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Newcastle disease is a fatal viral disease which is highly contagious that
affects most species of birds and is a major economic threat in the poultry
industry. Both the HN and F glycoproteins of Newcastle disease virus (NDV)
are essential for pathogenicity and virus infectivity. Though vaccines are
available for the control of the disease but the vaccine with more efficacies is
still required. The third generation vaccines, which include DNA vaccine,

have the potential to be safer and more efficacious.

In this study, DNA vaccines developed successfully by using the HN and F
genes from a Malaysian viscerotropic velogenic AF2240 NDV strain into the

pIRES bicistronic mammalian expression vector separately and combined.



Three recombinant plasmids were constructed with the Kozak translation

initiation sequences, namely, pIRES/HN, pIRES/F and pIRES/HN/F.

The HN and F genes in the pIRES vector has been expressed and tested
successfully using the indirect immunofluorescence (lIF) test and Western
blotting in the Vero cell line (in vitro). The results of IIF showed that all the
DNA-transfected cells exhibited bright cytoplasmic fluorescence, indicating
both the F and HN proteins were successfully expressed in the mammalian
cell line. Also, Western blotting results revealed the expected bands of size

approximately 74kDa, 55 kDa and 12 kDa for HN, F1 and F2, respectively.

In vivo experiment | showed that single vaccination with the plasmid DNA
(PDNA) was not sufficient to induce antibody titer in specific pathogen free
(SPF) chickens. Whereas, single pDNA vaccination and boosted by killed
vaccine, showed a significant difference in ELISA antibody levels (p<0.05)
elicited by either monocistronic (pIRES/HN + pIRES/F) or bicistronic
(PIRES/HN/F) plasmids at one week post booster, compared with the killed
vaccine alone. However, the HI titer was not significant higher (p>0.05) in
vaccinated chickens with pIRES/HN/F and pIRES/HN+pIRES/F which
boosted with killed vaccine at one week post booster compared with
vaccinated chicken with killed vaccine alone. Overall, it was concluded that
the recombinant pDNA vaccine can be used to increase the efficacy of the

killed vaccine immunization procedure.

In vivo experiment Il showed that twice vaccination with pDNA was able to

elicit significant antibody titers (p< 0.05) by either monocistronic or bicistronic



plasmid, after one week of second pDNA vaccination (booster). The results
proposed that DNA immunization of chickens at second vaccination had
enhanced the antibody response successfully. As a result, the findings of the
present study well demonstrated that vaccination with the co-expression
plasmid pIRES/HN/F can induce a stronger antibody response than

vaccination with pIRES/HN or pIRES/F alone.

In ovo vaccination with 10 uyg pDNA/egg was not sufficient to induce
production of antibody in SPF chickens. However, in ovo vaccination with 40
Mg pDNA/egg induced high levels of antibody titer (p<0.05) in SPF chickens
at four weeks post vaccination. The findings also showed that vaccination
with 40 pg pDNA/egg able to confer protection against ND in two out of
seven SPF chickens. Although, the chickens produced antibody titres three
weeks post in ovo vaccination, it was not sufficient to protect the chickens
from lethal viral challenge. However, vaccination with pDNA/Dextran-
spermine complex did not induce high antibody titer compared with naked
pDNA. In conclusion, DNA vaccination with pIRES/HN/F is suitable for in vivo

application but not encourage for in ovo use.

More studies are required to investigate how to increase the efficacy of the

constructed recombinant pDNA vaccines.
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Penyakit Newcastle adalah sejenis penyakit disebabkan virus yang boleh
membawa maut di mana ianya sangat mudah menular yang menjejaskan
kebanyakan spesis burung dan adalah satu ancaman utama dalam industri
penternakan ayam. Kedua-dua glikoprotein HN dan F pada virus penyakit
Newcastle adalah penting untuk kepatogenan dan kejangkitan virus.
Walaupun terdapat vaksin sedia ada untuk mengawal penyakit tersebut,
vaksin yang lebih berkesan masih diperlukan. Vaksin-vaksin generasi ketiga,
termasuk vaksin DNA, mempunyai keupayaan untuk menjadi lebih selamat

dan berkesan.
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Di dalam kajian ini, vaksin-vaksin DNA telah dibangunkan dengan jayanya
menggunakan gen HN dan F daripada strain NDV viserotropik velogenik
AF2240 dari Malaysia ke dalam bahagian pIRES bisistronik vektor
pengekspresan mamalia secara berasingan dan bergabung. Tiga plasmid
rekombinan telah dibuat dengan translasi jujukan permulaan Kozak, seperti,

pIRES/HN, pIRES/F dan pIRES/HN/F.

