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RI NC KASAN 

Vi rus Ilu burllng 11 SN I Illl.!l"u pnkan vinl '" 1..00110sis ya ng dikh:I\\(lti rkall menj acl i 
pl.' l l~cbab pan<k'mi pl.'lI~ak i l inlluelll<1 ya ng haru (k nga n korban ~all g lingg i, Ini 
di scbabknn olC'h 5il:1I pat ogcJ1i s i ta~ v iru ~ ~an g linggi ketika Illl.!ngi nli:ksi inang, 
I rall S lll i s i l1~ a yang aerosol dan kem<lmpuan mdakukan Ill ll tasi ~ an g 1llt'lll ungkink:1tl 
timhuln ya sublipe bani pada populasi yang IllI/\'e, Bcl um ada bukli bah\" 1 virus Flu 
Buru ng ini Iclah Illcllginfe ksi <lnlar manll sia, schingga pengcndalian pada hC\\ <ln lcbih 
di utamakan , Salah saUl upaya lIntuk mencegah kcjad ian tersebu l ada lah Ilh.:lal ui program 
\ak~ i na s i. Kcsiapsiagaan lcrhadap al1 caman pandl.!mi di\\uj udkan dCllgan Illemhual J an 
I1lcn~ iapkall seed \ :Ik ... in tl..' rhadap virw, 1111 burllng II SN I , Sclain ilU, \ (, 11 ~ '(I\{/i' di l t'(/I (' 

I N !) ) Illcrupabn pt'n)'lki t strateg is ) <l ng 11h'llilllb ll Jkml kcru gi<l n YHn g lingg i pad 'l 
I.!klltlll!l1i pclern akan unggas, Scluma ini vaksinHsi puda unggas yang dihlkllka n bersil ;ll 
I1HlII(I\ :llen, seh ingga mengakibakan biaya opcrasionn l pctemukutl ) ang linggi, karcna 
hanls rn elakll knn vnksinnsi dUH mm:am penyak il D1!ngan dem ik ian, so lu ~ j yang c1l:ktif 
S~l a l ini adnlah pcrhaik:m pcrbai kan konslruk,j dari Ill onovak'n nlo.;:nj:ld i hi-lfi \ah:l1 , 

Va ksi n konvension:ll 115"1 ~ all g ada 1lH..'nlp:lkan ')cl:d \ aksin ~ ang hl.'rasal da ri \ iru~ I' ILI 
Hurling. ~ Hllg "i,l!."~I ' JlII,It(J,I!.I..'lIic m'i(ill i ll{lIl£,IJ::O (11 1',\1), ~'I e lode ~ a ng hi');! d igunakan 
adalah rncJalui penggunaan teknologi rnene gel/elic dala rn menghasil kan ,\(!t,d vaksin 
lI:rhadap virus H5N I , ~ :lng bcrs i l~1I Iuu' {Jllfhogell ic , Sclanjulnya d igablltlgkan dCllgan 
bagian virus NO ~ an g imunogenik pada virus Il u lersebili. 

Salah sal u Ilh:! tldl.! dalum pcnggabullgan kc dlla \ irll s Ilu hurli ng d,1Il , I) - ~ang 

... "al ini dikembangkan acb lnh ICknologi kllfJck(llll (1\.0 ), Metode ini lllerUpakall ~ lIa l u 

llh:l(lt! l' ~ ang di r:l11l.:ang unl uk mengha :. i I kan ~ l'l'J \ aksin dengan fenol ip~~ ~ ,l1lg d iranc<lll g 
di a\\a l dan memi lik i \ alcnsi Icbih d<lri saw , I ahapa n awa l dalam mcnghasilkan sccd 
\ ak:- in dCll gall Ill clock KO adalah pcmbcnlllkan plasmid KO, ) ang Il'nliri dari : ( I ) 
I:Ihapa n pcnghilangHIl OR I' (open rellt/illgj;'(IIII(,) dan UW lall pen~alldi dari g.cn PIJ:! virll" 
inll lll.!nza yang di g.ul1 akan :-l:bl.lg.ai hock/nul(' \ i r l1 ~ KO: (2) tahapan di gL:~ li ~ l' n PIJ2 tb ll 
g.CIl i lJl'erl (dal am hal ini gcn 1-1 .1-\ viru:- llu hUrlmg 11 5N 1 ~crta l1'agmcn gl' ll I d:II'i vinl\ 
NJ) i"o lal lndoncsiil. unlllk mcnghasil kan prol l.'in Pl' rlllll kan n l-IA d<lll >.J [) !lL: haga i an tige ll 
!'('I.'d \aksi n) olch I.'nl. il1'1 r~slrik s i : (3) inscrsi dati li gasi scgmen gCI1 insert ~ illl g akan 
dil'k"p rcsikan pada g.cn PB2 dan plasmid eksprcsi vRNA yakni pr oll: (-I ) Ir<l nsfo rm <lsi 
pada baktcri £. coli: ";I.'11a (5) ana l isis bioinfomlalik plns mid KO, 

Gt!1l I-IA ~ al1 g di i ll~l'rs ikan pad:l pl'l1l'l il i,1ll ini adalah gen HA dari \ inl" nu hUrling 
115' I da n fragmcn gl' lI I, dari \ iru s i\ 1J ~ an g d i i ~ola~i dari ungga::. J i InuoI1l.' :-. ia, .i l!!;a 
diil1 "' l.! r~ i kall pad:1 kcr:ll1gkn dnsar \ iru::. Ih l. Gen 11:\ ini tdah di lakukan l1luwgl.'nc~ i s pad a 
IIIIIIIil/{/s;c amillu acid di claerah cleovage sile l1l 1! nj adi 10\1' pa lhogellic (Revia ll), el (I /. , 
:!U 17), sednngkan li'ngmen gen virus NO telah di uji sero logis dan Iilogt'lllika l1lo lckllkr 
II.'rhadap virus NO yilllg berkcmbang di Indonesia, raeln peneJil i:l l1 ini, di lnku bn 
ideillitikasi molekul l'r I l: rhad ~rp \'i rll ~ N I) ~l'ha g ' l i kand idrH set'd \ abill hi\akn un lll k 
lah:lpal1 a\Val dart kc!' ~'ll1rllhan \.llwp 11I.'11 l'iil i:1Il , 

Kala I-..u nci : 1-1 5N I , ,\ ('w('(Islle Disease. T ~knol tlg i Kllockolll , Vaksin 
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1.1 I. a ta !" beluk:lI1g 

BAB I 

I)EN OAH UL UAN 

1
_- - _fLU: 

Pl:ItPUSTAKAAH 
~""""1!.RSIt'AS AJ~ 

11I&AII.t.YA 

Pen)akit \Clcl o alau Ne\l'castle disease (N D) d isebabkan olch galur virul cn dari 

(11'1(111 paromyxovil'lls virllS sel'Olype I (A PMV·l ) yang juga dikl'llal sebaga i vi ru s 

N('\\ caslle di sease. Inlc ks! ol('h \ irus NO ~an g viruk'n dikaitkan d..: nga ll geja la kli n; ... 

Il l'uro logis. pemap:! !'"n. rara lis is. dan morlalil:ls linggi pada ungg: ! ~. h:rmasuk a~am . 

