่ให้ได้ในรูปมิลลิกรัมหรือมิลลิลิตรต่อน้ำหนักตัวเป็นกิโลกรัม ซึ่งกรณียาสัตว์ให้คำนวณเช่นเดียวกับยาที่ใช้ในคน (USP, 2012a) แต่ยังไม่มีการกำหนดปริมาณเอนโดทอกซินในวัคซีนสัตว์



เอนโดทอกซินคือสารพิษที่มีอยู่บริเวณด้านนอกของผนังเซลล์ของเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ เมื่อเซลล์ถูกทำลายจะปล่อยสารพิษออกมาเป็นสารพวก Lipopolysaccharide (LPS) ซึ่งสามารถออกฤทธิ์ทันทีโดยไม่มีระยะพักตัว เมื่อเอนโดทอกซินเข้าสู่ร่างกายจะก่อให้เกิดอาการไข้ (pyrogenicity) เนื่องจากเอนโดทอกซินจะไปกระตุ้นเซลล์เม็ดเลือดขาวให้หลั่งสารที่มีผลต่อสมองส่วนไฮโพทาลามัส (hypothalamus) ซึ่งควบคุมอุณหภูมิของร่างกาย ทำให้อุณหภูมิของร่างกายสูงขึ้น หรือทำให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของเลือด (blood change) โดยการทำให้จำนวนเม็ดเลือดลดลงชั่วขณะแล้วจึงมีจำนวนสูงขึ้น เอนโดทอกซินสามารถทำลายเกล็ดเลือด (platelet) ทำให้เกล็ดเลือดปล่อยสารที่ทำให้เกิดการแข็งตัวของเลือดภายในเส้นเลือดฝอยเกิดการบวมน้ำและทำให้เลือดออกได้ นอกจากนี้ยังทำให้มีการเปลี่ยนแปลงการไหลเวียนของความดันโลหิตด้วย และหากปริมาณเอนโดทอกซินในกระแสเลือดมีสูงจะทำให้เกิดอาการช็อก โดยความดันโลหิตลดต่ำลง อ่อนเพลีย ชีพจรเต้นเร็ว การหายใจช้าลง หมดสติ ระบบการไหลเวียนของเลือดล้มเหลวลงและตายได้ (Mark and Shauna, 2005) ในสัตว์เคี้ยวเอื้องเช่น โค และกระบือ เมื่อได้รับเอนโดทอกซินในปริมาณมาก เอนโดทอกซินจะเหนี่ยวนำให้สัตว์แสดงอาการพิษของเอนโดทอกซิน เช่น มีไข้สูง หอบ เป็นต้น นอกจากนี้ยังพบสารโปรสตาแกลนดินในระดับสูงมากทันทีหลังจากที่สัตว์ได้รับเอนโดทอกซิน และพบว่าระดับแคลเซียมและเม็ดเลือดขาวลดลง (Fredriksson et al., 1985) เอนโดทอกซินทนความร้อนสูง ไม่สามารถทำลายด้วยความร้อนชื้น (steam sterilization) แต่จะถูกทำลายด้วยความร้อนแห้ง (heat sterilization) ที่อุณหภูมิตั้งแต่ 200-300๐C ในอุตสาหกรรมยามักพบการปนเปื้อนของเอนโดทอกซินจากน้ำที่ใช้ในกระบวนการผลิต วัตถุดิบการผลิต เครื่องมือเครื่องแก้วและภาชนะบรรจุ รวมทั้งจากกระบวนการผลิต เป็นต้น (USP, 2012b) 

วิธีการทดสอบปริมาณเอนโดทอกซินในผลิตภัณฑ์ยาฉีดตามมาตรฐานเภสัชตำรับมี 2 วิธี คือ Rabbit pyrogen test และ Limulus Amebocyte Lysate test หรือ LAL test (ฐิติพร, 2554) ปัจจุบันนิยมใช้วิธี LAL test เนื่องจากเป็น in vitro test ให้ผลทดสอบที่รวดเร็ว สามารถตรวจสอบปริมาณเอนโดทอกซินต่ำสุดได้ตั้งแต่ 0.005–50 EU/ml เนื่องจากยังไม่เคยมีรายงานปริมาณเอนโดทอกซินในวัคซีนเฮโมรายิกเซพติซีเมียชนิดน้ำมันของกรมปศุสัตว์ ดังนั้นจึงจะนำวิธี LAL test มาใช้ในการศึกษาปริมาณเอนโดทอกซินของวัคซีนเฮโมรายิกเซพติซีเมียชนิดน้ำมัน ซึ่งข้อมูลที่ได้ฝ่ายผลิตวัคซีนแบคทีเรียสามารถนำไปปรับปรุงกระบวนการผลิตเพื่อลดหรือขจัดเอนโดทอกซินออกจากวัคซีน 
3. วัตถุประสงค์ในการศึกษา
เพื่อหาปริมาณเอนโดทอกซินในวัคซีนเฮโมรายิกเซพติซีเมียชนิดน้ำมันโดยวิธี LAL test ด้วยเทคนิค Kinetic Chromogenic method 
4. ความรู้ทางวิชาการ หรือแนวคิดหรือหลักทฤษฎีที่ใช้ในการดำเนินการ

วัคซีนเฮโมรายิกเซพติซีเมียชนิดน้ำมันของสำนักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์เป็นวัคซีนเชื้อตายจากแบคทีเรียทั้งตัว โดยเพาะเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว จากนั้นฆ่าเชื้อด้วยฟอร์มาลินแล้วผ่านกระบวนการกรองด้วย cross flow filtration จากนั้นนำมาผสมเป็นวัคซีนเฮโมรายิกเซพติซีเมียชนิดน้ำมันแบบอิมัลชั่น เคยมีการศึกษาหาปริมาณเอนโดทอกซินในบรอทแบคเทอรินระหว่างการเพาะเชื้อที่ระยะเวลาต่างๆ รวม 24 ชั่วโมง (รัชนี และคณะ, 2546) พบว่า ปริมาณเอนโดทอกซินเพิ่มขึ้นตามระยะเวลาการเพาะเชื้อ โดยพบปริมาณเอนโดทอกซิน 739.7 EU/ml ณ เวลาเริ่มต้นการทดลอง และพบปริมาณเอนโดทอกซิน 718,500 EU/ml ณ เวลา 24 ชั่วโมงหลังการเพาะเชื้อ ซึ่งมากกว่าเวลาเริ่มต้นประมาณ 1,000 เท่า แต่ยังไม่เคยมีการตรวจหาปริมาณเอนโดทอกซินในวัคซีนเพื่อใช้เป็นข้อมูลในการควบคุมปริมาณเอนโดทอกซินในวัคซีนโดยปรับปรุงกระบวนการผลิต
มีการรายงานว่าวัคซีนเฮโมรายิกเซพติซีเมียชนิดอลูมิเนียมไฮดรอกไซด์เจลทำให้สัตว์เกิดอาการช็อกได้ (Rhoades and Rimler, 1987) มีการฉีดเอนโดทอกซินจากเชื้อ E. Coli ปริมาตร 50-100 µg/kg สามารถทำให้เกิดอาการช็อกจากการแพ้ในลูกโคทดสอบ ซึ่งความรุนแรงของการแพ้จะขึ้นอยู่กับปริมาณของเอนโดทอกซินที่ได้รับ (Wray and Thomlinson, 1972a, b)

