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เรื่องที่ 1
1. ชื่อผลงาน  การศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางจุลพยาธิวิทยาและการกระจายตัวของ Bovine Viral Diarrhea Virus ใน อัลปาก้า โดย 5’UTR In situ hybridization Probe

ปีที่ดำเนินการ 2559

2. ความสำคัญและที่มาของปัญหาที่ทำการศึกษา  

โรค Bovine Viral Diarrhea Virus (BVDV) เป็นโรคไวรัสที่มีการแพร่กระจายทั่วโลก สามารถเกิดโรคได้ใน วัวนม แกะ แพะ หมู และสัตว์ป่า เช่น กวาง อูฐ ลามะ และ อัลปาก้า การเกิดโรคในวัวมักทำให้เกิดอาการทางระบบทางเดินหายใจ ท้องเสีย และเสียชีวิตจากกลุ่มภาวะเลือดออก ในขณะที่การติดเชื้อนี้ในสัตว์ป่า เช่น อัลปาก้ามักก่อให้เกิดการกดภูมิ การติดเชื้อถาวร (persistence infection) การแท้ง และมีอัตราการเสียชีวิตที่ค่อนข้างสูง
ในประเทศไทยมีการรายงานการเกิดโรคไวรัสนี้ในวัวนม แกะ แพะ แต่ยังไม่มีการศึกษาในสัตว์อื่นๆ เช่น สัตว์ป่า โดยปัจจุบันความนิยมในการเลี้ยงสัตว์ป่าจำพวกนี้ในประเทศมีมากขึ้นเพื่อจัดแสดง และดึงดูดนักท่องเที่ยว โดยนิยมตั้งกรงจัดแสดงใกล้กับกรงของวัวนม แพะ แกะ ซึ่งอาจทำให้เกิดการแพร่เชื้อจากสัตว์ป่าตัวที่มีการติดเชื้อแบบถาวรแพร่ไปสู่สัตว์เศรษฐกิจของประเทศไทย เช่น วัวนม ได้ ดังนั้น การมีองค์ความรู้ต่อโรค BVDV ในสัตว์ป่า รวมถึงการมีเทคนิคที่สามารถใช้ตรวจ BVDV ในห้องปฏิบัติการเช่น การวินิจฉัยโดยใช้เทคนิค in situ hybridization โดยใช้ 5’ UTR probe จะช่วยป้องกันความสูญเสียที่เกิดขึ้นได้

3. วัตถุประสงค์ในการศึกษา
เพื่อศึกษาย้อนหลังเกี่ยวกับรอยโรคทางหมกายวิภาคและรอยโรคทางจุลพยาธิวิทยารวมถึงการกระจายตัวของแอนติเจนในอัลปากาที่เสียชีวิตโดยใช้ 5’ UTR probe ในเทคนิค in situ hybridization เพื่อหาความสัมพันธ์เกี่ยวกับการเปลี่ยนแปลงทางจุลพยาธิวิทยาต่อเชื้อไวรัส BVDV

4. ความรู้ทางวิชาการ หรือแนวคิดหรือหลักทฤษฎีที่ใช้ในการดำเนินการ

Bovine Viral Diarrhea Virus (BVDV) เป็นไวรัสสายเดี่ยว ประจุบวก อยู่ในจีนัส Pestivirus แฟมิลี่ Flaviviridae ซึ่งเป็นจีนัสที่เกี่ยวข้องกับโรคอหิวาต์หมู หรือ Classical swine fever และโรค border disease virus โดยโรค BVDV สามารถแบ่งออกได้เป็นสองจีโนไทป์ คือ BVDV-1 และ BVDV-2. ถ้าแบ่งตามผลของการเพาะเลี้ยงเชื้อ สามารถแบ่งออกได้เป็น cytopathic (cp) BVDV และ non-cytopathic (ncp) BVDV 