P":Il) akit ND Illcnychabkan kCl'ugian ckollomi ka rcna kcmmian. morbiclitas. retardasi 

pert tl Jllbuhan. dun pellurullan produksi tclur. serta kcrugian yang Icrkai l dcngan rcaksi 

pascH vaksinasi (Xiang (' f al. . 20 17). 

Pcnyak it ND 1I.:1al1 Ill cngukibalk:in kerll gian ya ng sanga t bl.! ~ar dalalll indus!!'i 

un ggas di seluruh dunia. tcrulama di ncgara-n~gam berkernbang t~rm ~l:suk Indonesia 

( \li llL'r e l al .. 2010). Selain ilU. sejak 2003 hingga sam in; unggas Indonesia terser,Ul g 

pl'n."~lkit ban I y<1 ll g khih m~ma1ikal1 clan Illl'lHllnr kcpada manusia ~aill1 \irllS lIl'iall 

inf/II(,II::a (A I) (Nidom l'l al. . 20 12). I·l'ngcndalian kcdua virus tcr~l'hll 1 ~a i 1 l1 \irus ~ I) 

dan J\I dilakuknn m('I<1 lui progrmn vnksinasi. 

Virus ND adal nh virus yang berbcI1111k plco11lorfik dengnn diame1er sekitar 200-

300 nm. Virus ND m~milik i serotip'" wnggal (A PMV-I ) dan mc-mil iki lI kuran genom 

"l'k itar 15.2 kb ~ an g lidal-. wrsegmell ta :-. i. Ill'rlml:li tunggal. genom R' ·\ IIl'glllin'· Il'lIlt' 

~; t11 g 1ll~n)an dil-.an nu kk okapsid proH.'in (N P). rosfop ro!l'in ( P). //Ial rix /1/'(/Il'ill (1-. 1). 

li/ lioll proteill (F). prott'in hCl1lnglutin in-l1l'unimin idase ( !-IN). RNA-de/ lelldell! RNA 

/Jf.) ~\'II1/: /'{Ises alau RdR ps ( L ), serta dua tambahan protein nonstrukl uml. V dan \\'. ~ ang 

dihasilkan nleh pro~c :-. RNA edilillg dari gl'll P (Ganar el (1/ .. 2014: Xiang 1'/ (//.. 201 7) 

Dari "cjumlah prOll'11l Il'r:-.chu t hHnyu prOicin I dan I-I N yang rn"'ll1pull yai r~ ra llall da l:lI 11 

pnl"l'" kekebal ull kmen:l dap,lt mcrangsung pembcntukan un tibodi prOlck!if. Protein F 

tllcrupakun lurge! Ulama rcspon i In un dan mCIl1 i I ik i si fa! i In Il110gen ik ~ [111 g (i nggi «(hoi ('/ 

III.. 10 I 0). 

PCll\aki l t\ D dillilarkan mclalui konwk langsung <kngan lln gga~ ~a n g Icrinfck:.i 

atrlll b ricr. melalui k01Hak dengan sek resi dan ckskresi unggas yung Icrinfeksi. sel1a 

Illdailli udara (Li ('/ III .. 1009). KUilL hew<ln pl'l1gerat. serangga. dan an,iing juga dapM 

bt.'rpl'ran sebagui H'I-.lOr Il1 l'kanik virus ND <Inri (eses ~al1 g Il· rinr~ksi. Vim" ' D mClmpll 
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menginfeksi hampir scmua spesies unggas. haik unggas liar maupull yang sudah 

didornestikasi. Selain rnenginfeksi unggas. infeksi aJami virus NO juga diternukan pada 

babi. domba, dan cerpelai. bahkan ada laporan kasus pada manusia (Yune and Abdela. 

2017). 

Penyakit NO merupakan penyakit yang sangat penting dalam dUllia peternakan 

yang dikategorikan oleh OlE sebagai nOliflable disease. Infeksi virus NO selain dapat 

menyebabkan angka kematian mencapai 100%. juga dapat memberi dampak yang hebat 

bagi sektor ekonomi sehingga menimbulkan terjadinya pembatasan perdagangan 

inlernasional pad a produk unggas dan embargo pada area atau negara yang rnengalam i 

wabah ND (Capua and Alexander, 2009; Cornax el 01 .. 2012). 

OUlbreak dari NO telah dilaporkan diberbagai negara di dunia. seperti Jepang 

(Mase el aI., 2002). Timor Leste (Serrao el af .. 2012). Yordania (Ababneh el al .. 2012). 

Pakistan (Farooq el al .. 2014). India (Nalll and Kumar. 2017). Mesir (Ewies el al .. 2017). 

Isruel (Wiseman el al .. ~o 18), dan juga di Indonesia (Xiao el of .. 2012; Panus el al.. 2015: 

Putri £'1 01 .. 2017). Hal ini memberikan dampak yang besar pada peternakan unggas 

khususnya di negara berkembang. Disisi lain. industri unggas adalah penyumbang utama 

terhadap pasokan pangan global. Oaging unggas dan telur adalah sumber protein hewani 

yang paling ekonomis yang tersedia di seluruh dunia. Pada lahun 2013, Amerika Serikat 

mcndllduki peringkat pel1ama sebagai penghasil daging unggas. Selain itu di Asia. 

Indonesia menduduki peringkat keempat setelah Cina. India. dan Iran (Wahyono and 

Utami. 2018). 

Penyakit A I di Indollesia tcrutama discbahkan olch virus AI sUbtipc HSN I adalah 

penyebab penyakit yang paling merugikan dalam sektor ekonomi. Oleh karena itu, akibat 

dari signifikannya kerugian yang didapat. banyak upaya dan sumber daya diinvestasikan 

dalam pencegahan dan pengendalian terhadap virus ND dan AI (MilicI' el ClI .. 2(15). salah 

satunya adalah progmm vaksinasi. 

Saat ini. bcrbagai vaksin aktif dan inaktif untuk virus NO. serta hanya vaksin 

inak t i f untuk beberapa serotipe virus A I. telah tersed ia untuk digunakan (Kapczynski el 

al .. 2013). Penggunaan vaksin bivalen ditujukan untuk menghasilkan respon antibodi 

terhudap dua antigen yang berbeda dalam satu suntikan. Umumnya vaksin hivalen ini 

memcrlukan sllmber dan proses penyediaan dua buah antigen. Teknologi ini memerlukan 

dun macam biaya yaitu pengadaan antigen untuk vaksin AI dan NO. 
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Kesulitan lain dalam mengembangkan vaksin untuk memberikan h<lsil yang lebih 

baik terkait imunogenisitas. perlindungan silang terhadap galur hcterogcn. biaya yang 

Icbih murah, cakupan yang luas, masa simpan yang lama. dan pengiriman yang efisien. 

Virus AI dan ND merupakan virus RNA yang mudah terjadi peru bah an dan pergeseran 

antigenik dalam gen H dan N dari virus AI. vaksin tersebut dapal kchilangan 

keampuhannya. Masalah ini lerulama menjadi perhatian untuk virus ltighb' palhogenic 

lll'iall ;,?Iluen=a (1-11';\1) (Kawaoka and Neumann. 2012). Vaksin virus NO juga dapal 

menghadapi masalah yang besar yang diakibatkan oleh keragaman gen fusi, yang 

diekspresikan dalam 16 genolipe virus yang berbeda dengan beberapa keragaman 

antigenik (Miller el £II .. 2013). 

