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Fowl cholera is an infectious disease affecting poultry and is caused by
Pasteurella multocida. The search for vaccine candidates against fowl cholera, most
attention has been focused on outer membrane proteins, which are considered as
immunodominant antigens. The objective of the work described in this report was to
develop a subunit vaccine against P. multocida based on OMPs that are incorporated in
lipid-based multimeric vehicles. OMPs from P. multocida serotype A:1 strain NIAH
DU1551/97 were isolated and then characterized by using SDS-PAGE analysis. The
OMPs were solubilized in non-ionic detergent or associated in virosomes made from
Newcastle disease (ND) virus, and immunostimulating complexes (ISCOMs). A detailed
study of physicochemical characteristics of ND-virosomes and ISCOMs containing
OMPs were described. To evaluate the formulations as possible vaccine, their potency
was evaluated in ICR mice. SDS-PAGE analysis revealed that OMP fraction contained
eleven proteins that range in size from 30 to 80 kDa. The most prominent bands were
30, 33, and 45 kDa. ND-virosomes and ISCOMs, which are associated by OMP fraction,
showed an average diameter of 180 and 30 nm, respectively. OMPs incorporated in the
ND-virosomal membrane inhibited the capability of virosomes to agglutinate chicken red
blood cells. Animals were challenged after two immunizations. All vaccines fully
protected mice against a low dose challenge. In the case of a high dose challenge,
micellar OMPs provided 80% protection, whereas OMPs incorporated in virosomes or
ISCOMs gave 100% protection, which is comparable to that of inactivated whole cell
vaccines. In conclusion, antigen loaded virosomes and ISCOMs are potential pasteurella
subunit vaccines.
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บทคัดยอ

รหัสโครงการ: BGJ4680021
ชื่อโครงการ: คุณสมบัติการเปนแอนติเจนของโปรตีนเมมเบรนผิวนอกของเชื้อ พาสเจอเรลลา

มัลโตซิดา โดยใชเปลือกหุมไวรัสนิวคาสเซิลเปนระบบนําสงวัคซีน
ชื่อนักวิจัย: ศ.ดร.สมพล  ประคองพันธ  และ  นายอรรถชัย  หอมหวล

ภาควิชาเภสัชกรรม คณะเภสัชศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดล
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อหิวาตสัตวปกเปนโรคติดเชื้อที่สงผลกระทบตอเกษตรกรรมการเลี้ยงสัตวปก ซ่ึงเกิด
จากเชื้อแบคทีเรีย พาสเจอเรลลา มัลโตซิดา  การวิจัยคนหาวัคซีนเพ่ือตอตานโรคอหิวาต
สัตวปก โดยมากมุงเนนไปที่โปรตีนผิวนอกของเชื้อแบคทีเรีย ซ่ึงพบวาเปนแอนติเจนกระตุน
ภูมิคุมกันที่สําคัญของโรคนี้  วัตถุประสงคของงานวิจัยฉบับน้ี คือเพ่ือพัฒนาวัคซีนหนวยยอย
ตอตานเชื้อ พาสเจอเรลลา มัลโตซิดา โดยใชโปรตีนผิวนอกของเชื้อแบคทีเรียที่นํามาผสมรวม
อยูในระบบนําสงแอนติเจนหลายหนวยแอนติเจนพรอมกันในสารสื่อนําชนิดไขมัน  โปรตีนผิว
นอกของเชื้อ พาสเจอเรลลา มัลโตซิดา ซีโรทัยป เอ:หน่ึง เสตรน NIAH DU1551/97 ถูกนํามา
สกัดแยก และศึกษาแถบโปรตีนองคประกอบดวยเทคนิคเจลอิเลคโตรโฟเรซิส  สูตรตํารับวัคซีน
ที่ศึกษาไดแก โปรตีนผิวนอกที่ถูกละลายในสารลดแรงตึงผิวชนิดไมมีประจุ, โปรตีนผิวนอกที่
สอดแทรกตัวอยูในไวโรโซมที่เตรียมจากไวรัสกอโรคนิวคาสเซิล และ โปรตีนผิวนอกที่ผสมอยูใน
อนุภาคสารประกอบเชิงซอนที่มีฤทธิ์กระตุนภูมิคุมกัน (อิสคอม)  ในรายงานการศึกษาฉบับน้ีได
อธิบายคุณสมบัติทางเคมี-กายภาพของสูตรตํารับวัคซีนที่เตรียมขึ้น  และ ประเมินประสิทธิภาพ
ของสูตรวัคซีนในหนูสายพันธุ ICR  การวิเคราะหดวยเทคนิคเจลอิเลคโตรโฟเรซิส พบวาสวน
สกัดโปรตีนผิวนอกมีแถบโปรตีนรวม 11 แถบที่มีนํ้าหนักโมเลกุลระหวาง 30 ถึง 80 กิโลดัลตอน
เปนองคประกอบอยู โดยแถบโปรตีนเขมอยูที่นํ้าหนักโมเลกุล 30, 33 และ 45 กิโลดัลตอน ไวโร
โซมและอิสคอมที่มีโปรตีนผิวนอกสอดผสมอยูมีขนาดเสนผานศูนยกลาง 180 และ 30 นาโน
เมตร ตามลําดับ การสอดผสมโปรตีนผิวนอกกับไวโรโซมมีผลยับยั้งการตกกลุมเม็ดเลือดแดง
ของไวโรโซม หนูทดลองจะไดรับพิษทับหลังการใหวัคซีนซ้ําสองครั้ง ในกรณีการใหพิษทับใน
ขนาดต่ําพบวาวัคซีนทุกสูตรตํารับใหผลการคุมครองโรคได 100% ในกรณีการใหพิษทับใน
ขนาดสูงพบวาสูตรโปรตีนผิวนอกในรูปไมเซลลใหผลคุมครองโรค 80% ในขณะที่สูตรตํารับไวโร
โซม และ อิสคอม ซ่ึงมีโปรตีนผิวนอกผสมรวมอยูใหความคุมครองโรค 100% เชนเดียวกันกับ
วัคซีนชนิดเชื้อตายทั้งตัว สรุปไดวาโปรตีนแอนติเจนที่บรรจุในไวโรโซม และ อิสคอม มีศักยภาพ
ตอการพัฒนาวัคซีนหนวยยอยปองกันโรคพาสเจอเรลลา
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