ไวรัสนี้สามารถก่อให้เกิดความเสียหายต่อผลผลิตในอุตสาหกรรมการเลี้ยงวัวได้อย่างสูง โดยวัวทุกอายุสามารถติดโรคได้ อาการของวัวที่ติดเชื้อมีหลากหลายขึ้นอยู่กับความรุนแรงของเชื้อ จำนวนเชื้อที่ติดและความ
ไวรับของวัวเอง โดยอาการสามารถเริ่มจากการมีอาการเพียงเล็กน้อยจนถึงรุนแรงมากและเสียชีวิตได้ ในการติดเชื้อแบบฉับพลันในสัตว์อาจแสดงอาการทางระบบหายใจ ไข้ ท้องเสียและตายฉับพลัน การติดเชื้อแบบ
เรื้อรังจะเริ่มจากการติดเชื้อในขณะที่สัตว์ตั้งท้อง โดยการติดเชื้อในขณะที่สัตว์ตั้งท้องก่อน 18 วันจะก่อให้เกิดตัวอ่อนตายในท้องและแท้งตามมา และการติดเชื้อในขณะที่สัตว์ตั้งท้องระหว่าง 80 – 150 วัน จะทำให้ลูกสัตว์มีการติดเชื้อแบบถาวร ซึ่งจะมีภูมิคุ้มกันที่ต่ำเนื่องจากกลไกการอยู่รอดของตัวไวรัสเอง ส่งผลให้มีการติดเชื้อแทรกซ้อนต่อโรคอื่นๆได้ง่าย นอกจากนี้ยังสามารถแพร่เชื้อไวรัสให้สัตว์ตัวอื่นๆในฝูงได้ตลอดเวลา ทำให้มีการหมุนเวียนของเชื้อไวรัสอยู่ในฝูงเรื่อยๆ โดยรายงานความสูญเสียทางเศรษฐกิจอื่นๆที่พบร่วมด้วยคือ เกิดภาวะน้ำนมลด อัตราการผสมติดต่ำ รอบการผสมนานขึ้น ส่งผลให้ต้นทุนของเกษตรกรเพิ่มมากขึ้ยอีกด้วย      

5. วิธีการหรือขั้นตอนการศึกษา
1. ทำการชันสูตรโรคทางพยาธิวิทยาแก่อัลปาก้าที่ถูกส่งมาชันสูตรซากที่กลุ่มพยาธิวิทยา สถาบันสุขภาพสัตว์แห่งชาติ 
2. ทำการเตรียม 5’ UTR probe โดยเลือกตำแหน่งที่จำเพาะต่อ pestivirus โดยนำลำดับนิวคลีโอไทด์ที่ต้องการมาสังเคราะห์ cDNA และโคลนเข้าสู่ E. Coli, DH5-alpha strain หลังจากนั้นผ่านกระบวนการ PCR ด้วย Biotin PCR Labelling Master Mix 

3. เข้ากระบวนการ in situ hybridization โดยใช้ 5’ UTR probe ที่เตรียมไว้มาจับกับ Complementary DNA ในเนื้อเยื่อ
4. รวมรวมผลที่ได้ สรุปผล และเขียนรายงานการศึกษา
6. ผู้ร่วมดำเนินการ (ถ้ามี)

(1) นางนวพร

วัดเดลล์

สัดส่วนผลงาน 70 %

(2) นางสาวฐิติกานต์
จิรกิตติสุนทร
สัดส่วนผลงาน 15 %

(3) Anna

Slagle

สัดส่วนผลงาน 5 %

(4) นายวรา

วรงค์

สัดส่วนผลงาน 5 %

(5) นายเจษฎา 

รัตโณภาส
สัดส่วนผลงาน 5 %

7. ระบุรายละเอียดเฉพาะงานในส่วนที่ผู้ขอรับการประเมินเป็นผู้ปฏิบัติ 

1. วางแผน

10 %
2. เก็บรวบรวมข้อมูล
10 %
3. ทดลอง

30 %
4. วิเคราะห์ข้อมูล
10 %
5. สรุปและรายงาน 
5 % 
8. ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

กลุ่มพยาธิวิทยา สถาบันสุขภาพสัตว์แห่งชาติมีองค์ความรู้ในการวินิจฉัยโรค BVDV ในอัลปาก้า นอกจากนี้ยังได้เทคนิคในการวินิจฉัยโรคนี้เพิ่มเติมโดยใช้เทคนิค in situ hybridization
9.ระบุผลสำเร็จของงาน หรือผลการศึกษา 
-
10. ความยุ่งยากในการดำเนินการ/ปัญหา/อุปสรรค 


บางครั้งครุภัณฑ์ที่ต้องใช้ในการดำเนินงานเป็นครุภัณฑ์ที่ไม่ได้มีในหน่วยงานโดยตรง แต่สามารถแก้ปัญหาได้โดยอาศัยความร่วมมือของแต่ละห้องปฏิบัติการเพื่อทำการขอยืมใช้เป็นครั้งคราวเพื่อให้งานสำเร็จลุล่วงไปได้

11. การนำไปใช้ประโยชน์ หรือคาดว่าจะนำไปใช้ประโยชน์
ห้องปฏิบัติการของกรมปศุสัตว์อื่นๆสามารถนำเทคนิคที่ได้ไปใช้ในการวินิจฉัยโรค BVDV ในอัลปาก้า  กรมปศุสัตว์สามารถนำผลการศึกษาที่ได้ไปกำหนดนโยบายในการเลี้ยงอัลปาก้าและสัตว์เศรษฐกิจชนิดอื่นๆที่มีความไวรับต่อ BVDV และยังเพิ่มความตระหนักในการตรวจหาโรคอื่นๆในสัตว์นำเข้าให้มากขึ้น
ขอรับรองว่าผลงานดังกล่าวข้างต้นเป็นความจริงทุกประการ
ลงชื่อ…………………………………………………..