Upaya terkini yang bisa dilakukan adalah dengan menggunakan teknologi reverse 

g<'J1elic terulama untuk mengubah sifat ganas dari suatu virus (Nidom el al .. 2017). 

Sedangkan untuk pencrapan efisiensi dalam pembuatan vaksin bivalen dilnkukan melalui 

teknologi knockout (KO) dengan dasar lubuh (hackbone) virus inlluenza, dimana teknik 

ini didesain agar satu virus direkayasa untuk hisa membawa dua (bivalen) atau tiga 

(trivalen) protein antigen (Uraki el al .. 2015). Keuntungan dan kelebihan dari teknologi 

KO ini adalah virus seed vaksin yang dihasilkan dapal sekaligus membawa dua atau tiga 

antigen sekaligus dan dapal digunakan untuk mcnjawab persoalan etisicllsi biaya sena 

waktll. seperti yang dihadnpi pada produksi vaksin secara tradisional (Wong and Webby, 

2013). 

Berdasarkan permasalahan tersebut perlll dilakukan penelitian untuk mengetahui 

tingkat homologi nuklcotida gen penyandi protl.!in F virus NO duri aymn isolat lapang 

dibandingkan dengan virus vaksin lentogenik yang digunakan di Indonesin. mcnganulisis 

hubungan kekerabatan gen penyandi protein F virus NO dari ayam isolat lapang dengan 

virus vaksin lentogenik yang digunakan di Indonesia dan virus ND lainnya pada 

GenBank®. Untuk selnnjutnya. dapat dimanfaatkan sebagai acuan untuk pengembangan 

dasar kandidat seed vaksin bivalen dengan J-15N 1 menggunakan teknologi KO pada 

industri vaksin dalam inovasi produk vaksin yang mampu melawan serangan NO dan 

J-15N I secara lebih efektif. 

1.2 Rumusan Masalnh 

Berdasarkan latm belakang di alas dapat dirumuskan masalah sebagai berikut: 
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I. Berapa tingkat homologi nukleotida gen penyandi protein F virus NO dari ayam isolat 

lapang dibandingkan dengan virus vaksin lentogenik yang digunakan di Indonesia? 

2. Bagaimana hubungan kekerabatan gen penyandi protein F virus ND dari ayam isolat 

lapang dengan virus vaksin lentogenik yang digunakan di Indonesia dan virus NO 

lainnya pada GenBank<lil? 
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Il A Il 2 

Tl N.IA UAN PUSTAKA 

2.1 Sej:l ra h PcnYOlk it .\'ell'efts/le Disease 

-------
.ILIJ[ 

n:uuST~ 

I'Ni' OIH' AS AlI...I..IJt(JdI, 
SURABAYA 

N('lI'cast/e di,\{'aH' (ND) adalah pcnya)..it vir us yang sangat IllCllul:ir dari spcsic, 

unggas. Infeksi NIJ iciah di laporknn dari bcrhagai jClli~ bunmg dcngan bcrbagai lingk:1I 

)..crcn tanan (GullaI' ('I al .. 20 14). Kranevc ld ( 1926) mcnyebll tkan bahn:! penyaki! NO 

p{'nama !.:ali dil aporkan di Indonesia pada lal1UI1 1926.lcpatn~a di PutauJa\\a. Sctclllh 

illi. Doyle ( 1927) Illc illpnrkan pada lah un 1')27 eli Inggri s lCI:iadi lV(lh;111 penya kit yang 

ganus pada ungga-; eli dacrnh Nc\\ Clstk' upon T)l1c (Nc\\casllc). S<1111111 (19c)7) 

Illcnycbulkan j ika sctelah whun 1935. nam:l Nell'('(lsr/e disease digllnakan olch Doylc. 

Sc lain illl. Doyle (1997) melaporkanjika pcn~[lkit )£ll1g rncl1ul1jukkal1 £I!jala ~£lng sam:! 

dcngal1 NO sebcllLln l1~a pernah diidcntifib"i pad" tah un 1924 eli Sl! ll1 l.'nanjung Korea . 

... clalljuln~ a NO Illl.'n~ cbar dengan cepal kl.' bcbempa negara. Ganar (.'1 al. (201-1) 

111l'nyebulknn NI) juga di scbul penyaki l Ran ik he l di India. I\:tl vakil NO aela lah 

aneaman global dan endcmik di banyak bagian dUllin yang scdang b\!rkcl1lbang. Panll:>. 

('/ al. (10 15) Ill CI1~d)lllk ml jika Nc\\c[lslk discasl! di Indoncsia ll.'lall nh:n~l.'bar I-l' 

hl!rbagai dat'rah. h.· rllla~lIk di Pul"lI Ja\\a. \dain illl. serangnn NO umumn~a l1lul:li 

1111!n ingkal pada ;I\\al musim hujan dan tcrus meningkal hinggn mencapai puncak pada 

pcrtcngahan rnu ~ i11l hujan. Selain ilu. \\abah biasanya lerjadi pad a sa:!1 pcra lihan dari 

Illtl sim huj an kc 111l1!-illl kl.'tllarau. 

2.2 El io logi Vi,'us Nell'cas/le Disease 

Doyle pada l"IHlIl 1917 pcrtama kali llH.'ngidcn lifikasi bah\\a ND discbabkan olch 

\ irlls ~angdapal difil ll'r ~a n g hcrbecla dari pl.'ll~akilunggas ~allg kl'llllldl:111 dinamal-an 

"l'hagai virus NIJ (I)(l~ Ie. 1917). Virus N IJ dik lasilikasikan sebagai <lllgguW dari genu ... 

. I\',dm·jrl/S di 5I1 hl';lI11 ili Pa/'amyxfJvir ill(l(' dan fnmil i P(lrflmy.w",i/'ic!(I(!. Genus 

Av ulavirus dibagi mcnjadi semb il an scro lipe bl.'rdasarkan uji hC'lI/(/gglulill(ll iol/ 

illhibil io l/ dan llj i 11(,IIJ'Cllllillidll.w: illhihifioll , Viru~ ~D lernUhuk kc dalalll ~crotip~ 1 

da ri Mi{lIlIHIJ'(III/ I ',wl'i,.,I" ( Lamb and Park.... 2007). Virus ini rdat if ~I:thi l pad~1 £11<1111 

hahkan p"cla suhu suh-optimal dan renlang pH ynng 1uas. namun tehlh diamati bah\\a 
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virus ND menjadi tidak stabil pada suhu 56°C. Virus NO juga sensitif terhadap 

detergen, pelarut lipid. formaldehid. dan bahan oksidator (Ganar el £II .. 2014). 

Virus NO memiliki serotipe tunggal (APMV-I) dan memiliki ukuran genom sekitar 

15.2 kb yang tidak tersegmentasi, beruntai tunggal, genom RNA negalive-sense yang 

mcnyandikan nukleokapsid protein (NP). fosfoprotein (P), matrix protein (M),jilsion 

prole in (F). protein hemaglutinin-neuraminidase (HN). RNA-del'C!m/C!nl RNA 

p(}~vmeras(!.'i atau RdRps (L). serta dua tambahan protein nonstruktuml, V dan W. yang 

dihasilkan oleh proses RNA editing dari gen P (Ganar el al., 2014; Xiang el al.. 2017). 