ในประเทศอิหร่านพบว่าสัตว์ที่ได้รับการฉีดวัคซีนเฮโมรายิกเซพติซีเมียชนิดอลูมิเนียมไฮดรอกไซด์เจล      3-12% ของสัตว์เกิดอาการช็อก (Vesal and Maleki, 2000) จึงมีการศึกษาปริมาณเอนโดทอกซินในวัคซีนเฮโมรายิกเซพติซีเมียชนิดอลูมิเนียมไฮดรอกไซด์เจล โดยใช้เทคนิค Chromogenic endpoint LAL พบว่าปริมาณเอนโดทอกซินในวัคซีนชนิดอลูมิเนียมไฮดรอกไซด์เจล มีค่า 0.22 EU/ml (Jabbari and Monzeni, 2007)
มีการศึกษาพบว่าตัวอย่างบางประเภท เช่น Human serum albumin, 5% and 25% Plasma protein fraction, Electrolyte solutions, Antihemophilic factor และ Lipid emulsions มีสารประกอบที่สามารถยับยั้งการเกิดปฏิกิริยาในการตรวจหาปริมาณเอนโดทอกซินได้ จากสาเหตุดังกล่าวพบว่าองค์ประกอบของเอนโดทอกซินได้แก่ Lipid A จะเข้าไปจับกับสารประกอบของตัวอย่าง ทำให้ Limulus Amebocyte Lysate (LAL) ไม่สามารถทำปฏิกิริยากับเอนโดทอกซินในตัวอย่างได้ (Hochstein etal., 1979) ดังนั้นในการตรวจตัวอย่างที่มีแนวโน้มว่าจะเกิดการยับยั้งปฏิกิริยากับการทดสอบด้วยวิธี LAL test จำเป็นต้องมีการเติมสารช่วยให้สารประกอบในตัวอย่างนั้นกระจายตัวได้ดีขึ้น เพื่อให้สามารถตรวจหาปริมาณเอนโดทอกซินในตัวอย่างได้ สารนี้เรียกว่า Dispersing agent ซึ่งมีคุณสมบัติเป็นสารออกซิไดซ์ ทำหน้าที่ช่วยการกระจายตัวระหว่างสารประกอบกับ Lipid A ให้เป็นสารที่มีอนุภาคขนาดเล็ก ทำให้ LAL สามารถทำปฏิกิริยากับเอนโดทอกซินได้
5. วิธีการหรือขั้นตอนการศึกษา
5.1 ตัวอย่างทดสอบ
5.1.1 บรอทแบคเทอริน จากเชื้อ P. multocida ซีโรไทป์ B:2,5 ที่เพาะในอาหารเลี้ยงเชื้อ tryptose phosphate broth เป็นเวลา 9 ชั่วโมง ฆ่าเชื้อด้วยฟอร์มาลิน
5.1.2 บรอทแบคเทอรินที่ผ่านกระบวนการกรองด้วย cross flow filtration
5.1.3 วัคซีนเฮโมรายิกเซพติซีเมียชนิดน้ำมัน จำนวน 20 ตัวอย่าง ได้แก่วัคซีนชุดการผลิตที่ 1-2/55,      1-5/56, 1-2/57,   1-7/58 และ 1-4/59

5.2 ชุดทดสอบ และน้ำยาทดสอบปริมาณเอนโดทอกซิน
5.2.1 Kinetic - QCLTM Kinetic Chromogenic LAL Assay
5.2.2 PYROSPERSETM  เป็นสารกลุ่ม metallo - modified polyanionic มีหน้าที่เป็นสารช่วยการกระจายตัว (Dispersing agent) 
5.3 การเตรียมสารละลายมาตรฐานเอนโดทอกซิน (Endotoxin standard) 

5.3.1 เติม LAL Reagent Water (LRW) ลงใน E.coli O55:B5 Endotoxin ตามปริมาตรที่ระบุไว้ในใบ Certificate of Analysis เมื่อเติม LRW ตามปริมาตรที่กำหนดจะได้ Control Standard Endotoxin (CSE) ที่มี Endotoxin Potency 50 EU/ml
5.3.2 เติม CSE ปริมาตร 100 µl ใส่ในหลอดทดสอบที่มี LRW ปริมาตร 900 µl จะได้ Endotoxin Potency 5 EU/ml
5.3.3 เจือจาง CSE ด้วย LRW ให้มีความเข้มข้น 0.005, 0.05, 0.5 และ 5 EU/ml ตามตาราง
	Endotoxin concentration

EU/ml
	Volume of LAL reagent water
	Volume of endotoxin solution added to LAL reagent water

	5
	900 µl
	100 µl of 50 EU/ml solution

	0.5
	900 µl
	100 µl of 5 EU/ml solution

	0.05
	900 µl
	100 µl of 0.5 EU/ml solution

	0.005
	900 µl
	100 µl of 0.05 EU/ml solution


5.4 การเตรียมตัวอย่างทดสอบเพื่อหาความเจือจางที่เหมาะสม 
5.4.1 บรอทแบคเทอริน และวัคซีนเฮโมรายิกเซพติซีเมียชนิดน้ำมัน
ทำ ten fold dilution บรอทแบคเทอริน บรอทแบคเทอรินที่ผ่านกระบวนการกรอง และวัคซีนเฮโมรายิกเซพติซีเมียชนิดน้ำมันด้วย LRW ตั้งแต่ 10-1 ถึง 10-6
5.4.2 วัคซีนเฮโมรายิกเซพติซีเมียชนิดน้ำมันที่เติม dispersing agent 

ทำ ten fold dilution วัคซีนเฮโมรายิกเซพติซีเมียชนิดน้ำมัน ด้วย LRW ตั้งแต่ 10-1 ถึง   10-6 จากนั้นเติม dispersing agent ปริมาตร 10 µl ลงในตัวอย่างวัคซีนที่เจือจางแล้ว 4 dilution สุดท้าย  (10-3, 10-4, 10-5 และ 10-6) 

5.5 การหาความเจือจาง (dilution) ที่เหมาะสมในการตรวจหาปริมาณเอนโดทอกซิน
5.5.1 เติม LRW (Blank) ลงใน 96-wells plate จำนวน 3 หลุม ปริมาตรหลุมละ 100 µl
5.5.2 เติม standard endotoxin ความเข้มข้น 0.005, 0.05, 0.5, 5 และ 50 EU/ml โดยเติม standard endotoxin ความเข้มข้นละ 3 หลุม ปริมาตรหลุมละ 100 µl โดยเรียงลำดับจาก standard endotoxin ที่มีความเข้มข้นน้อยไปมาก
5.5.3 ทำ Positive Product Control (PPC) โดยเติม standard endotoxin ความเข้มข้น 5.0 EU/ml ลงใน plate จำนวน 3 หลุมต่อตัวอย่าง ปริมาตรหลุมละ 11 µl
5.5.4 เติมบรอทแบคเทอริน วัคซีนเฮโมรายิกเซพติซีเมียชนิดน้ำมัน และวัคซีนเฮโมรายิกเซพติซีเมียชนิดน้ำมันที่เติม dispersing agent โดยเลือก dilution ที่ 10-3 ถึง 10-6 เติมตัวอย่างละ 6 หลุม ปริมาตรหลุมละ 100 µl (หลุมตัวอย่าง 3 หลุม และหลุมตัวอย่าง + PPC 3 หลุม)
5.5.5 นำ plate ใส่ลงในเครื่อง microplate reader บ่มเป็นเวลา 10 นาที เพื่อให้อุณหภูมิของสารละลายเท่ากับ 37๐C ทั่วทั้ง plate
5.5.6 เติม Limulus Amoebocyte Lysate (LAL) ปริมาตร 100 µl ลงในทุกหลุมอ่านค่าการเกิดปฏิกิริยาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 405 nm 
5.5.7 อ่านค่าเอนโดทอกซินที่วิเคราะห์โดยโปรแกรม WinKQCL Version 4 และทำการทดสอบซ้ำ 3 ครั้ง 
จากการอ่านค่าเอนโดทอกซิน พบว่า dilution ที่เหมาะสมในการตรวจหาปริมาณเอนโดทอกซินของ บรอทแบคเทอรินและวัคซีนเฮโมรายิกเซพติซีเมียชนิดน้ำมัน คือ dilution ที่ 10-5 และ 10-4 ตามลำดับ
5.6 การตรวจหาปริมาณเอนโดทอกซิน
5.6.1 เติม LRW (Blank) ลงใน 96-wells plate จำนวน 3 หลุม ปริมาตรหลุมละ 100 µl
5.6.2 เติม standard endotoxin ความเข้มข้น 0.005, 0.05, 0.5, 5 และ 50 EU/ml ลงใน plate โดยเติม standard endotoxin ความเข้มข้นละ 3 หลุม ปริมาตรหลุมละ 100 µl โดยเรียงลำดับจาก standard endotoxin ที่มีความเข้มข้นน้อยไปมาก
5.6.3 ทำ PPC โดยเติม standard endotoxin ความเข้มข้น 5.0 EU/ml ลงใน plate จำนวน 3 หลุมต่อตัวอย่าง ปริมาตรหลุมละ 11 µl
5.6.4 เติมบรอทแบคเทอริน วัคซีนเฮโมรายิกเซพติซีเมียชนิดน้ำมัน และวัคซีนเฮโมรายิกเซพติซีเมียชนิดน้ำมันที่เติม dispersing agent ตัวอย่างละ 6 หลุม ปริมาตรหลุมละ 100 µl (หลุมตัวอย่าง 3 หลุม และหลุมตัวอย่าง + PPC 3 หลุม) โดยเลือก dilution ที่ 10-5 สำหรับบรอทแบคเทอริน และ dilution ที่ 10-4 สำหรับวัคซีนเฮโมรายิกเซพติซีเมียชนิดน้ำมัน และวัคซีนเฮโมรายิกเซพติซีเมียชนิดน้ำมันที่เติม dispersing agent 
5.6.5 นำ plate ใส่ลงในเครื่อง microplate reader บ่มเป็นเวลา 10 นาที เพื่อให้อุณหภูมิของสารละลายเท่ากับ 37๐C ทั่วทั้ง plate
5.6.6 เติม LAL ปริมาตร 100 µl ลงในทุกหลุมอ่านค่าการเกิดปฏิกิริยาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 405 nm 
5.6.7 อ่านค่าเอนโดทอกซินที่วิเคราะห์โดยโปรแกรม WinKQCL Version 4 และทำการทดสอบซ้ำ 3 ครั้ง 
5.7 การวิเคราะห์ผล
5.7.1 เปรียบเทียบปริมาณเอนโดทอกซินของบรอทแบคเทอรินและบรอทแบคเทอรินที่ผ่านกระบวนการกรองด้วย cross flow filtration โดยการหาค่าเฉลี่ย (mean, X) ค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (Standard deviation, SD) และเปอร์เซ็นต์การลดลงของปริมาณเอนโดทอกซิน
5.7.2 เปรียบเทียบปริมาณเอนโดทอกซินของวัคซีนเฮโมรายิกเซพติซีเมียชนิดน้ำมัน และวัคซีนเฮโมรายิกเซพติซีเมียชนิดน้ำมันที่เติม Dispersing agent โดยวิธี Paired sample T-test ที่ระดับนัยสำคัญ 0.05 ด้วยโปรแกรม IBM SPSS Statistics Version 20
5.8 สถานที่ทำการทดลอง/เก็บข้อมูล
5.8.1 กลุ่มควบคุมคุณภาพ
5.8.2 กลุ่มผลิตชีวภัณฑ์
6. ผู้ร่วมดำเนินการ 