     








 (นางนวพร วัดเดลล์)

                      ผู้เสนอผลงาน
..….…..…./…………….……….../….……….
ขอรับรองว่าสัดส่วนหรือลักษณะงานในการดำเนินการของผู้เสนอข้างต้นถูกต้องตรงกับความจริง
ทุกประการ
       ลงชื่อ……………………………………


    ลงชื่อ……………………………….….

     (นางสาวฐิติกานต์ จิรกิตติสุนทร)



(นายวรา วรงค์)

ตำแหน่ง นักวิทยาศาสตร์การแพทย์ปฏิบัติการ

  ตำแหน่ง นายสัตวแพทย์ชำนาญการ      

 ผู้ร่วมดำเนินการ





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



…………../…………………../…………

ลงชื่อ……………………………………



ลงชื่อ……………………………………



      (นายเจษฎา รัตโณภาส)



    
(Anna Slagle)
ตำแหน่ง นายสัตวแพทย์ชำนาญการพิเศษ       

     University of Georgia
ผู้ร่วมดำเนินการ





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


……………./……………………/…………..

ได้ตรวจสอบแล้วขอรับรองว่าผลงานดังกล่าวข้างต้นถูกต้องตรงกับความเป็นจริงทุกประการ
ลงชื่อ……………………………………

    
 
      ลงชื่อ…………………………………..
    (นายเจษฎา รัตโณภาส)




(นายเชาวฤทธิ์ บุญมาทิต)

ตำแหน่ง หัวหน้ากลุ่มพยาธิวิทยา



  ตำแหน่ง ผู้อำนวยการสถาบันสุขภาพสัตว์แห่งชาติ


……………./……………………/…………..      


        …………/…………………../………...

ผลงานที่จะขอรับการประเมินเพื่อขอรับเงินประจำตำแหน่ง





เรื่องที่ 2
1. ชื่อผลงาน การพัฒนาวิธีอิมมูนโนฮิสโตเค็มมิสตรีในการวินิจฉัยโรคไข้คิวจากการใช้โพลีโคลนอลแอนติบอดีชนิดที่จำเพาะกับ epitope หนึ่งตำแหน่งจากเปปไทด์สังเคราะห์ (Development of Q Fever Diagnosis by Immunohistochemistry Using Monospecific Polyclonal Antibody Derived from a New Synthetic Peptide)
  ปีที่ดำเนินการ ตุลาคม 2558 - มิถุนายน 2562