Dari sejumlah protein tersebut hanya protein F dan HN yang mempunyai peranan dalam 

proses kekebalan karena dapat merangsang pembentukan antibodi protektif. Protein F 

mcrupakan target utama respon imun dan memiliki sifat imunogenik yang tinggi (Choi 

£!I al .• 20 I 0). Selain itu, bertanggung jawab untuk penempelan virus dan fusi ke 

membran sel inang. Spike F dan HN memiliki panjang sekitar 8 nm dan masing-masing 

sebagai trimer dan tetramer (Lamb and Parks. 2007). 

Galur virus ND yang diisolasi dari berbagai belahan dunia dikelompokkan ke dalam 

tiga kelompok ukuran genom. yaitu 15.186 nt yang ditemukan sekitar tahun 1930-1960 

sl:rta mencakup gcnotipe I, II. III, dan IV: 15.192 nt pada isolat yang ditemukan setelah 

tahun 1960 serta mencakup genotipe V. VI. VII. VIII. X-XVIII: dan 15.198 nt pada 

galur avirulen dari .Ierman. Semua isolat virus ND mengikuti "rule (!lsix" yang berarti 

bahwa replikasi virus paling efektif ketika urutan nukleotida di genom berada dalam 

kdipatan enam mulai nukleosapsid (N) mengikat protein secara elektif dengan enam 

nukleotida (Gamhar 2.2). Enkapsidasi 6 nukleotida terakhir pada promoter ujung 3-' 

oleh protein N tunggal penting untuk inisiasi replikasi genom parml1.novirus oleh 

polimerase virus (Ganar et af.. 2014). 

2.3 Replikasi dan Patogenesitas Virus Newcastle Disease 

Virus ND menycrang sel cpitel pernapasan dengan mengikat pad a scnyawa yang 

mcngandung asam sialat seperti gangliosida dan reseptor N-glikoprotein olch 

glikoprotein permukaannya. Infeksi virus NO terjadi terutama melalui cara dimana 

envelope virus bcrgabung dengan membran sel inang. Selain itu. infeksi juga dapat 

terjadi oleh reseptor medialed el1dc)(:l'Iosis dan kadallg-kadang mdalui c:a\'eo/a£!

dependent endO(\'/mis. Setelah masuk ke dalam sitoplasma sel inang. genom RNA 
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/l('golh'e-sense ditranskripsi menjadi posilil'e-sense yang kemudiall ditranslasi menjadi 

protein virus. Transkripsi dimulai pada 3' dan mensintesis mRNA gen individu mulai 

dari gene-start ke urutan gene-end. Reinisiasi transkripsi ke gen hilir di situs [{ene-slart 

tidak seragam. yang mengarah ke gradien populasi mRNA yang menurun sesuai dengan 

jarak dari 3' akhir genom virus. Protein N. P. dan L sangat penting untuk perakitan 

nukleokapsid. Posilive-sense RNA kemudian digunakan sebagai templale untuk 

sintesis RNA genomik negative-sense. Pcrakitan dan budding virus NO dewasa 

tergantung pada protein M dan lipid yang ada di membran sel. Infektivitas virus ND 

tergantung pada pClllbclahan prekursor protein FO kc F I-F2 subunit. Urutan asam 

amino dari situs pembelahan protein F dengan demikian postulasikan sebagai penentu 

utama infeksi. Protein HN dengan pengenalan reseptor dan aktivitas neuraminidase dari 

virus menentukan dan juga berkontribusi terhadap virulensi virus NO. Sclain itu. telah 

ditemukan bahwa protein F dan HN dalam virus NO adalah pencntu virulcnsi virus ND 

pad a ayam dan makrofag yang terinfeksi. Virus NO juga patogen bagi manusia dan 

dapat menyebabkan konjungtivitis jika terkena mata (Ganar et 01 .. 2014). 

2.4 Sifat Virus Newcastle Disease 

Sifat-sifat virus NO penting untuk diketahui guna menentukan model atau eara-eara 

peneegahan dan penanganan vaksin. Sifat virus NO antara lain mampu menggumpalkan 

eritrosit karena hemaglutinin virus berintcraksi dengan permukaan critrosit. Selain ilu. 

jika dipapar dengan sinal' ultra violet. virus NO akan mati. Si fat lainnya adalah rentan 

tcrhadap zat-zat kimia dan mudah mati dalam keadaan sekitar yang tidak stabil. Oisisi 

lain. desinfektan yang peka untuk virus NO adalah NaOH 2%. formalin (1-2%). Iysol 

3%. alkohol 95%. dan fumigasi dengan kalium permanganat. Pada suhu 100°C selallla 

I menit, aktivitas virus NO akan hilang scrta beberapa bulan pada suhu 37°C. Virus NO 

stabil pada pH 3-11. Virus NO dapat bereplikasi pada beberapa kultur sel. misalnya pad a 

sd chicken embryo .fibroblast (CEF). chicken embryo liver (CEL). sel chicken embryo 

kidney (CEK). sci AM,:un green monkey kidney (Vero). sel chicken eml,,:vo related 

(CER). dan aviun myogenic (QMS) (Terregino and Capua. 2009). 
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2.5 Galur Virus Newc{lcslle Disease 

World Organis:ltion for Animal Health (OlE) (2012) membagi galur virus ND 

Illcnjadi lima patotipe berdasarkan gejala klinis yang ditimbulkan pada unggas yang 

tcrinfeksi sebagai bcrikut, yaitu enterik asimtomatik yang merupakan infeksi enterik 

subklinik tanpa adanya gejala yang jelas: Icntogenik yang ditandai Jengan infeksi 

pernapasan ringan: mcsogenik yang ditandai dengan gejala neurologis yang jarang dan 

gangguan pernapasan dengan angka mortalitas yang berhubungan dengan usia unggas 

yang rentan (unggas muda lebih rentan); viserotropik velogenik yang menyebabkan 

pendarahan dan lesi paJa saluran pencernaan serta merupakan virus yang memiliki 

patogenesitas tinggi: dan neurolropik vclogenik yang menyebabkun angka mortalitas 

tinggi dengan diikuti gejala gangguan sistem sarafdan pernapasan. 

2.6 Epidemiologi Virus Newcastle Disease 

Virus NO galur virulen endemik pada unggas di sebagian besar Asia. Afrika. dan 

bcberapa negara di Amerika Utara dan Selatan. Negara-negara lain. termasuk Amerika 

Scrikat dan Kanada. bebas dari galur pada unggas dan mempertahankan status itu 

dcngan pembatasan impor dan pemberantasan dengan menghancurkan unggas yang 

terinfeksi. Kormol"an. merpati. dan burung bayan impor lebih sering tcrinfeksi virus NO 

dan juga mcrupakan sumber inteksi virus ND pad a unggas. Virus ND galur virulen 

rcndah memiliki prevalensi pada unggas dan burung liar, terutama lInggas air. Infeksi 

unggas domestik dengan virus 10ND memberikan kontribusi untuk menurunkan 

produktivitas. Virus NO infektif lIntuk hampir semua spesies unggas. baik domestik 

maupun liar. Ayam sangat rentan terhadap inteksi virus ND. termasuk varian merpati 

,\PMV-1. Virus NO lebih tahan terhadap suhu tinggi bila dibandingkan dengan 

sebagian besar paramyxovirus. Hal ini tetap menular di sumsum tlilallg dan otot ayam 

yang disembelih setidaknya enam bulan pada -20°C dan hingga clllpat bulan dalam 

sllhu refrigerator clun juga virus menular dapal bertahan selama bel'blilan-bulan pada 

suhu kamar di telur yang dihasilkan oleh ayam yang terinfeksi dan selama lebih dari 

setahun pada 4 0c. Prevalensi ND lebih tinggi pada musim kemarall dibandingkan 

musim hujan (Abdisa and Tagesu. 2017). 