Gen-gen HN dan F di dalam vektor pIRES telah berjaya dizahirkan dan diuji
menggunakan ujian imunopendarfluor tidak langsung (IIF) dan pemendapan
Western dalam jujukan sel Vero (in vitro). Keputusan daripada IIF
menunjukkan bahawa semua sel-sel ditransfeksi-DNA mempamerkan
pendarfluor sitoplasma yang bercahaya, menunjukkan bahawa kedua-dua
protein F dan HN telah berjaya dizahirkan dalam jujukan sel mamalia
tersebut. Malah, keputusan pemendapan Western menggambarkan jalur
yang dijangkakan bersaiz lebih kurang 74kDa, 55 kDa dan 12 kDa untuk HN,

F1 dan F2 masing-masing.

Eksperimen | in vivo, menunjukkan pemvaksinan satu kali dengan plasmid
DNA (pDNA) tidak mencukupi untuk memulakan titer antibodi dalam ayam
bebas penyakit khusus (SPF). Walau bagaimana pun, pemvaksinan satu kali
dengan vaksin pDNA dan digalakkan dengan menggunakan vaksin terbunuh,
menunjukkan perbezaan yang ketara dalam tahap antibodi ELISA (P<0.05),
yang dibangkitkan sama ada oleh plasmid-plasmid monosistronik (pIRES/HN
+ pIRES/F) atau bisistronik (pIRES/HN/F) pada satu minggu selepas

penggalakkan, berbanding dengan vaksin terbunuh sahaja. Walau
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bagaimana pun, titer HI tidak tinggi secara ketara (p>0.05) dalam ayam-
ayam yang telah divaksinasi dengan pIRES/HN/F dan pIRES/HN+pIRES/F
yang telah digalakkan dengan vaksin terbunuh pada minggu pertama
selepas penggalakan berbanding dengan ayam yang divaksinasi dengan
vaksin terbunuh sahaja. Oleh itu, boleh diputuskan bahawa vaksin pDNA
boleh digunakan untuk meningkatkan keupayaan prosedur imunisasi vaksin

terbunuh tersebut.

Eksperimen Il in vivo, menunjukkan vaksinasi dua kali dengan pDNA
berupaya membangkitkan titer antibodi yang ketara (P< 0.05) sama ada oleh
plasmid monosistronik atau bisistronik, selepas satu minggu pemvaksinan
kedua pDNA kedua (penggalak). Keputusan-keputusan mencadangkan
bahawa imunisasi DNA terhadap ayam-ayam pada vaksinasi kedua telah
meningkatkan tindak balas antibodi dengan jayanya. Sebagai
kesimpulannnya, keputusan-keputusan kajian ini dengan jelas menunjukkan
bahawa vaksinasi dengan plasmid ekspresi-bersama pIRES/HN/F boleh
mencetuskan tindak balas antibodi yang lebih kuat berbanding vaksinasi

dengan pIRES/HN atau pIRES/F sahaja.

Vaksinasi in ovo dengan 10 pg pDNAf/telur tidak mencukupi untuk
mencetuskan antibodi dalam ayam-ayam SPF. Walau bagaimana pun,
vaksinasi in ovo dengan 40 ug pDNA/telur mencetuskan tahap titer antibodi
yang tinggi (P<0.05) pada minggu keempat selepas vaksinasi. Hasil
penemuan juga menunjukkan bahawa vaksinasi dengan 40 ug pDNA/telur

berupaya untuk mewujudkan perlindungan terhadap ND dalam dua daripada



tujuh ayam-ayam SPF. Walaupun ayam-ayam tersebut menghasilkan titer
antibodi selepas tiga minggu vaksinasi in ovo, ianya masih tidak mencukupi
untuk melindungi ayam-ayam tersebut daripada cabaran virus maut. Walau
bagaimana pun, vaksinasi dengan pDNA/Dekstran-spermin tidak berupaya
untuk mencetuskan titer antibodi yang tinggi berbanding pDNA terdedah.
Sebagai kesimpulannya, vaksinasi DNA dengan pIRES/HN/F adalah sesuai
digunakan dalam aplikasi in vivo tetapi tidak digalakkan bagi penggunaan in

0oVvO.

Lebih banyak kajian diperlukan bagi menyelidik bagaimana untuk

meningkatkan keberkesanan vaksin rekombinan pDNA yang telah dibina.
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