2. ความสำคัญและที่มาของปัญหาที่ทำการศึกษา
Coxiella burnetii เป็น obligate intracellular pathogen และเป็นสาเหตุของโรคไข้คิว (Q fever) ในคน มีรายงานการเกิดโรคไข้คิวครั้งแรกในไทยเมื่อปี พ ศ 2509 ที่จังหวัด สมุทรสาคร และรายงานล่าสุด ในเดือนมกราคม 2554 มีผู้ป่วยติดเชื้อดังกล่าว ก่อให้เกิดเยื่อหุ้มหัวใจอักเสบจำนวน 4 ราย และมีรายงานว่าอุบัติการณ์ของโรคชนิดนี้ 2.3-6.1 เปอร์เซ็นต์ ใน แพะ แกะ โค และกระบือ (คู่มือการป้องกันควบคุมโรคติดต่ออุบัติใหม่ สำหรับบุคลากรทางการแพทย์และสาธารณสุข, 2554) จากข้อมูลและแหล่งที่มาดังกล่าวและอีกหลายรายงานที่บ่งชี้ว่าเป็นเชื้อติดต่อระหว่างสัตว์และคน (Angelakis and Raoult, 2010) โดยมีสัตว์ดังกล่าวข้างต้นเป็นแหล่งรังโรค (reservoir) ทำให้ปัจจุบันนี้มีการพัฒนาเทคนิคการวินิจฉัยโรคที่หลากหลาย อาทิ การใช้เทคนิคทางซีรัมวิทยา ยังคงใช้ตัวเชื้อเพื่อการ coat plate ในการตรวจทางซีรัมวิทยา (iELISA) โดยใช้ Coxiella burnetii strain Nine Mile ซึ่งก่อให้เกิดการให้ภูมิคุ้มกันข้ามกัน (cross reaction) กับเชื้อก่อโรค ชนิดอื่นๆได้ง่าย เช่น ทุกวันนี้มีการใช้ ELISACoxLS®, LSI, Lissieu, France เป็น ชุดทดสอบ (commercial test kit) นอกจากนั้นยังมีวิธีการตรวจโดย Immunofluorescence technique ซึ่งต้องใช้แอนติซีรัมซึ่งเตรียมจากตัวเชื้อและฉีดเข้าสัตว์ทดลอง  ซึ่งอาจส่งผลให้เกิดผลบวกลวง และการแปลผลยากลำบาก (Muskens et al., 2011) สำหรับ เทคนิค real time PCR มีความถูกต้อง รวดเร็วแต่ที่มีความจำเพาะสูง จนบางครั้งอาจทำให้ขาดข้อมูลบางส่วนของปัญหาการแท้งภายในฟาร์ม เพราะการแท้งลูกอาจจะไม่ได้เกิดจาก C. burnetii เพียงสาเหตุเดียว (Muskens et al., 2011) นอกจากนั้นในหลายๆกรณีพบว่าตัวอย่างที่ถูกส่งมาเพื่อตรวจทางห้องปฏิบัติถูกแช่ในน้ำยาฟอร์มาลีนทำให้ไม่สามารถใช้สำหรับตรวจ PCR ได้
การใช้ in situ hybridization (Yanaihara et al.) เพื่อการวินิจฉัยโรค Q fever เป็นอีกเทคนิคการตรวจโรคอีกวิธี ที่สามารถตรวจได้จากตัวอย่างที่ถูกแช่ในฟอร์มาลีน (Svendsen et al., 2009) โดยการใช้ hybridization probe ที่จำเพาะกับ 16S ribosomal RNA ของ Coxiella burnetii (Jensen et al., 2007) ซึ่งการจะใช้วิธีการดังกล่าวเพื่อการวินิจฉัยเพื่อเป็นงานประจำนั้น (routine diagnosis) สามารถทำได้ แต่ค่าใช้จ่ายที่สูง บวกกับความชำนาญเฉพาะด้าน ไม่น่าจะเหมาะกับสัตว์ที่เลี้ยงเป็นฝูง ซึ่งมีจำนวนมาก อย่างไรก็ตามปัจจุบันการพัฒนาเทคนิคทางอณูพันธุศาสตร์ที่มีความรุดหน้าอย่างรวดเร็ว ทำให้สามารถทราบลำดับสายนิวคลีโอไทด์ของเชื้อก่อโรค(Thompson and Suhan, 1996) ทำให้สามารถหา outer membrane protein ซึ่งนำไปใช้กระตุ้นให้สัตว์ทดลองสร้างภูมิต้านทาน สำหรับผลิต antiserum ที่มีความจำเพาะต่อ C. burnetii      
ได้ และยังสามารถใช้เพื่อการสำรวจโรคทาง ซีรัมวิทยาได้ (Redd and Thompson, 1995) อีกทั้งแอนติเจน (antigen) ดังกล่าวสามารถใช้เพื่อการวินิจฉัยได้ทั้ง phase 1 และ 2 ของตัวเชื้อ (Hendrix et al., 1991) โดยทางซีรัมวิทยา เพราะการที่จะเพาะเลี้ยงเชื้อดังกล่าวจะต้องทำในระบบความปลอดภัยทางชีวภาพระดับสูง (biosafty level 3) เท่านั้น (Jensen et al., 2007) ด้วยเหตุผลดังกล่าว ทำให้ยากต่อการจัดการ และก่อให้เกิดความเสี่ยงต่อผู้ปฏิบัติงานดังนั้นจุดประสงค์ของงานวิจัยฉบับนี้เพื่อต้องการพัฒนาเทคนิคimmunohistochemistry (IHC) มาใช้ในการตรวจวินิจฉัยโรค Q fever จากตัวอย่างชิ้นเนื้อ formalin fixed paraffin embedding blocks โดยใช้ primary antibody ที่ถูกผลิตจากโปรตีนสังเคราะห์ (synthetic peptide) ซึ่งเทคนิคดังกล่าวสามารถนำไปสู่การการพัฒนาชุดทดสอบ iELISA เพื่อการวินิจฉัยโรคในสัตว์และการพัฒนาวัคซีนสำหรับโรค Q feverในสัตว์ต่อไป
3. วัตถุประสงค์ในการศึกษา
เพื่อพัฒนาเทคนิค IHC เพื่อการตรวจวินิจฉัยโรค Q fever ในสัตว์เคี้ยวเอื้องจากตัวอย่างรกใน formalin-fixed paraffin embedding tissues