Jenis virus ND yang barl! diisolasi tenls menel'lIS dilaporkan dari seillruh dllnia. 

Baru-baru ini. wabah virus ND telah dilaporkan dari Vietnam. Indonesia. Malaysia. dan 
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Kamb~ia (Choi el al .• 2014). Pada tahun 2013, 96 wabah N DV d i laporkan pada unggas 

dari Kamerun. Repliblik Afrika Tengah. Pantai Gading. dan Nigeria. Pada tahun 20 II. 

wabah virus NO vclogcnik dilaporkan dari Israel di burllng hantu dan pinguin Afrika. 

Terlepas dari \\abah rutin. ketidakmampllan vaksinasi juga teluh dilaporkan 

mcnyebabkan munculnya galur virus ND baru. Di Amerika Serikat. virus ND (juga 

disebut virus NO eksotis) isolat dilaporkan dari kormoran dan camar di negara bagian 

Minnesota. Massachusetts. Maine. New Hampshire. dan Maryland. Kebcrhasilan virus 

ND mewabah juga dilaporkan dari benua Eropa dan Cina (Xic el a/.. 2012). Analisis 

tilogenetik virus ND yang diisolasi dari berbagai belahan dunia tidak dapat memberi 

kita gambaran yang .ielas tentang bagaimana melintasi penghalang topografi. Namun. 

galur virus NO virulen yang diisolasi dari Texas menllnjukkan identitas yang tinggi 

rada genom mercka dcngan galur dari zona iklim panas menunjukkan prcvulensi galur 

yang sangat ganas di daerah-daerah tersebut (Gambar 2.1). Gailii' virus ND yang 

diisolasi dari Mesir dan Afrika Tengah menunjukkan identitas yang tinggi pad a genom 

mereka dengan galllr virulen seperti Fontana dan Texas GB yang Illcilunjukkan patotipc 

\irulennya. Mcn"rikl1~a. isolasi virus NO dilaporkan dari kolam nyal11uk di Jakarta 

(Forrester el al .. 2013). Meskipun Australia telah bebas dari wabah virus ND dari tahun 

1932 hingga 1998. beberapa wabah dilaporkan dari New South Wales dari tahun 1998 

hingga 2002. Kchadiran virus NO juga telah dilaporkan dari populasi burung liar. 

Selain itu. virus !\ I) tl.!lah diisolasi dari spesics non-unggas seperti babi. domba. dan 

ccrpelai (Zhao (If 01.. 2017). 
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Newtastle disuse \irus U.S.Cal~OIma AY562988 

Newcastle disease \irus haly AYS629S9 

Newcastle disease \;rus Peru JN800J06 

Newcastle disease \irus indoneSIa AYSS29SS8 

Newcastle disease \;rus rAnh:nga EFG656S2 

/leY/castle dl5ease\ws tdeXJco HM 117120 

NewcasUe disease \iNS Ooninic3n RePJlllic JX119193 

Newcastle disease \irus Canada G0288383 

NewcasUe disease '.iNS China F Jl9J269 

Newt3stle disease \'Irus India GUla19~ 1 

Uewcastle disease \irus Herts AY1~ 14G-1 

NewcasUe disease \WS Egypt F J939313 

NewcasUe disease \irus Texas GU918717 

HeYlt3stle disease \irus A:Jstral13 JX52mJ 

UeYltas!le disease \;rus Swcd:n G0318280 

GambaI' 2. I Analisis filogenetik virus ND yang diisolasi dari berbagai Ilegum (Gallal' 

el al.. 2014). 

2.7 Vaksinasi terhadap Virus Newcastle Disease 

Vaksinasi adalah Illelode pengendalian dan pencegahan penyakit bani yang paling 

renting. Saat ini. vaksin inaktif dan aktif untuk virus ND tersedia di seluruh dunia. 

Selain itu. terdapat juga thermostable vaccine yang secara khusus dikembangkan untuk 

digunakan pada ayam kampung. Berbagai rute dapat digunakan untuk pemberian 

vaksin aktif dan jad\\al dari mellctas sampai tumbuh. Vaksin el11ulsi minyak virus 

inaktif diberikan schclum dimulainya produksi telur. Vaksin virus lentogenik umumnya 

direkomendasikan dalam air minum, dengan tetes mata, oleh aerosol atau intranasal. 

Vaksin menggunakan galur V4 tahan panas telah dikembangkan untuk I1lcmbcri makan 

ayam kampllng di bl:l'hagai negara yang mcmiliki produksi unggas tillggi. Meskipun 

vaksinasi yang tepat melindungi unggas dari penyakit klinis tctapi tidak mencegah 

r~plikasi virus dan shedding. yang menghasilkan sumber infeksi (Markos and Abdela. 

2(16). 

Vaksin aktif: vaksin aktif relatif murah. dijual dalam bentuk kcring bcku. mudah 

diketola. dan dapat digunakan umuk vaksinasi masal. Hal ini tetah dibagi ke dalam 

kdompok mesogenik dan lentogenik dengan cara yang lebih disukai yaitu pemberian 
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tl!tes mata. pcmusangan intranasal paruh. atau mencelupkan untuk vaksin lentogenik 

scmentara vaksin Illcsogenik memcrlukun slintikan intramuskular. Pembcrian mclalui 

air minum dan w:rosnljllga darat digunakan. Oi scbagian besar negara. vaksin Hitchner 

B 1 dan LaSota digllnakan dan berasal dari virus ND galur mesogcnik. Beberapa vaksin 

mesogellik dapal menyebabkan penyakit: terutama pada unggas muda. terutama jika 

(Ida infeksi gandn dcngan organisme yang memperburuk kondisi (Y ulle and Abdela. 

2017). 

Vaksin inakti f: vuksin inaktif dapat digunakan pada situasi yung tiduk cocok untuk 

vaksin aktif dan menyebabkan tingkat antibodi protektif yang tinggi selama jangka 

waktu yang panjang. Vuksin-vaksin ini dihusilkan dari cairan alunlois inlcktifdari virus 

ND virulen yang dirapar dengan fj-propioluctone atau fonnalin untllk membunuh virus 

dan kemudian dicampur dengan adjuvan. Vaksin dapat diberikan melalui injeksi 

subkutan atau intramusklilar (Yune and Abdela. 2017). 