(1) นางอารีรัตน์  สุดโต


สัดส่วนผลงาน
80%
(2) นายภูวนาถ  เปาปราโมทย์

สัดส่วนผลงาน  
20%
7. ระบุรายละเอียดเฉพาะงานในส่วนที่ผู้ขอรับการประเมินเป็นผู้ปฏิบัติ
(1) ค้นคว้าข้อมูลและวางแผนการปฏิบัติงาน

20%
(2) ดำเนินการวิจัย   




40%
(3) แจกแจงข้อมูล วิเคราะห์ข้อมูล และแปลผลข้อมูล  
20%           

8. ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ (กรณีเป็นผลงานที่อยู่ระหว่างศึกษา)
…………………………………………………………………………………………………………………………………………………….………

…………………………………………………………………………………………………………………………………………………….………
…………………………………………………………………………………………………………………………………………………….………
…………………………………………………………………………………………………………………………………………………….………

…………………………………………………………………………………………………………………………………………………….………
…………………………………………………………………………………………………………………………………………………….………
1. ระบุผลสำเร็จของงาน หรือผลการศึกษา (กรณีที่เป็นผลงานที่ดำเนินการเสร็จแล้ว)

การตรวจหาปริมาณเอนโดทอกซินในวัคซีนเฮโมรายิกเซพติซีเมียชนิดน้ำมันโดยวิธี LAL พบว่าความเจือจางที่เหมาะสมสำหรับการตรวจหาปริมาณเอนโดทอกซินในบรอทแบคเทอรินก่อนกรองและหลังกรองด้วย cross flow filtration  คือ ความเจือจางที่ 10-5 และสำหรับวัคซีนเฮโมรายิกเซพติซีเมียชนิดน้ำมัน คือ ความเจือจางที่ 10-4 และเติม dispersing agent ซึ่งที่ความเจือจางนี้มี %PPC และ %CV อยู่ในเกณฑ์มาตรฐาน และมีค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานที่มีความแตกต่างน้อยมาก ทำให้ปริมาณเอนโดทอกซินที่อ่านค่าได้มีความถูกต้อง 


เลขทะเบียนผลงานวิชาการเลขที่ 61(2)-0107-105
10. ความยุ่งยากในการดำเนินการ/ปัญหา/อุปสรรค
10.1 การเตรียมอุปกรณ์เครื่องแก้วสำหรับการเก็บตัวอย่างและการทดสอบต้องปราศจากเอนโดทอกซิน โดยใช้วิธีการอบแห้งเท่านั้น เนื่องจากเอนโดทอกซินไม่สามารถถูกทำลายด้วยความร้อนชื้น ซึ่งการอบแห้งต้องใช้อุณหภูมิสูงและเวลานาน โดยใช้อุณหภูมิ 180 องศาเซลเซียส 4 ชั่วโมง หรือ 250 องศาเซลเซียส เป็นเวลาไม่น้อยกว่า 30 นาที 
10.2 เอนโดทอกซินเป็นสารที่มีอนุภาคขนาดเล็ก ดังนั้นในขั้นตอนการเตรียม standard endotoxin การเจือจางตัวอย่างวัคซีน การเติม dispersing agent ในตัวอย่างวัคซีน และการเติมตัวอย่างวัคซีนลงใน plate จะต้องปั่นผสมด้วยเครื่องปั่นผสม (Vortex Mixer) ความแรงสูงสุด เป็นเวลานาน 1 นาทีทุกครั้งเพื่อให้ตัวอย่างที่เตรียมผสมเป็นเนื้อเดียวกัน  
10.3 ต้องมีการวางแผนการทดสอบ เนื่องชุดทดสอบ Kinetic - QCLTM Kinetic Chromogenic LAL Assay ที่ยังไม่เปิดใช้งานต้องเก็บที่อุณหภูมิ 2-8 องศาเซลเซียสตลอดเวลา และเมื่อเปิดใช้งานแล้วจะต้องใช้ให้หมดขวดไม่สามารถนำกลับไปแช่เย็นใหม่ได้ 
10.4 ขั้นตอนการทำ Standard solution ต้องมีความแม่นยำ เนื่องจากขั้นตอนนี้มีผลต่อค่า %PPC และ %CV ต้องอยู่ในเกณฑ์มาตรฐาน หากค่าใดค่าหนึ่งไม่อยู่ในเกณฑ์จะต้องทำการทดสอบใหม่
10.5 การวิเคราะห์ผลโดยการใช้ค่าทางสถิติ ต้องเลือกใช้วิธีคำนวณค่าสถิติที่เหมาะสมและสามารถใช้โปรแกรม IBM SPSS Statistics Version 20 ในการวิเคราะห์ทางสถิติได้ถูกต้องมากที่สุด
10.6 เอกสารอ้างอิงสำหรับการตรวจหาปริมาณเอนโดทอกซินในวัคซีนเฮโมรายิกเซพติซีเมียมีให้สืบค้นน้อย เนื่องจากวัคซีนเฮโมรายิกเซพติซีเมียรวมทั้งวัคซีนสำหรับสัตว์ชนิดอื่นๆ ยังไม่มีการกำหนดปริมาณเอนโดทอกซินในวัคซีน ดังนั้นจึงมีการวิจัยไม่แพร่หลาย 
11. การนำไปใช้ประโยชน์ หรือคาดว่าจะนำไปใช้ประโยชน์
11.1 ได้วิธีที่เหมาะสมสำหรับการตรวจหาปริมาณเอนโดทอกซินในวัคซีนเฮโมรายิกเซพติซีเมียชนิดน้ำมัน
11.2 ฝ่ายผลิตวัคซีนแบคทีเรียสามารถนำข้อมูลการตรวจหาปริมาณเอนโดทอกซินไปใช้ในการปรับปรุงกระบวนการผลิตเพื่อควบคุมปริมาณเอนโดทอกซินในวัคซีน
11.3 ควบคุมปริมาณเอนโดทอกซินในขั้นตอนการผลิตวัคซีนเฮโมรายิกเซพติซีเมียชนิดน้ำมัน
ขอรับรองว่าผลงานดังกล่าวข้างต้นเป็นความจริงทุกประการ

ขอรับรองว่าสัดส่วนหรือลักษณะงานในการดำเนินการของผู้เสนอข้างต้นถูกต้องตรงกับความจริงทุกประการ

ได้ตรวจสอบแล้วขอรับรองว่าผลงานดังกล่าวข้างต้นถูกต้องตรงกับความเป็นจริงทุกประการ

หมายเหตุ   หากผลงานมีลักษณะเฉพาะ เช่นแผ่นพับ หนังสือ แถบบันทึกเสียง ฯลฯ ผู้เสนอผลงานอาจส่งผลงานจริงประกอบการพิจารณาของคณะกรรมการก็ได้
ผลงานที่จะขอรับการประเมินเพื่อเลื่อนขึ้นแต่งตั้งให้ดำรงตำแหน่งสูงขึ้น
เรื่องที่ 2