4. ความรู้ทางวิชาการ หรือแนวคิดหรือหลักทฤษฎีที่ใช้ในการดำเนินการ
Q fever เกิดจาก Coxiella burnetii เป็น obligate intracellular แบคทีเรีย ในวงศ์ Legionellalesชั้น Gammaproteobacteria สัตว์เคี้ยวเอื้องโดยเฉพาะ วัว แพะ แกะ เป็นแหล่งรังโรคที่สำคัญของเชื้อดังกล่าว และพบว่าสัตว์ที่ติดเชื้อจะขับ pathogen ทาง รก สิ่งคัดหลั่งจากทางระบบสืบพันธุ์ อุจจาระ และ นม  แม้ว่าสัตว์ที่ติดเชื้อจะไม่แสดงอาการ (asymptomatic) แต่สัตว์ที่ติดเชื้อจะแท้งลูกในระยะท้ายของการตั้งท้อง ตายคลอด ลูกเกิดมาแล้วอ่อนแอ แม้ว่าสามารถพบเชื้อได้ที่รกแต่เชื้อทำให้เกิดพยาธิสภาพเล็กน้อยที่ cotyledon เท่านั้นและแทบจะไม่พบเชลล์ อักเสบเกิดขึ้นที่ อวัยวะดังกล่าว ทำให้ยากต่อการตรวจจากการใช้จุลพยาธิวิทยาเพียงอย่างเดียว ซึ่งอาจจะอธิบายได้ว่าทำไมสัตว์ที่ติดเชื้อถึงมักจะไม่แสดงอาการ ซึ่งทำให้สัตว์ที่ติดเชื้อดังกล่าวสามารถแพร่เชื้อไปยังสัตว์ตัวอื่น รวมทั้งคนสามารถติดเชื้อดังกล่าวได้ด้วยเช่นกัน ทำให้เกิดอาการ ปอดบวม ตับอักเสบ ลักษณะอาการที่แสดงออกคล้ายคนเป็นหวัด (influenza-like symptom) ปวดหัว ทำให้ในระยะหลายๆปีที่ผ่านมามีความพยายามเพื่อหาวิธีการเพื่อวินิจจฉัยโรคดังกล่าวอย่างมาก และจากการศึกษาทางด้านโปรตีนวิทยาพบว่า โปรตีนที่ถูกแสดงออกดังต่อไปนี้ เช่น hsp60, Com-1, RecA, EF-TU, OmpA และ F-tsZ สามารถกระตุ้นให้ร่างกายของหนูทดลองสร้าง antibody ตอบสนองได้ นอกจากนี้ยังพบว่าเมมเบรนโปรตีนขนาด 27-kDa สามารถให้ผลบวกจากการทดลองโดย western blotting เทคนิค ซึ่งบ่งชี้ว่า โปรตีนดังกล่าวสามารถกระตุ้นการตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันได้ และจากการทดลองของ Sekeyova et al. (2009) เพื่อที่จะหา diagnostic antigen ของเชื้อ Coxiella burnetiid พบว่า Com1 ให้ผลบวก (reaction) กับ ซีรัมของผู้ป่วยที่ติดเชื้อดังกล่าว ทำให้ทราบว่า โปรตีนดังกล่าวมีคุณสมบัติเป็น strong antigen ได้ และอาจนำมาซึ่งการวินิจฉัยโรคโดยเทคนิค iELISA และอาจก่อให้เกิดการการพัฒนาวัคซีนตามมา 
ซึ่งธรรมชาติของการเกิดโรคในสัตว์เคี้ยวเอื้องจะตรงกับการเกิดโรคเยื่อหุ้มหัวใจอักเสบในคนเพราะอยู่ในระยะเรื้อรัง นอกจากนี้ พบว่าการใช้โปรตีนสังเคราะห์เพื่อผลิต primary antibody เพื่อวินิจฉัยโรค postweaning multisystemic wasting syndrome ในสุกรโดยใช้ในเทคนิค IHC นั้นให้ผลที่ดีสามารถทดแทน native protein ได้ และใช้โปรตีนสังเคราะห์ในการกระตุ้นภูมิคุ้มกันของไก่ จาก M2 protein ซึ่งปัจจุบันการใช้ โปรตีนสังเคราะห์เพื่อผลิต แอนติบอดี้มีการใช้มาก เช่น ในกรณีของการผลิต primary antibody ของ prion protein เพื่อใช้เป็นการค้า เพื่อเป็นการลดอุบัติการณ์ของโรคQ fever ทั้งในคนและในสัตว์ จึงมีความจำเป็นที่ต้องพัฒนาการวินิจฉัยโรคชนิดนี้ และในการพัฒนาเทคนิคดังกล่าวผู้ทำการทดลองจะต้องคำนึงถึงความปลอดภัยเช่นกัน ดังนั้นการใช้โปรตีนสังเคราะห์จึงเป็นอีกหนึ่งทางเลือกในการพัฒนาเทคนิคการวินิจฉัยในงานทางด้านพยาธิวิทยาสาขา immunohistochemistry