Program vaksinasi: program vaksinasi memellgaruhi durasi il1111nitas. Salah satu 

pertimbangan raling pcnting yang I11cmpcngaruhi program vaksinasi adalah tingkat 

maternal immunity pada ayam muda. yang dapal bervariasi duri batch ke batch. 

peternakan ke petcrnakan, dan di antara ayam individu. Untuk alasun ini. salah satu dari 

beberapa strategi diglll1akan (Yunc and Abdela. 2017). 

2.8 Vaksin denglln \'~llensi Lebih dari Satu 

Vaksin virus dengan valensi Icbih dari satu dapat ditemukan pada vaksin 

konvensional. Numllll. pembuatan vaksin dcngan valensi antigen yang lebih dari Ijenis 

pada metode konvcnsional. menggunakan metode yang labol'Olis. dimana masing

masing seed dipcrsiapkan tersendiri unlllk selanjutnya dicampur pada saat formulasi 

(Wong and Webby. 2013). Virus ND adalah kandidat vektorvaksin yang menarik untuk 

pemanfaatan padn manllsia dan hewan (Samal. 20 II). Hal ini Illcnyajikan kandidat 

yang menjanjikan lIntlik desain rasional vnksin aktif dan veklor vaksin karenu sil~1l 

modular lranskripsi. f'rckuensi rekombinasi minimum. dan tidak adan)'a fase DNA 

sclama replikasi. 

Genom virus NO clIkllP mudah dimaniplilasi menggunakall teknologi reverse 

genetic (Liu 1.'1 "I .. 2(17). Vaksin aktif dan vaksin hivalen secanl ckonomi sangat 

populer untuk indll~tri unggas. Galur lentogenik virus ND tampaknya merupakan 
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vaksin yang baik. Bail,. virus aktif dan rckombinan dicksplorclsi scbagai vaksin dan 

vektor vaksin dcngan berbagai tingkat keberhasilan. Virus ND rekombinan yang 

mengekspresikan protein asing dieksplorasi sebagai vektor virus olch ban yak ilmuwan 

di seluruh dunia. Sil~1I berikut mungkin dapat dikaitkan untuk kcscuaian virus ND 

scbagai vektor \' i rll~ ({ ; anar III £11 .• ~O 14). yai III ( I ) virus N D tumhu h dengan titer tinggi 

dalum T AS, kultur scI. dan saluran pernapasan spesies unggas dan non-unggas: (2) 

infeksi virus ND seem'a alami melalui saluran pernapasan dan ini berguna untuk 

mcngantarkan antigl!n protektif yang berasal dari patogcn pernapasan. Sdain itu. virus 

ND mengilldllksi rl'spoll imun lokal dan sislcmik: (3) virus ND mcmllnculkan respon 

imun humoral dan scluler; (4) virus ND mcmiliki genom modular dengan hanya enam 

gcn esensial dan dua gen aksesori yang mudah direkayasa: (5) virus ND tidak 

berintegrasi dcngan gcnom inang karena bcreplikasi datam sitnplasmtl inang dan 

menunjukkan rckombintlsi genetik terkecil: dan (6) virus ND rckombinan yang 

mcngekspresikan antigen asing menunjukkan ekspresi protein asing yang cukup tinggi 

dan stabil setclah banyak bagian baik in l'ilro dan in vivo. 

Untuk konslrllksi \ cktor vaksin. gen asing harus diapit oleh gene-start dan gcnc

end urutan virus Nt) spcsitik di pcrsimpangan gen atau lIrlitan intcrgcnik tanpa 

mcngganggu mIL· (?/ six. Tingkat ekspresi gcn asing ditemukan lebih dalam kasus 

pcnyisipannya di 3' akhir genom. Virus ND rekombinan dapat bcrtindak sebagai vektor 

vaksin potensial lInlllk manusia. Virus ND mcnawarkan kandid"l vaksin yang penting 

dalam hal kcnmanan. dcktivitas. dan cfeklh· itas biaya. Sejum lah vaksin bcrhasis virlls 

ND dihasilkan unlllk menyelesaikan masalah berbagai infeksi virus pad a manusia. 

Virus ND rekombinan memberikan respon imunogenik terhadap tantangan antigenik 

yang berbeda sepcrti hemagglutinin protein (HA) virus influenza man usia. gag protein 

duri HIV dan SIV. glikoprotein HIV. F glikoprotein dari human 1"('.'1'il"aI01:'· .\:\,I1(\'lial 

,·irus. protein HN dnri IIuman paraiJ?fluen=lIl'il"lls 3. dan spike gZl'coprolein dari SARS

CoV (Samal. 2011). 

Selain itll. virlls NJ) bertindak scbagai vcktor vaksin yang sanga! baik lInlllk patogcn 

hewan dan bcrhasil dipasarkan. Virus NO rckombinan mengcksprcsikan protein VP2 

yang digunakan scbagai vaksin bivalen tcrhadap virus ND dan virus IBD pada ayam. 

Virus ND rckombinall mengeksprcsikan protein HA dari H5N I dan virus influenza 

H7N7 melindungi Icrhadap virus ND dan illt"cksi virus influenza rada a~al1l. Virus ND 
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rckombinan yang Illcllgckspresikan glikoprotein gN dan gG dari virus R{li Valley/i!rer 

(RVF) terbllkti Ilh:lindllngi tiklls dan anak domba. mela\\an inll'ksi virus dcngan 

Illcl11unculknll 1\.':'P0I1 antibodi yang dcktif Virus ND rckol1lbinan yang 

lllcngekspresikan gD glikoprotein secara parsial melindungi sapi terhadap infeksi virus 

hcrpes sapi. Dalal1l penelitian lain, Virus NO rekombinan yang I11cngekspresikan 

protein G dan r dari \irus Nipah Illcnginduksi respon antibodi pl.!lldral pada tikus dan 

bahi. Ban~ak pCllI:lillan tclah dilakllkan di ~cllIrlih <.Junia lInlllk Il1cllingkatkan clisiensi 

\aksin virus ~D. Tdah ditunjukkan balma virus NO rekombinan mcngekspresikall 

protein HA H5N I pada hebek mcnunjukklln perlindungan slcril clcngan tidak adanya 

antibodi yang diturunkan secm'a maternal (Ferreira (!/ al,. 20 I ~), 

2.9 Vaksin Virus Kllockout 

Teknologi virus kl1ockoUl (KO) adalah suatu metode dimana satu sUbtipe virus 

direkayasa untllk hisa mcmbawa dlla (bivalen) arau liga (trivalen) protei II antigen virus. 

Ilasiinya nallli ad:l1ah ckspresi lehih atau SHma dengan dlla antigen. Vaksin ini juga 

Illenggunakan propagasi berbasis kultur sel yang dapal mcngatasi risiko yang 

bcrhubllngan dcnl.!:111 alergi komponen telur dan keterbatasHn pasokan TAB pada 

kondisi pandcmik (\ lurakumi ('I al .. ~() 12). Melode ini clarat digllnakan untuk 

mcnjawao pcrs()a"~1l disicnsi biaya dan m,ktll dalam pcmoualan vaksin sistcm 

knnvensional. KClIlltullgan dari metode proses produksi ini dalam saW propagasi virus 

vaksin denganlcknologi KO, dapat sekaligus membawa dua atau tiga antigen sekaliglls. 