1. ชื่อผลงาน

เปรียบเทียบผลการวัดระหว่างห้องปฏิบัติการของเทคนิค Immunoperoxidase และ Neutralizing peroxidase-linked assay ในการตรวจหาปริมาณไวรัสและแอนติบอดีต่อโรคอหิวาต์สุกร
ปีที่ดำเนินการ  
2563
2. ความสำคัญและที่มาของปัญหาที่ทำการศึกษา

ปัจจุบันสำนักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์และสถาบันสุขภาพสัตว์แห่งชาติ กรมปศุสัตว์ ได้ร่วมวิจัยและพัฒนาการผลิตวัคซีนอหิวาต์สุกร ชนิดเซลล์เพาะเลี้ยง เพื่อให้สามารถเพิ่มปริมาณการผลิตวัคซีนอหิวาต์สุกรให้เพียงพอกับความต้องการใช้ภายในประเทศ แต่เดิมกรมปศุสัตว์มีกำลังการผลิตวัคซีนชนิดผ่านกระต่ายได้ประมาณ 6 ล้านโด๊สต่อปี ในขณะที่การเลี้ยงสุกรในประเทศเพิ่มขึ้นอย่างต่อเนื่อง จากข้อมูลของสำนักวิจัยเศรษฐกิจการเกษตร เรื่อง สถานการณ์สินค้าเกษตรที่สำคัญและแนวโน้ม ปี 2561 ข้อมูลการผลิตสุกรในปี 2556-2560 การผลิตสุกรของไทยเพิ่มขึ้นในอัตราร้อยละ 9.42 ต่อปี ในปี 2560 มีปริมาณการผลิตสุกร 19.252 ล้านตัว เพิ่มขึ้นจาก 18.870 ล้านตัวของปี 2559 คิดเป็นร้อยละ 2.02 จากข้อมูลดังกล่าวจึงมีความจำเป็นต้องเพิ่มปริมาณการผลิตวัคซีนให้เพียงพอในการป้องกันโรค เนื่องจากไวรัสอหิวาต์สุกร สเตรนไชนีส ที่ใช้ผลิตวัคซีนไม่ทำให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของเซลล์ (cytopathic effect, CPE) จำเป็นต้องใช้เทคนิค Immunoperoxidase (IP) ในการตรวจหาปริมาณไวรัส รวมทั้งใช้เทคนิค Neutralizing peroxidase-linked assay (NPLA) ในการตรวจหาแอนติบอดีต่อไวรัสอหิวาต์สุกรในการตรวจสอบภูมิคุ้มกันหลังฉีดวัคซีน จึงจำเป็นต้องพัฒนาเทคนิคดังกล่าวให้เป็นมาตรฐานเดียวกันระหว่างสำนักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์และสถาบันสุขภาพสัตว์แห่งชาติเพื่อให้ระบบการตรวจวินิจฉัยโรคอหิวาต์สุกรทางห้องปฏิบัติการเป็นมาตรฐานเดียวกันทั้งประเทศ
การเตรียมความพร้อมของบุคลากรที่จะทำการทดสอบ การเตรียมตัวอย่าง (ลักษณะความคงตัวและมีความเป็นเนื้อเดียวกัน) วัสดุอุปกรณ์และสารเคมี สภาวะห้องปฏิบัติการในช่วงเวลาการทดสอบ และระยะเวลาในการทดสอบเดียวกันเป็นส่วนสำคัญสำหรับเตรียมพร้อมในการทำ inter lab (กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ 2559; ISO/IEC 17025:2005) สำนักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์และสถาบันสุขภาพสัตว์แห่งชาติจึงจัดทำโครงการเพื่อควบคุมคุณภาพระหว่างห้องปฏิบัติการ (external quality control) โดยการทดสอบระหว่างห้องปฏิบัติการ (interlaboratory comparison, interlab) ซึ่งตัวอย่างที่เตรียมนั้นจะต้องมีความเป็นเนื้อเดียวกัน (homogenecity) และมีความเสถียร (stability) เมื่อห้องปฏิบัติการได้รับตัวอย่างจะดำเนินการทดสอบตัวอย่างภายในระยะเวลาที่กำหนด และรายงานผลการทดสอบหลังจากนั้นทั้ง 2 หน่วยงานจะทำการประเมินผล (กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ 2559; ISO/IEC Guide 43-1. 1997. 4) หรือการทดสอบความชํานาญ (proficiency testing, PT) (กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ 2559;  ISO/IEC Guide 43-1. 1997. 4; ILAC – G 13: 2000) เพื่อประเมินผลการทดสอบระหว่างห้องปฏิบัติการดังกล่าว ซึ่งทั้ง 2 วิธีนี้เป็นวิธีการประกันคุณภาพสำหรับห้องปฏิบัติการ เป็นผลให้การทดสอบมีความถูกต้องเชื่อถือได้ (กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์, 2559) สร้างความมั่นใจในกระบวนการและเทคนิคการทดสอบของห้องปฏิบัติการทั้ง 2 แห่ง รวมถึงสร้างความมั่นใจในกระบวนการและเทคนิคการทดสอบของผู้ทำการทดสอบเอง ซึ่งสามารถบ่งชี้ถึงปัญหาที่อาจมีของห้องปฏิบัติการที่เข้าร่วม และดำเนินการแก้ไขหากเกิดความผิดพลาดในการประเมินผลการทดสอบ (สถาบันมาตรวิทยาแห่งชาติ, 2555)
ดังนั้นจึงจำเป็นต้องพัฒนาบุคลากรและห้องปฏิบัติการของสำนักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์และสถาบันสุขภาพสัตว์แห่งชาติในการตรวจหาปริมาณไวรัสและแอนติบอดีของโรคอหิวาต์สุกรที่เป็นมาตรฐานเดียวกัน
 3. วัตถุประสงค์ในการศึกษา
เพื่อเปรียบเทียบผลการวัดระหว่างห้องปฏิบัติการของสำนักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์และสถาบันสุขภาพสัตว์แห่งชาติ ในการตรวจหาปริมาณไวรัสด้วยเทคนิค IP และการตรวจหาระดับแอนติบอดีต่อโรคอหิวาต์สุกรด้วยเทคนิค NPLA 
 4. ความรู้ทางวิชาการ หรือแนวคิดหรือหลักทฤษฎีที่ใช้ในการดำเนินการ



ไวรัสอหิวาต์สุกร สเตรนไชนีส ที่ใช้สำหรับผลิตวัคซีนอหิวาต์สุกรเป็นเชื้อไวรัสที่สามารถเจริญเติบโตได้ในเซลล์เพาะเลี้ยงหลายชนิด เช่น SK6 (Hulst et al., 2000; Terpstra et al., 1990) และ FS-L3 (Sakoda and Fukusho, 1996; วาสนาและคณะ, 2544) ซึ่งเป็นเซลล์ไตสุกร นอกจากนี้ยังสามารถเพาะเลี้ยงได้ในเซลล์ชนิดอื่นที่ไม่ใช่เซลล์สุกร (Sasahara and Kumagai, 1966) เช่น BEK (เซลล์ไตโค), MARC-145 (เซลล์ไตลิง), HL (เซลล์ปอดแฮมสเตอร์) เป็นต้น แต่ไม่ทำให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของเซลล์ (cytopathic effect, CPE) ดังนั้นในการตรวจหาปริมาณไวรัสจึงต้องย้อมเซลล์ด้วยโมโนโคลนอลแอนติบอดี และสังเกตการติดสีของไวรัส โดยใช้เทคนิค Immunoperoxidase (IP) หรือเทคนิค fluorescent antibody technique (FAT) (NIAH, 1998; OIE, 2018) รวมทั้งใช้เทคนิค Neutralizing peroxidase-linked assay (NPLA) ในการตรวจหาแอนติบอดีต่อไวรัสอหิวาต์สุกรและการตรวจระดับภูมิคุ้มกันหลังฉีดวัคซีน ซึ่งเทคนิคที่กล่าวมาข้างต้น OIE ได้กำหนดไว้ในมาตรฐานการตรวจ และสถาบันสุขภาพสัตว์แห่งชาติซึ่งเป็นหน่วยงานกลางในการตรวจวินิจฉัยได้ใช้เทคนิค IP ในการตรวจหาปริมาณไวรัสอหิวาต์สุกรและการตรวจวินิจฉัยโรคอหิวาต์สุกรตามวิธีมาตรฐานที่กำหนดไว้ใน OIE 2018 นอกจากนี้ยังมีรายงานว่าเทคนิค IP ยังสามารถใช้ในการตรวจวินิจฉัยโรคไวรัสอื่นๆ ในสุกรได้ เช่น African swine fever virus, โรคโรต้าไวรัส (ROTAVIRUS) ในสุกร เป็นต้น (Barman et al., 2014; Pan et al., 1982) สำหรับการตรวจระดับภูมิคุ้มกันต่อโรคอหิวาต์สุกรนั้น สถาบันสุขภาพสัตว์แห่งชาติใช้เทคนิค NPLA ในการตรวจหาระดับภูมิคุ้มกันที่เกิดขึ้นหลังสุกรได้รับวัคซีน (NIAH, 1998) อีกทั้งเทคนิค NPLA ยังสามารถตรวจวินิจฉัยแยกระหว่างการติดเชื้อ bovine viral diarrhea virus (BVD) กับ การติดเชื้อจากไวรัสอหิวาต์สุกรได้อีกด้วย (Terpstra et al., 1984)