5. วิธีการหรือขั้นตอนการศึกษา
1. เตรียมโปรตีนสังเคราะห์ โดยสายนิวคลีโอไทด์ที่ถูกแปลงรหัสและถอดรหัสเป็นโปรตีนที่ทำการทดสอบแล้วจากห้องปฏิบัติการ (characterize) และมีใน Genebank นำมาหา antigenicity โดยโปรแกรมทาง bioinformatic

2. ผลิตแอนติซีรัมจากกระต่ายและหาความจำเพาะของ primary antibody ดังกล่าว จาก
immunoblotting technique

3. ทดสอบความใช้ได้ของวิธี IHC เปรียบเทียบกับ ISH

4. ทดสอบวิธี IHC กับตัวอย่างรกของสัตว์ จำนวน 250 ตัวอย่าง จากทั่วประเทศที่นำมาตรวจโรคในโครงการ สำรวจโรค Q fever

6. ผู้ร่วมดำเนินการ 
1. นางสาวฐิติกานต์ 
จิรกิตติสุนทร
สัดส่วนผลงาน 60%
2. นางนวพร 

วัดเดลล์

สัดส่วนผลงาน 30%
3. นางสาวภัทริน

โอภาสชัยทัตต์
สัดส่วนผลงาน 5%
4. นายเจษฎา

รัตโณภาส
สัดส่วนผลงาน 5% 
7. ระบุรายละเอียดเฉพาะงานในส่วนที่ผู้ขอรับการประเมินเป็นผู้ปฏิบัติ
1. เก็บรวบรวมข้อมูล


10 %

2. ทดลอง



10 %
3. วิเคราะห์ข้อมูล


5 %

4. สรุปและรายงาน


5 %
8. ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ
1. สามารนำลำดับของกรดอะมิโน ที่ค้นพบจดสิทธิบัตรได้
2. ผลิต primary antibody เพื่อการวินิจฉัยโรค Q fever ทั้งในคนและสัตว์
3. สามารถพัฒนาเทคนิค IHC เพื่อการวินิจฉัยโรคในสัตว์เคี้ยวเอื้อง
4. เป็นข้อมูลพื้นฐานที่สำคัญในการพัฒนาชุดทดสอบ iELISA เพื่อการวินิจฉัยทางซีรัมวิทยา
5. สามารถพัฒนาวัคซีนของโรค Q fever

6. ส่งเสริมการกำจัดโรค zoonosis

9.ระบุผลสำเร็จของงาน หรือผลการศึกษา 
-
10. ความยุ่งยากในการดำเนินการ/ปัญหา/อุปสรรค
แอนติบอดีจับกับแอนติเจนเพียง 1 ตำแหน่ง ทำให้มีความเสี่ยงที่จะทำให้เกิดผลลบ จึงต้องทำการคัดเลือกโปรตีนสังเคราะห์จากตำแหน่งที่มั่นใจได้ว่าเป็นตำแหน่งที่เป็นตัวแทนที่ดีและมีคุณสมบัติของการเป็น immunogenicity ที่สูง
11. การนำไปใช้ประโยชน์ หรือคาดว่าจะนำไปใช้ประโยชน์
1. มี primary antibody ไว้ใช้สำหรับการวินิจฉัยโรค Q fever ด้วยวิธี IHC ในตัวอย่างเนื้อเยื่อดองฟอร์มาลิน
2. ส่งเสริมการกำจัดโรค zoonosis

ผู้ใช้ประโยชน์จากงานวิจัย
1. สถาบันสุขภาพสัตว์แห่งชาติ และศูนย์วิจัยและพัฒนาการสัตว์แพทย์ทั้ง 7 แห่ง
2. สำนักควบคุมป้องกันและบำบัดโรคสัตว์
3. นายสัตวแพทย์ในท้องที่
4. เกษตรกรผู้เลี้ยงสัตว์
5. หน่วยงานอื่นๆที่เกี่ยวข้อง
ขอรับรองว่าผลงานดังกล่าวข้างต้นเป็นความจริงทุกประการ
ลงชื่อ…………………………………………………..

     








 (นางนวพร วัดเดลล์)

                      ผู้เสนอผลงาน
..….…..…./…………….……….../….……….
ขอรับรองว่าสัดส่วนหรือลักษณะงานในการดำเนินการของผู้เสนอข้างต้นถูกต้องตรงกับความจริง
ทุกประการ
       ลงชื่อ……………………………………


    ลงชื่อ……………………………….….