Kcunggulan lainl1~:1 dari melodc ini diantaranya dihasilkunllya til!.!r antioodi ~ang 

I illggi meski hall ~:I .;,alll kali pClllocriall. proteksi sempurna pada uj i tantang yang 

dilakukan pad a hcwan coba serta antigenisilas virus yang tidak berubah karena dipasasc 

di kuhur sel dan tidak di TAB. Oalam skala produksi. oleh karen a pasase vaksin ini 

dilakukan di lini sci. schingga dapat diakuknn scale up sesuai kcnutuhan (Kobayashi ('I 

al.. 20 IJ). 

Tekllologi K() hisa melalui can! dengall menghilangkan sebagian dari gen untuk 

digantikan posisinya dcngan gen-gen yang dikehendaki. Tahapan ini adalah tahap yang 

paling krusial dalam I!.!knologi ini. Bagian dad gen yang dihilallgkan I1lcrllpakan bagian 

dari urulan pcn~ and i 1I1ltlik kel1lud ian dig.lIlt ikall dengan urulan pcnyandi dad gen ) <1I1g 
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dikchendaki atauplill urlltan penyandi dari patogen lain sepcrti hakteri (Murakami e/ 

ClI .. 2012). 

Teknolo~i K () Il1crllpakan salah suatu metode yang digllnakan pada tcknologi 

,.('wrs!! gelll'/ic. I'adl! \ irlls inllucilla misaillya. teknologi ini a\\alnya dikcmbangkall 

dari studi mCllgcllaj .!!.('IlOlIle packagillg duri virus intluenza oleh kclompok penelitian 

) ang dipimpin olch Protesor Yoshihiro Ka,vaoka dari Institute of Medical Science. The 

llniversity or Tok)ll (IMSl.!T). Jerang.. Kdompok penelitian ini rncnyisipkan g~1l 

g,.een./luo/"('.\("('I1(',' III"(I/£'ill (iFP) pada daerah llrlltan pcnyandi dari gcn PB2 dan i\S. 

I blarn pcrkcrnhall~:II\1lya. metodc ini hisa digunakan scbagai lanclasan lIntuk IllCrnbllal 

",:cJ vaksin Illulti\alcn dengan menyish .. pkan gen patogen yang kita inginkan dalam 

lIrlitan gcn pcnyandi PB2 atau non slrllktural dari virus mastcr donor PR8 (Ozawa ('/ 

ClI .• 20 II). Sdain illi. <)lIrniuningsih CO I~) Iclah melakukan desain 'iced \ aksin bivalcll 

\ inls inlllll'll/il :\ Illl'lallii teknologi KO dcngall mcnggunakan virus HI N I dan I-JSI\ I 

(Ill! bUrlIng) isolat lila 11 usia di Indonesia. 

Secara II III Ulll. tahapan dari pcmbuat;}n ~'('ed vaksin bivalell dengan teknologi KO 

tcrdiri dari (I) talwpall a\\'al adalah dcsain awu penyiapan plasmid KO. (2) tahapan 

kcdua adalah tntn:-.rl:l-.si plasmid KO dan plasmid lain yang dipt:rlukan pada kultur sci 

~9]T yakni plaslllid lIntuk sintesis RNA \irus dan plasmid untuk ekspresi protein 

kompleks polil1lcrast'. (3) tahapan kctiga adalah propagasi pada kullUr sel yanl:! 

dilanjutkall (kngall ( I) lahapan lanjut yakni uji stabilitas l11olckukr. IIji il1lllllogcllisilas 

. dan uji patogcni:-.j1:I', :-;tng dilakllkan pada "uhlir sd mauplln he\\an coha (l'i ('/ ul.. 

2(17), 
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I!AIl J 

Tl ',ll T:\ .\' lL\ .'; \1 \ .'F:\ ,\ T 

J. I Tuj llall Pl'l1l'iilia ll 

3. 1. 1 Tujuan .Ja Il ;":!.:1 1':uljal1 ;! 

IIIL I!:: 
rzaruST AICAAH 

' .. "IIJT&I.J.H' AS Al&l.ANOCM 

~lJRABAYA 

I UjU:Hl UllHU I, 1'\'1 1\.'1;'1:111 in ; :tdalah un l uh. Ilh.'ngcla hu i 11I1~".11 h0l11ul11gi 

lIuk ll:ol ida g~n p':Jl~ and I proh.: in I viru :-:. 1'- 1) <Jar; : , ~ am iso lal lapang d j hand i ngJ...an d~ngan 

\Iru ... \ ak:.in 1" . .'IlII'.t!l'll ik ~an g d igunakan di lndonl'sia. Illcl1 g:Ula li-;i~ hubungan 

h.d,\.'raba!all !!l'lI pl'll ~ .LlllIi prolc i tl I vi rll" N D dar i : I~ a III i<;, 11:11 IHlx lI lg dl'ngan \ i rus vak"i 1\ 

knwg,,'nih. ~all g dl \~IIlIJL,t,t di IndUlh.''''':1 d.1 1! \!rlb 'I) hlinll~a p;ld,1 (,eI/nullA. I nluk 

"' !: lIljll lll>;l. dap:lt dllll,1nt:l .llk:1Il ~~bagai :ll' II<IIl UllIuk pi,:ngernbang; lI l d:h:lt' k;lIldidat l{'l.!d 

\,," ... il1 bi 'ali:1l (kl1~all II ~ N I rm:ngglillakan iI::knologi KO pada imlu ... tri \uksin dalarn 

ill(l\,l"i produk \ :lk ... ill .\. III t! Illatl1pulll l 'la\\an -;l'I', I II );,1Il NI) d,1Il 11 5'\J I "'l',':lr:1 khih di:k lif. 

3. 1.2 Tujuan 1, 11 11"'11'" 

• J\ klll'lllld,,1I1 UllJ t:lll nukkotida );1.:1 1 11l"11~ andi proh:in I· \ iru ... \!I ) dari a~al1\ 

i ... olat 1,IPdl l:-: 

• Mi,.'Il);:llla li ... i" ... t"'UIHUl lilog,'lldik " iru ... '\'1) (Inri a~a lll i"nl :1I bp:lll ~. 

3.2 \1 ;lIIra:l l 1'l' ll l'l ltian 

3.1.1 .\l:Inr:l:l1 Tl'ul"ili ... 

Ila ... il da ri p"lwlilian tEll dilwrapk: n IllaIHpU IlwlHhcrikan int"ornwo;,i i lm i:lh 

I1Il'll~en ai III"II I :HI 1Il II..k·,I\I.td gCIl pi.:Il~"ndi Il'"Oklll I· (I;]n il!ltH"ln:"'1 11Il'll~t'I ); 11 huhullgan 

k,,:kl'rabatan ,in", '\I) hl'l, Ia ~ ;trk(lll gl.:l1 pi.:n~a ndi protl.:in I ,iru ~"":11 dari a~arn i ... olat 

i:!P,lIlg ~i.:bagai kandid:ll \I.:i.:d vaksin bivalcn dcngan HS N 1 lllenggullak ;1I1 Ii.:knologi KO. 