การตรวจหาปริมาณไวรัสของสำนักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์และสถาบันสุขภาพสัตว์แห่งชาติได้ใช้เทคนิค Immunoperoxidase (IP) ในการตรวจหาปริมาณไวรัส เนื่องจากเทคนิค fluorescent antibody technique (FAT) นั้น ต้องทดสอบในเซลล์หรือเนื้อเยื่อสดจึงทำให้เห็นขอบเขตและรายละเอียดของเซลล์หรือเนื้อเยื่อสดไม่ชัดเจน เมื่อย้อมแล้วไม่สามารถเก็บไว้ที่อุณหภูมิห้องได้เนื่องจากสีฟลูออเรสซีนจะเสื่อมเมื่อถูกแสงสว่าง รวมทั้งกล้องจุลทรรศน์ที่ใช้ในการอ่านผลเนื้อเยื่อจะต้องเป็น Fluorescent microscopy หรือ Confocal laser scanning microscopy (CLSM) เท่านั้น (Van der Loos, 1999) แต่เทคนิค Immunoperoxidase (IP) สามารถใช้ได้ทั้งตัวอย่างเซลล์หรือเนื้อเยื่อสด เซลล์หรือเนื้อเยื่อที่เก็บรักษาในฟอร์มาลิน เป็นปฏิกิริยาจำเพาะระหว่างแอนติเจนกับแอนติบอดีในเนื้อเยื่อโดยใช้เอนไซม์เปอร์ออกซิเดสเป็นตัวเร่งปฏิกิริยา ทำให้ตำแหน่งที่เกิดปฏิกิริยาระหว่างเอนไซม์เปอร์ออกซิเดสกับซับสเตรตที่จำเพาะเกิดสีขึ้น โดยสีนี้จะมีความคงทนและสามารถมองเห็นได้ด้วยกล้องจุลทรรศน์ธรรมดา (Nakane and Pierce, 1967) และสำหรับการตรวจระดับภูมิคุ้มกันต่อโรคอหิวาต์สุกรนั้น สำนักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์และสถาบันสุขภาพสัตว์แห่งชาติได้ใช้เทคนิค NPLA ในการตรวจหาระดับภูมิคุ้มกันที่เกิดขึ้นหลังสุกรได้รับวัคซีน ซึ่งเทคนิค NPLA เป็นการทดสอบที่ใช้ปฏิกิริยาการลบล้างฤทธิ์ (Neutralization) โดยอาศัยคุณสมบัติของแอนติบอดีของซีรัมที่เจือจางในอัตราส่วนเป็นลำดับ และอาศัยการย้อมติดสีของไวรัสเพื่อดูการคงเหลือของไวรัส หากในซีรัมที่เจือจางนั้นมีภูมิคุ้มกันที่จำเพาะต่อไวรัสในปริมาณที่เพียงพอที่จะยับยั้งไวรัสได้ ไวรัสจะไม่ติดสีเมื่อทำการย้อม 



ห้องปฏิบัติการส่วนใหญ่จะเลือกใช้โปรแกรมการทดสอบระหว่างห้องปฏิบัติการ (Inter-laboratory Testing Schemes) โดยใช้เทคนิคการเปรียบเทียบผลการวิเคราะห์หรือทดสอบระหว่างห้องปฏิบัติการ (Interlaboratory Comparison, ILC) มาใช้ในการทดสอบความชำนาญ ซึ่งตัวอย่างที่ใช้ในการทดสอบอาจเป็นตัวอย่างที่เตรียมขึ้นเองและทราบค่าแน่นอนโดยไม่จำเป็นต้องใช้สารอ้างอิง (Reference material) หรือสารอ้างอิงรับรอง (Certified reference material) ก็ได้เพื่อประเมินค่าความแม่น (Accuracy) หรือเป็นตัวอย่างทั่วไปที่อาจไม่ทราบค่าแน่นอนแต่เป็นเนื้อเดียวกันก็ได้เพื่อประเมินความเที่ยง (Precision) จากนั้นนำผลการวิเคราะห์ของแต่ละห้องปฏิบัติการมาเปรียบเทียบและประเมินสมรรถนะของแต่ละห้องปฏิบัติการ ซึ่งสถิติที่ใช้ในการประเมินสมรรถนะของห้องปฏิบัติการขึ้นอยู่กับผู้จัดการทดสอบเปรียบเทียบผลระหว่างห้องปฏิบัติการ เช่น ค่า Z score หรือการใช้ T-test/ F-test/ ANOVA มาประยุกต์ใช้ในการประเมินผลการทดสอบของห้องปฏิบัติ  (รัชฎาธร, 2557) 
5. วิธีการหรือขั้นตอนการศึกษา
5.1 ตัวอย่าง

ไวรัสอหิวาต์สุกร สเตรนไชนีส (Swine fever: Chinese strain) ที่เพาะเลี้ยงด้วยเซลล์ FSL3 จำนวน 20 ตัวอย่าง ทุกตัวอย่างจะถูกกำหนดรหัสตัวอย่างจากผู้ส่ง (ฝ่ายผลิตวัคซีนอหิวาต์สุกรและกาฬโรคเป็ด สทช.)

ซีรัมสุกรก่อนการฉีดวัคซีนอหิวาต์สุกร จำนวน 3 ตัวอย่าง ทุกตัวอย่างจะถูกกำหนดรหัสตัวอย่างจากผู้ส่ง (ฝ่ายผลิตวัคซีนอหิวาต์สุกรและกาฬโรคเป็ด สทช.)

ซีรัมสุกรหลังการฉีดวัคซีนอหิวาต์สุกรชนิดเซลล์เพาะเลี้ยง สเตรนไชนีส ในระดับต้นแบบ (Development of classical swine fever tissue culture vaccine Chinese strain, pilot scale) จำนวน 3 ตัวอย่าง ทุกตัวอย่างจะถูกกำหนดรหัสตัวอย่างจากผู้ส่ง (ฝ่ายผลิตวัคซีนอหิวาต์สุกรและกาฬโรคเป็ด สทช.)
5.2 เซลล์
เซลล์ชนิด SK6 passage 25 ได้รับความอนุเคราะห์จากสถาบันสุขภาพสัตว์ ปี 2560 ซึ่งเก็บที่อุณหภูมิ    –80๐C มีจำนวนเซลล์ 2x106เซลล์/หลอด
5.3 เชื้อไวรัสมาตรฐาน (Standard virus)

เชื้อไวรัสอหิวาต์สุกรชนิดรุนแรง สายพันธุ์บางเขน 1950 (Classical swine fever, Bangkhen 1950 strain) ที่มีปริมาณไวรัส 105PID50/มิลลิลิตร (50% Pig Infectious dose) จากการเตรียมไวรัสอหิวาต์สุกรชนิดรุนแรงจากเซลล์เพาะเลี้ยงชนิด SK6

5.4 อาหารสำหรับเพาะเลี้ยงเซลล์และไวรัส 
อาหารสำหรับเพาะเลี้ยงเซลล์ SK6 (Growth medium, GM) ประกอบด้วย minimal essential medium (Eagle’s MEM Nissui No1), Tryptose phosphate broth solution 1%, L-glutamine 1%, sodium bicarbonate 1%, antibiotic 1%, และ calf serum 5%