     (นางสาวฐิติกานต์ จิรกิตติสุนทร)


    (นางสาวภัทริน   โอภาสชัยทัตต์)

ตำแหน่ง นักวิทยาศาสตร์การแพทย์ปฏิบัติการ
       ตำแหน่ง นายสัตวแพทย์ชำนาญการพิเศษ       

 ผู้ร่วมดำเนินการ





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



…………../…………………../…………

ลงชื่อ……………………………………




     (นายเจษฎา รัตโณภาส)
ตำแหน่ง นายสัตวแพทย์ชำนาญการพิเศษ       
ผู้ร่วมดำเนินการ
……………./……………………/…………..




ได้ตรวจสอบแล้วขอรับรองว่าผลงานดังกล่าวข้างต้นถูกต้องตรงกับความเป็นจริงทุกประการ
ลงชื่อ……………………………………

    
 
      ลงชื่อ…………………………………..
    (นายเจษฎา รัตโณภาส)




(นายเชาวฤทธิ์ บุญมาทิต)

ตำแหน่ง หัวหน้ากลุ่มพยาธิวิทยา



  ตำแหน่ง ผู้อำนวยการสถาบันสุขภาพสัตว์แห่งชาติ


……………./……………………/…………..      


        …………/…………………../………...

เอกสารหมายเลข 4

ข้อเสนอแนวคิด/วิธีการ เพื่อพัฒนางานหรือปรับปรุงให้มีประสิทธิภาพมากขึ้น
ชื่อ นางนวพร วัดเดลล์

เพื่อประกอบการขอรับเงินประจำตำแหน่ง นายสัตวแพทย์ชำนาญการ (วิชาชีพ)     ตำแหน่งเลขที่ 798

สำนัก/กอง  สถาบันสุขภาพสัตว์แห่งชาติ
เรื่อง การผลิตโปรตีนลูกผสม p24 ของเชื้อไวรัสมะเร็งเม็ดเลือดขาวในโคด้วย Escherichia coli
 
หลักการและเหตุผล
ไวรัสมะเร็งเม็ดเลือดขาวในโค (Bovine Leukemia Virus: BLV) ก่อให้เกิดความสูญเสียทางเศรษฐกิจแก่การผลิตโค ดังนั้นการตรวจหาตัวที่ติดเชื้อและคัดออกจากฝูงสามารถลดการแพร่กระจายของไวรัส นอกจาก envelope glycoprotein พบว่า capsid protein, p24 มีคุณสมบัติเป็นแอนติเจน จึงมีรายงานการผลิต recombinant p24 protein (rp24) เพื่อการตรวจโรคโดยเทคนิคทางซีรัมวิทยา  อย่างไรก็ตามมีรายงานการผลิตโปรตีนลูกผสมชนิดนี้จำนวนน้อย ดังนั้นจุดประสงค์ของการศึกษาครั้งนี้คือการผลิตโปรตีนลูกผสม p24 โดยใช้ prokaryotic expression system เพื่อใช้สำหรับตรวจโรคโดยเทคนิคทางซีรัมวิทยา

 บทวิเคราะห์ / แนวคิด ทางด้านวิชาการ
โรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวในโคเกิดจากเชื้อ Bovine Leukemia Virus (BLV) ซึ่งเมื่อสัตว์ได้รับเชื้อจะทำให้สัตว์ติดเชื้อตลอดชีวิต (Blagitz et al., 2017) โดยเชื้อชนิดนี้จะฝังตัวเข้าไปในลำดับพันธุกรรมของสัตว์ที่ได้รับเชื้อและแพร่กระจายให้ตัวอื่นในฝูงได้โดยการติดต่อทางเลือด เช่น การใช้เข็มฉีดยาร่วมกัน หรือทางนมน้ำเหลือง ดังนั้นการตรวจหาตัวที่ติดเชื้อในฝูงเพื่อนำมาตรการแยกและกำจัดโรคมาใช้จะสามารถช่วยลดการระบาดของไวรัสในฝูงลงได้ โดยวิธีการตรวจทางซีรัมวิทยาหาแอนติบอดีในฝูง เช่นวิธี ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) เป็นวิธีที่ได้รับการแนะนำจากองค์กรโรคระบาดสัตว์ระหว่างประเทศ หรือ OIE 

โปรตีน p24 ซึ่งเป็น structural protein ของเชื้อ BLV ที่มีความเป็น immunogen และเป็นตำแหน่งที่แอนติบอดีสามารถจับได้มากที่สุด จึงถูกนำมาใช้ในเทคนิค ELISA เพื่อตรวจหาแอนติบอดีสำหรับยืนยันการติดเชื้อ   (Larsen et al., 2017) อย่างไรก็ตามปัจจุบันการศึกษาเกี่ยวกับวิธีการตรวจโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวทางซีรัมวิทยายังมีจำกัด อีกทั้งการผลิตโปรตีนลูกผสมของเชื้อไวรัสจากเซลล์แบคทีเรีย เช่น E. coli  เพื่อนำมาใช้ประโยชน์ในการตรวจหาแอนติบอดีเริ่มมีการศึกษาวิจัยแพร่หลายขึ้น (Bai et al., 2018)  เนื่องจากเป็นระบบที่ไม่ยุ่งยาก และให้ผลผลิตในเวลาไม่นาน ดังนั้นถ้ามีการผลิตโปรตีนลูกผสม p24 ของเชื้อ BLV ได้ จะสามารถนำมาใช้เป็นแอนติเจนในการผลิตชุดทดสอบ ELISA ต่อโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวในโคในอนาคตในห้องปฏิบัติการของกรมปศุสัตว์ได้
ข้อเสนอ 
ในการดำเนินการให้ประสบผลสำเร็จนั้น ต้องมีขั้นตอนการวางแผนงานที่ละเอียดและรัดกุมดังนี้

1. ศึกษาตำแหน่งลำดับพันธุกรรมที่สามารถแสดงออกไปเป็นโปรตีน p24 จาก GenBank และทำการเพิ่มจำนวนลำดับพันธุกรรมนั้นด้วยวิธี Polymerase chain reaction (PCR) โดยเลือกใช้ไพร์เมอร์ forward primer คือ 5’-CCAGGATCCTGGGCACTCCGAGAATTACAAGATATT-3’ และ reverse primer คือ 5’- CATAAGCTTACAAGCCTGCAGTTTTTGTCCCAC -3’ที่สามารถจับและทำการเพิ่มจำนวนลำดับพันธุกรรมที่แสดงออกไปเป็นโปรตีน p24 จากการตรวจดูโดยใช้โปรแกรม snapGene viewer และ https://blast.ncbi.nlm.nih.gov 
2. ทำการต่อ (ligation) สารพันธุกรรมที่ได้เข้าสู่พลาสมิดและทำการโคลน (clone) เพื่อเพิ่มจำนวน

3. ทำการตัดสารพันธุกรรมโดยเอนไซม์ตัดจำเพาะ (Restriction enzyme) 
4. ทำการโคลนเข้าสู่ expression vector และ transform เข้าสู่ E. coli BL21 เพื่อทำการแสดงออก (express) ของโปรตีนลูกผสม
5. ทำการแยกโปรตีนลูกผสมที่ได้ให้บริสุทธิ์ (Purification) ด้วยวิธี sonication และภายใต้ภาวะ denature
6. นำโปรตีนลูกผสมที่ได้ไปตรวจสอบยืนยันน้ำหนักโมเลกุลและความเป็นแอนติเจนด้วยวิธี SDS-PAGE, Western blot และ ELISA ตามลำดับ สำหรับวิธี Western blot ใช้ His-Tag Monoclonal Antibody ซึ่งเป็นแอนติบอดีที่จำเพาะต่อ marker ของโปรตีนลูกผสม p24 ที่ผลิตได้ และใช้ซีรัมที่มีผลบวกต่อ BLV จากการตรวจโดย ELISA commercial test kit ต่อ glycoprotein 51 ซึ่งเป็นโปรตีนที่สัตว์ติดเชื้อจะสร้างแอนติบอดีต่อตำแหน่งนี้เช่นเดียวกันกับ p24 ในการทดสอบวิธี Western blot และสำหรับวิธี ELISA ใช้ตัวอย่างซีรัมบวกและลบต่อ BLV จากการตรวจโดย ELISA commercial test kit ชุดเดิม อย่างละ 40 ตัวอย่าง เพื่อใช้เป็นการศึกษาเบื้องต้น (Preliminary study) สำหรับการศึกษาต่อไปในการตรวจสอบความใช้ได้ของชุดทดสอบ 
 
  ผลที่คาดว่าจะได้รับ
ได้ผลผลิตของโปรตีนลูกผสม p24 ของเชื้อ BLV เพื่อพร้อมใช้เป็นแอนติเจนในงานทดสอบเชื้อทางซีรัมวิทยา 

  ตัวชี้วัดความสำเร็จ
สถาบันสุขภาพสัตว์แห่งชาติและห้องปฏิบัติการต่างๆมีโปรตีนที่สามารถใช้ต่อยอดเป็นการผลิตชุดทดสอบต่อโรค BLV เพื่อใช้ในการตรวจวินิจฉัยโรคต่อไปได้
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