อาหารสำหรับเพาะเลี้ยงไวรัส (Maintenance medium; MM) ประกอบด้วย Minimal essential medium (Eagle’s MEM Nissui No1), Tryptose phosphate broth solution 1%, L-glutamine 1%, sodium bicarbonate 1%, antibiotic 1%, และ calf serum 1%
5.5 การเตรียมเซลล์
5.5.1 การเพาะเลี้ยงเซลล์ ในขวด Flask
นำเซลล์ SK6 ซึ่งเก็บที่อุณหภูมิ –80๐C มา thaw แล้วล้างเซลล์ด้วย GM ปริมาตร 5 มล. ต่อหลอด นำไปปั่นที่ความเร็ว 1,000 rpm นาน 5 นาที ด้วยเครื่องเซนตริฟิวจ์ ทิ้งส่วนใส เหลือไว้แต่เซลล์ที่ก้นหลอด แล้วล้างซ้ำอีก 2 ครั้ง ละลายเซลล์ด้วย GM นับเซลล์เริ่มต้นให้ได้จำนวน 3×105 เซลล์/มล. แบ่งใส่ขวด Flask ขนาด 75 ตร.ซม. ปริมาตร 20 มล./ขวด บ่มที่ 37๐C 5% CO2 นาน 3-4 วัน หรือจนกว่าเซลล์เพาะเลี้ยงจะเต็มพื้นที่ประมาณ 80-100% 

5.5.2 การเพาะเลี้ยงเซลล์ ใน Multiwell plate ขนาด 96 well  
นำขวด Flask ที่เพาะเลี้ยงเซลล์มาดูดอาหารเพาะเลี้ยงเซลล์เก่าทิ้ง จากนั้นล้างด้วย PBS 2 ครั้งๆ ละ 5 มล. ดูด PBS ทิ้ง ย่อยเซลล์ด้วย trypsin–versene (TV) ปริมาตร 1.5 มล. บ่มที่ 37๐C ประมาณ 3 นาที เคาะเบาๆ ให้เซลล์หลุดจากผิวขวด หยุดปฏิกิริยาของ TV โดยเติม GM 5 มล. ใช้ไปเปตดูด-ปล่อย GM ให้เซลล์หลุดจากผิวขวดทั้งหมดและแยกเป็นเซลล์เดี่ยว ดูดเซลล์ใส่ Centrifuge tube ปั่นที่ความเร็ว 1,000 rpm นาน 5 นาที ด้วยเครื่องเซนตริฟิวจ์ ทิ้งส่วนใสเหลือไว้แต่เซลล์ที่ก้นหลอด เติม GM 5 มล. ใช้ไปเปตดูด – ปล่อย GM ให้เซลล์แยกเป็นเซลล์เดี่ยว นำไปปั่นที่ความเร็ว 1,000 rpm นาน 5 นาที ด้วยเครื่องเซนตริฟิวจ์ แล้วทำซ้ำอีก 2 ครั้ง ละลายเซลล์ด้วย GM นับเซลล์เริ่มต้นให้ได้จำนวน 2×105 เซลล์/มล. เติมเซลล์ใน Multiwell plate ขนาด 96 well (แบบ Flat bottom COSTAR®) ทุกหลุมๆ ละ 100 ไมโครลิตร บ่มที่ 37๐C 5% CO2 นาน 24 ชั่วโมง 
5.6 การตรวจหาปริมาณไวรัสอหิวาต์สุกรด้วยวิธี Immunoperoxidase 


นำตัวอย่างไวรัสมาเจือจางแบบ 10 fold dilution ด้วย MM ที่ 10-1 - 10-10 จากนั้นเติมตัวอย่างไวรัสที่เจือจางแล้วลง Multiwell plate ที่เตรียมไว้ ความเจือจางละ 4 หลุมๆ ละ 100 ไมโครลิตร โดยมีกลุ่มควบคุมบวก (positive control; เติม standard virus จำนวน 4 หลุม) กลุ่มควบคุมลบ (negative control; เติม MM จำนวน 4 หลุม) และกลุ่มควบคุมเซลล์ (cell control; เติม GM จำนวน 8 หลุม) บ่มที่ 37๐C 5% CO2 นาน 5 วัน เมื่อครบกำหนดเทอาหารเพาะเลี้ยงเก่าทิ้งในน้ำยาฆ่าเชื้อจุลินทรีย์ชนิดเข้มข้น ตรึงไวรัสและเซลล์ด้วย 4% Formalin หลุมละ 100 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องนาน 30 นาที ล้างด้วย 0.5% PBS-T หลุมละ 200 ไมโครลิตร จำนวน 3 ครั้ง

เติม Monoclonal Mab WH 303 ที่เจือจาง 1:300 ในทุกหลุมๆ ละ 50 ไมโครลิตร บ่มที่ 37๐C นาน 1 ชั่วโมง ล้าง plate เช่นเดียวกับครั้งแรก แล้วเติม Anti-Mouse Ig/HPR Conjugate ที่เจือจาง 1:300 ในทุกหลุมๆ ละ 50 ไมโครลิตร บ่มที่ 37๐C นาน 1 ชั่วโมง ล้าง plate เช่นเดียวกับครั้งแรก แล้วเติม Substrate ทุกหลุมๆ ละ 100 ไมโครลิตร บ่มที่ 37๐C นาน 30 นาที ล้างด้วยน้ำเปล่า 2 ครั้ง อ่านผลด้วยกล้องจุลทรรศน์ บันทึกและคำนวณหาปริมาณไวรัสด้วยวิธี Reed and Muench (Reed and Muench, 1938)
5.7 ตรวจหาระดับภูมิคุ้มกันต่อเชื้ออหิวาต์สุกรด้วยวิธี Neutralizing peroxidase-linked assay

Plate ตัวอย่าง 
เติมอาหารเลี้ยงเซลล์ GM ลงใน Multiwell plate ขนาด 96 well ทุกหลุมๆ ละ 50 ไมโครลิตร แล้วเติมตัวอย่างซีรัมสุกรปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลงในแถว A1-H1 ของ culture plate เจือจางซีรัมแบบ 2 fold dilution จำนวน 6 dilution แล้วดูดทิ้ง 50 ไมโครลิตร (ลำดับการเจือจาง 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32 และ 1:64) จากนั้นเติมเชื้อไวรัสมาตรฐานปริมาณ 100-300 TCID50 (Tissue culture infective dose) ทุกหลุมๆ ละ 50 ไมโครลิตร บ่มที่ 37๐C 5% CO2 นาน 1 ชั่วโมง แล้วเติมเซลล์ SK6 ที่เพาะเลี้ยงใน Multiwell plate หลุมละ 100 ไมโครลิตร (2×105 เซลล์ต่อมล.) บ่มที่ 37๐C 5% CO2 นาน 4-5 วัน เทอาหารเพาะเลี้ยงเก่าทิ้งในภาชนะที่มีน้ำยาฆ่าเชื้อจุลินทรีย์ชนิดเข้มข้น ตรึงไวรัสและเซลล์ด้วย 4% Formalin หลุมละ 100 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องนาน 30 นาที ล้างด้วย 0.5% PBS-T หลุมละ 200 ไมโครลิตร จำนวน 3 ครั้ง เติม Monoclonal Mab WH 30311 ที่เจือจาง 1:300 ในทุกหลุมๆ ละ 50 ไมโครลิตร บ่มที่ 37๐C นาน 1 ชั่วโมง ล้าง plate เช่นเดียวกับครั้งแรก แล้วเติม Anti-Mouse Ig/HPR Conjugate ที่เจือจาง 1:300 ในทุกหลุมๆ ละ 50 ไมโครลิตร บ่มที่ 37๐C นาน 1 ชั่วโมง ล้าง plate เช่นเดียวกับครั้งแรก แล้วเติม Substrate ทุกหลุมๆ ละ 100 ไมโครลิตร บ่มที่ 37๐C นาน 30 นาที ล้างด้วยน้ำเปล่า 2 ครั้ง อ่านผลด้วยกล้องจุลทรรศน์ (อัจฉริยา และคณะ, 2545) บันทึกและคำนวณหาปริมาณไวรัสด้วยวิธี Reed and Muench (Reed and Muench, 1938) ทำการทดสอบตัวอย่างซีรัมเดิมซ้ำ 3 ครั้งต่อ 1 ตัวอย่าง ทั้งในส่วนของ สทช. และ สสช. จากนั้นนำผลการทดสอบที่ได้มาหาค่าเฉลี่ย แล้วจึงนำมาคำนวณค่าทางสถิติ
Control plate



เตรียม positive control เพื่อทำ virus back titration  โดยเจือจางเชื้อไวรัสมาตรฐานแบบ 10 fold dilution ตรวจสอบกลับว่าปริมาณไวรัสที่ได้มีค่า 30-300 TCID50/50µl (OIE 2018)
5.8 การวิเคราะห์ผล
เปรียบเทียบผลการตรวจหาปริมาณไวรัสด้วยเทคนิค IP และการตรวจหาระดับแอนติบอดีต่อไวรัสอหิวาต์สุกรด้วยเทคนิค NPLA ระหว่างห้องปฏิบัติการของ สทช. และ สสช. โดยวิธี Independent Sample T-test ที่ระดับนัยสำคัญ 0.05 ด้วยโปรแกรม IBM SPSS Statistics Version 26
5.9 สถานที่ทำการทดลอง/เก็บข้อมูล
5.9.1 สำนักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์
5.9.2 สถาบันสุขภาพสัตว์แห่งชาติ
6. ผู้ร่วมดำเนินการ (ถ้ามี)    

(1) นายดิถี  

ประเสริฐสุวรรณ

สัดส่วนผลงาน     40%

(2) นางอารีรัตน์
สุดโต


สัดส่วนผลงาน     20% 
(3) นางสาวนลินี  
หงษ์ชุมพล

สัดส่วนผลงาน     20%
(4) นางสาวละมูล  
โม้ลี


สัดส่วนผลงาน     20%    
7. ระบุรายละเอียดเฉพาะงานในส่วนที่ผู้ขอรับการประเมินเป็นผู้ปฏิบัติ
(1) เตรียมอุปกรณ์และส่งตัวอย่างไวรัส   
10%
(2) รวบรวมและวิเคราะห์ข้อมูล  

10% 
8. ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ (กรณีเป็นผลงานที่อยู่ระหว่างศึกษา)
…………………………………………………………………………………………………………………………………………………….………

…………………………………………………………………………………………………………………………………………………….………
…………………………………………………………………………………………………………………………………………………….………
…………………………………………………………………………………………………………………………………………………….………

9.ระบุผลสำเร็จของงาน หรือผลการศึกษา (กรณีที่เป็นผลงานที่ดำเนินการเสร็จแล้ว)

การตรวจหาปริมาณไวรัสด้วยเทคนิค IP และการตรวจหาระดับแอนติบอดีต่อไวรัสอหิวาต์สุกรด้วยเทคนิค NPLA ของห้องปฏิบัติการของ สทช. และ สสช. มีความสามารถในการทดสอบเทคนิคดังกล่าวไม่แตกต่างกัน(p>0.05) แสดงถึงความพร้อมของห้องปฏิบัติการและบุคลากรของ สทช. และ สสช. ในการทดสอบคุณภาพวัคซีนอหิวาต์สุกร ชนิดเซลล์เพาะเลี้ยง แทนการใช้กระต่ายในการผลิตวัคซีน
10. ความยุ่งยากในการดำเนินการ/ปัญหา/อุปสรรค
10.1 ต้องควบคุมปัจจัยที่อาจส่งผลต่อการตรวจหาปริมาณไวรัส เช่น วัสดุอุปกรณ์ต้องมีการสอบเทียบ สารเคมีต้องได้มาตรฐาน เป็นต้น
10.2 ตัวอย่างต้องระบุหมายเลข และมีการบันทึกข้อมูลของตัวอย่างที่ชัดเจน เพื่อไม่ให้ปะปนหรือเกิดความสับสนต่อผู้ทดสอบ 
10.3 การนำส่งตัวอย่างจากสำนักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์ไปสถาบันสุขภาพสัตว์แห่งชาติต้องมีการควบคุมอุณหภูมิให้อยู่ในช่วง 2-8๐C เพื่อป้องกันการสูญเสียไวรัสของตัวอย่าง
10.4 การคำนวณค่าทางสถิติเพื่อประเมินผลการทดสอบ จะต้องเลือกใช้วิธีคำนวณค่าสถิติที่เหมาะสมกับขนาดกลุ่มตัวอย่าง   
11. การนำไปใช้ประโยชน์ หรือคาดว่าจะนำไปใช้ประโยชน์
11.1 สำนักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์และสถาบันสุขภาพสัตว์แห่งชาติได้วิธีการทดสอบในการตรวจหาปริมาณไวรัสและแอนติบอดีของโรคอหิวาต์สุกรโดยใช้เซลล์ SK6 ที่เป็นมาตรฐานเดียวกัน
11.2 ห้องปฏิบัติการของสำนักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์และสถาบันสุขภาพสัตว์แห่งชาติสามารถนำผลการเปรียบเทียบผลการวัดไปปรับปรุงและพัฒนาความสามารถของห้องปฏิบัติการให้ดีขึ้น  
ขอรับรองว่าผลงานดังกล่าวข้างต้นเป็นความจริงทุกประการ

ขอรับรองว่าสัดส่วนหรือลักษณะงานในการดำเนินการของผู้เสนอข้างต้นถูกต้องตรงกับความจริงทุกประการ


ได้ตรวจสอบแล้วขอรับรองว่าผลงานดังกล่าวข้างต้นถูกต้องตรงกับความเป็นจริงทุกประการ

หมายเหตุ   หากผลงานมีลักษณะเฉพาะ เช่นแผ่นพับ หนังสือ แถบบันทึกเสียง ฯลฯ ผู้เสนอผลงานอาจส่งผลงานจริงประกอบการพิจารณาของคณะกรรมการก็ได้
ข้อเสนอแนวคิด/วิธีการ เพื่อพัฒนางานหรือปรับปรุงให้มีประสิทธิภาพมากขึ้น
ชื่อ   นางอารีรัตน์  สุดโต
เพื่อประกอบการแต่งตั้งให้ดำรงตำแหน่ง 
นักวิทยาศาสตร์การแพทย์ชำนาญการพิเศษ
    ตำแหน่งเลขที่ 1277
สำนัก / กอง



สำนักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์
เรื่อง
การพัฒนาห้องปฏิบัติการฝ่ายทดสอบคุณภาพวัตถุดิบการผลิต สำนักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์ ให้ได้รับการรับรองมาตรฐาน ISO/IEC 17025
 หลักการและเหตุผล
ฝ่ายทดสอบคุณภาพวัตถุดิบการผลิต กลุ่มควบคุมคุณภาพ สำนักเทคโนโลยีชวภัณฑ์สัตว์ มีหน้าที่ในการทดสอบคุณภาพวัตถุดิบที่จะนำมาใช้ในกระบวนการผลิตวัคซีน ได้แก่วัตถุดิบที่มีการจัดซื้อจากภายนอก และน้ำที่ผลิตโดยสำนักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์ รวมทั้งทดสอบคุณภาพวัคซีน น้ำยาละลายวัคซีนและแอนติเจน ดังนั้นผลการวิเคราะห์ทดสอบที่ถูกต้องและแม่นยำจึงมีความสำคัญอย่างยิ่ง  ซึ่งหากห้องปฏิบัติการที่ใช้ทดสอบคุณภาพมีมาตรฐานก็จะสร้างความมั่นใจและความน่าเชื่อถือในการรายงานผลการทดสอบจากห้องปฏิบัติการและยังเพิ่มขีดความสามารถของห้องปฏิบัติการให้เป็นที่ยอมรับอีกด้วย
ISO/IEC 17025 คือข้อกําหนดทั่วไปว่าด้วยความสามารถของห้องปฏิบัติการทดสอบและสอบเทียบเป็นมาตรฐานสากลที่ช่วยเสริมสร้างความเชื่อมั่นของความสามารถในการทดสอบหรือสอบเทียบของห้องปฏิบัติการ มีความสําคัญอย่างยิ่งกับภาคธุรกิจอุตสาหกรรมที่ต้องใช้ผลการทดสอบและสอบเทียบที่มีความเที่ยงตรง แม่นยําเชื่อถือได้ เป็นบรรทัดฐานการวัดและการทดสอบผลิตภัณฑ์ให้มีคุณภาพ หากห้องปฏิบัติการฝ่ายทดสอบคุณภาพวัตถุดิบการผลิตได้รับการรับรองมาตรฐาน ISO/IEC 17025 ก็จะทำให้เกิดการสร้างความมั่นใจและความน่าเชื่อถือในการรายงานผลการทดสอบ และยังส่งผลเพิ่มความมั่นใจในคุณภาพของวัตถุดิบที่จะนำไปใช้ในกระบวนการผลิตวัคซีน และเพิ่มความมั่นใจในคุณภาพวัคซีน น้ำยาละลายวัคซีนและแอนติเจน ที่ผลิตโดยสำนักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์อีกด้วย
บทวิเคราะห์ / แนวคิด / ข้อเสนอ (แผนงาน / โครงการ ) ที่ผู้ประเมินจะพัฒนางาน

การพัฒนาเพื่อให้ห้องปฏิบัติการได้รับการรับรองมาตรฐาน ISO/IEC 17025 สิ่งสำคัญที่สุดประการแรกคือ ผู้มีอำนาจสูงสุดขององค์กรจะเป็นผู้มีบทบาทในการวางนโยบาย ตั้งเป้าหมาย และตัดสินใจในทรัพยากรที่จำเป็นต่างๆ ให้เพียงพอต่อการดำเนินการ และหน่วยงานสนับสนุนภายในองค์กรทั้งหลายที่เกี่ยวข้องกับระบบคุณภาพจะเป็นส่วนสนับสนุนสำคัญ ได้แก่ การเงิน พัสดุ บุคคล การซ่อมบำรุง คอมพิวเตอร์ เป็นต้น และห้องปฏิบัติการที่จะเข้าสู่ระบบจะต้องเป็นผู้ดำเนินการด้วยตนเองตั้งแต่ต้น ได้แก่ การจัดทำระบบคุณภาพ ตลอดจนถึงการนำระบบไปใช้ปฏิบัติ ซึ่งผู้จัดทำระบบรวมถึงผู้นำระบบไปใช้ปฏิบัติจะต้องมีความรู้ ความเข้าใจที่ถูกต้องและเพียงพอเกี่ยวกับมาตรฐานที่ต้องการขอการรับรอง

ISO/IEC 17025 ประกอบด้วยข้อกำหนดหลัก 2 ส่วน ได้แก่ข้อกำหนดทางวิชาการ (technical requirements) และข้อกำหนดด้านระบบคุณภาพ (management requirements) ข้อกำหนดทางวิชาการได้แก่บุคลากร สถานที่ วิธีและการยืนยันความถูกต้องของวิธี เครื่องมือ การสอบกลับได้ของการวัด การชักตัวอย่าง และการจัดการตัวอย่าง ข้อกำหนดด้านระบบคุณภาพ ได้แก่ การจัดการองค์กร ระบบคุณภาพ การควบคุมเอกสาร การทบทวนคำขอ ข้อเสนอและสัญญา การจ้างเหมาช่วงการทดสอบ/สอบเทียบ การจัดซื้อบริการและสิ่งสนับสนุน การควบคุมงานทดสอบ/สอบเทียบที่ไม่เป็นไปตามข้อกำหนด การปฏิบัติแก้ไขข้อบกพร่อง และการปฏิบัติป้องกัน การควบคุมบันทึก การตรวจติดตามภายใน และการทบทวนการจัดการ รวมถึงการเข้าร่วมการทดสอบความชำนาญ (proficiency testing, PT) และดำเนินการยื่นขอรับรองมาตรฐานห้องปฏิบัติการ ISO/IEC 17025 ต่อสำนักมาตรฐานห้องปฏิบัติการ กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์

 ปัจจุบันห้องปฏิบัติการฝ่ายทดสอบคุณภาพวัตถุดิบการผลิตได้เริ่มดำเนินการเพื่อพัฒนาให้ได้รับการรับรองมาตรฐาน ISO/IEC 17025 โดยเริ่มจากขอบข่ายการทดสอบความเป็นกรด-ด่าง ซึ่งได้มีศึกษาและอบรมข้อกำหนด ISO/IEC 17025 ที่เกี่ยวข้องกับการทดสอบ การจัดทำเอกสาร SOP การสอบเทียบเครื่องมือ (Calibration) การตรวจสอบการใช้ได้ของวิธี (Validation Method) และการเข้าร่วมการทดสอบความชำนาญ (proficiency testing, PT) กับกรมวิทยาศาสตร์บริการและกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ แต่ยังขาดในส่วนของการจัดทำเอกสารคู่มือคุณภาพ ซึ่งขณะนี้ฝ่ายทดสอบคุณภาพวัตถุดิบการผลิตได้วางแผนร่วมกับกลุ่มควบคุมคุณภาพและฝ่ายประกันคุณภาพวางแนวทางในการจัดทำเอกสาร เมื่อแล้วเสร็จจึงดำเนินการตรวจติดตามภายใน (Internal audit) เพื่อตรวจประเมินตนเองถึงการนำระบบไปใช้ปฏิบัติ เป็นการช่วยหาข้อผิดพลาด และแก้ไขข้อผิดพลาด แล้วจึงดำเนินการตามขั้นตอนการยื่นขอรับรองมาตรฐานห้องปฏิบัติการ ISO/IEC 17025 ต่อสำนักมาตรฐานห้องปฏิบัติการ กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ต่อไป
ผลที่คาดว่าจะได้รับ
1. เพิ่มขีดความสามารถของห้องปฏิบัติการฝ่ายทดสอบคุณภาพวัตถุดิบการผลิต สำนักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์ ให้เป็นที่ยอมรับ
2. สร้างความมั่นใจและความน่าเชื่อถือในรายงานผลการทดสอบจากห้องปฏิบัติการ
3. ฝ่ายผลิตวัคซีนได้วัตถุดิบที่มีคุณภาพตรงตามที่ต้องการ
4. ทำให้ห้องปฏิบัติการฝ่ายทดสอบคุณภาพวัตถุดิบการผลิต สำนักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์ มีระบบการบริหารจัดการที่ดี มีการพัฒนาปรับปรุงอย่างต่อเนื่อง ก่อให้เกิดภาพลักษณ์ที่ดีแก่องค์กร
ตัวชี้วัดความสำเร็จ
ได้รับการรับรองมาตรฐานห้องปฏิบัติการ ISO/IEC 17025


การพิจารณาประเมินข้าราชการเพื่อคัดเลือกให้ส่งผลงานทางวิชาการ
ชื่อ   นางอารีรัตน์  สุดโต
ตำแหน่ง นักวิทยาศาสตร์การแพทย์ชำนาญการ




ตำแหน่งเลขที่ 1277
ขอประเมินเพื่อแต่งตั้งให้ดำรงตำแหน่ง  นักวิทยาศาสตร์การแพทย์ชำนาญการพิเศษ
ตำแหน่งเลขที่ 1277
กลุ่มควบคุมคุณภาพ
สำนักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์
การพิจารณา (คะแนนเต็ม 100 คะแนน)

  
1. ผลงาน/ผลการปฏิบัติงานย้อนหลัง 3 ปี

50 คะแนน 
ได้รับ ….......…คะแนน 

2. ข้อเสนอแนวคิด/วิธีการเพื่อพัฒนางานหรือปรับปรุงให้มีประสิทธิภาพมากขึ้น




 




50 คะแนน 
ได้รับ ….......…คะแนน
 







           รวม ….......…คะแนน

หมายเหตุ   ผู้ที่ผ่านการประเมินต้องได้รับคะแนนไม่ต่ำกว่า  80  คะแนน
เอกสารหมายเลข 1





เอกสารหมายเลข 3





ลงชื่อ ............................................................................


(นางอารีรัตน์  สุดโต)


ผู้เสนอผลงาน


วันที่ .............../........................../...................








ลงชื่อ ............................................................................


(นายภูวนาถ  เปาปราโมทย์)


นักวิทยาศาสตร์การแพทย์ปฏิบัติการ


ผู้ร่วมดำเนินการ


วันที่ .............../........................../...................








ลงชื่อ ......................................................................


(นายพรชัย  ศรีดามา)


หัวหน้ากลุ่มควบคุมคุณภาพ


วันที่ .............../........................../...................











ลงชื่อ ......................................................................


      (นายจาตุรนต์  พลราช)


ผู้อำนวยการสำนักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์


วันที่ .............../........................../...................








เอกสารหมายเลข 3





ลงชื่อ ............................................................................


(นางอารีรัตน์  สุดโต)


ผู้เสนอผลงาน


วันที่ .............../........................../...................








ลงชื่อ ......................................................................


(นายดิถี  ประเสริฐสุวรรณ)


นายสัตวแพทย์ชำนาญการพิเศษ


ผู้ร่วมดำเนินการ


วันที่ .............../........................../...................








ลงชื่อ ......................................................................


     (นางสาวนลินี  หงษ์ชุมพล)


นายสัตวแพทย์ชำนาญการ


ผู้ร่วมดำเนินการ


วันที่ .............../........................../...................











ลงชื่อ ............................................................................


(นางสาวละมูล  โม้ลี)


นักวิทยาศาสตร์การแพทย์ชำนาญการ


ผู้ร่วมดำเนินการ


วันที่ .............../........................../...................








ลงชื่อ ......................................................................


(นายพรชัย  ศรีดามา)


หัวหน้ากลุ่มควบคุมคุณภาพ


วันที่ .............../........................../...................











ลงชื่อ ......................................................................


(นายจาตุรนต์  พลราช)


ผู้อำนวยการสำนักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์


วันที่ .............../........................../...................











เอกสารหมายเลข 4





ลงชื่อ ............................................................................


 (นางอารีรัตน์  สุดโต)


ผู้เสนอผลงาน


วันที่ .............../........................../...................








ลงชื่อ ............................................................................


(นายจาตุรนต์  พลราช)


ผู้อำนวยการสำนักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์


วันที่ .............../........................../...................
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