3.2.2 Manra"l I'ra kl j ... 

1'1.:1 ,,·1 i I i<lll i II I .11 h,ll ,lpk<111 d,I P:11 d i 1lI<lI I I"::w\ 1..,111 :-.i.:h;llP i ~H.:uall lint til.. lll"tl gl.' 111 IJangdn 

d,I"'''1" k,llIdlllat "'l·,'.! '.11.. ... 111 bi'akn lkng:1I1 11 :' '\1 mCllggunakan kkl10illgi 1-\.0 pmla 

indu ... tri vaksin d;t hill I illll\ as i prod uk vaks ill ~ i 1Jl g Illampu mela\\an sl'I"ang:1n NO dan 

11:',\ I Si.:cara k'hih l'kktif 
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.l . l .!l' llis Pl' lI l'ii l i: 11I 

UAI! ~ 

J\ I ETO DE PI :i\'EL ITIAN 

PClll'liliilll Ill i 11lL'fUpakan pl'llclili:lIl ubscrvas ional deskriplif Il1cnggllllnkan 

rar1l.'(lngan pCllt'l ili:l ll·""'plrlnl tif. 

" ,2 Tl' rnpat dan \\ a l. l 11 l'l' llcli li a ll 

PCI1l'lilian ddllkubn dengan <lua lail :!p. rahap perl<lm<l pengambilan sam pel dan 

tal13p k!.!dua p .... nguji<lll "'<Impel. Pcncli tian d i l;iI-:ukall mulai A pril 101X. Pengambilan 

~;HllPl' l dilakllk:11l (l j p~'l l'm:lkan :1~:11l1 1\~1llen , ,:I:1n 1l1Oickulcr :.:II1)PI..' 1. lIj i peR. ~cna 

11',\1 ,. S llraba~ : l. 

-l .3 Bahan dan I nst n lllh ' ll Pendi l i:!11 

Isobsi \ irll ~ Ill .... nl,;g llilakan icillt" a~atll b .. 'rcmbrio (TA B) spesilik antibodi negalir 

(\1\') bC l"Ul1llll' X-IO 11:I1'i. antibint ik (pen icillin-st reptom yci n. Sigm:l). :lI llifungi. media 

I "(IIII/HI/" hroil! h(' ~ II"/ i ll/mioll hml h. dan an ohol. l 'j i lI(fell/aglll l il/(II i l!ll (IrA) dan 

/fm' /I/(/,\.!l lIIilJ(lIilll/ /n irihill' !/1 (I l l ) nWll g!!lInaLi I1 /Jhu I,{J/wl hl!l/e/' I (/lin t' (P BS) pH 7.2. 

dan ~'rilrosil .1 I :1111 . Pri I11n n,: vcrsc dan 1'01'11 ill d. 'o1'r1n pcrangkal 1I1l11lk t:k ~lraksi RNA dnri 

Nod /(' lligh PUI'/' r ;1'0 / \ '/lc!e ie ..J cid k il ( R()( he v lol c.'Cll 1m S ystcrns , Inc .), 

I nstrlltliCIi Pf..' lIdil iall 

rnstf llll1 ~'n ~ I ll !! di\~ Ullakall clal:lI11 Ik'lll'l ili :1Il ini adal;lh lIIiem ll/he (l ' rpo.:lldorfK), 

11/1l11i ('hmllleljJijll'lI, ' (iPJwllllor/IR). BI) n131 1\1 l ' uI1Ufl'S\I'"bH1 ( B c~' t(lil. !)id, inson and 

Company). Y('I/OII' (il )1 (I arson). !l'hile lips (1'arson). bIll£' (ips (Corning:ID). tabling 

\ '('l/ojC'C! , 111 i k n)[1 i reI ( I ,ppcndor t\Fo) , 96·11'1·/1 IIIh'J'(J/J/{I/(' (i\ ppl it'd 13 iOS,I' St<":1l1 5 T.\ I ). 

tahLlI1~. ",pui ! 1\Ih~'rCll lil \ 1(lrh.:Mt'd) . pipt,( IV 1111 ( f' ,il cull ll:l). ""'I'II/al (ydt'l' peR (App li ed 

H iu'o~ ~II'IllST \I ). [Wran gbl deklro lorcsis (1 ~ i(),Rad Laboratories). 3130 xL Applied 

l3i()s~stcll1s® (j":lh: tic l \n;IIYlcrs (Appli.:d 1 ·;io<,,~sl.:m sr.\l). r~· rri g l' f~!(ll', I'IJl'le.r (Vortcx

(jo;'nil'l~l 2). tbn hil/l o l"1l n,hillt'f h.l'ia ... 2 (11 1()ha ,,1' 1\), 
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4.4 Metode Penelitiull 

Pcn~umbilun S~lmpl'l Pcnclitian 

Sampd dia11lhil dari swah kloaka aytll11 di peternakan. Pcngambilan sampel 

dilakllkan lkngan l'ar:l dililas menggllnakan HI) HBlTM C'lIlturcSwab l \l. Tabling diberi 

kodc berdasarkan .kni~. asal. dan tanggal pellgaillbilan sampel. Sampd ditranportasikan 

dahlill rantai uingil1 \ I-X C) dan dihawa he laboratorillm lIntllk disil11pal1 pada deep 

Ih~c/cr (-80°C) samrai saal akan dilakukan pengujian. 

Isohlsi Virus New('(Islle Disease 

Isolasi virus 1l1l'llggunakan TAB SAN yal1g berumllr 8- J 0 hari. Proses scntrifugasi 

dilakukan pada I ~(I/I !'I'll I sdama 15 menit. di inokulasikan pada cairan alantois TAB 

musing-masing sehanynk 0.2 mL dan dilakukan inkubasi TAB dilakukan selama 5 hari 

pada slIhu 37°C (OIL ~O 12). Pengamatan dilakllkan seliap 8 jam untuk seliap TAB dan 

1I11ll1k TAB yang 11ali disil11pan di dulam rdi·igerator. Sedangkan . .iika TAB yang 

l'mhrionya ma~ih hidllp ,,~ullpai hari ke-~ inkllha ... i. maka TAB disimpan scmalal11an pada 

refrigcrator. Caimn alaillois dipanen dari 1 An kemudian dilakukan uji ada tidaknya 

aktivitas virus den~all IIji HA dan RT-PCR 'icbagai penegakkan halma virus yang 

terisolasi adalah vir:ls \01). 

Idcntifikasi Virus \'('II'('(f\lle Disease 

U.i i IIcmagllitinasi II L \ ) 

Larutan PIV'; 'i~hanyak 25 ~IL dima~lIkkan kc dalam setiap sumuran. Sumuran 

pcrtama diisi 25 p:. 'i:II11rd cairan alantois ~ illlg telah dipancn. KCllllldian dilakukan 

pcngcnceran hingg:1 "lIlllman ke-II dan ditamhahkan kcmbali PBS 25 pI. pada setiap 

SlIlllllran. Eritrosit 1(1" scbanyak 25 ~IL ditambahkan pada setiap slimuran. Selanjutnya 

diholllogenkall Sel.:HiI perlahan yang kemudian diinkubasi selama 40 menit pada suhu 

ruang. Hasil positir .Iilllniukkan dcngan adan:-a il!,!lutinasi dari sci damh Illcmh pada dasar 

SlIl11l1ran plat yang Icrlihal -..cpl.!rti pasir(OIL. 2(112). 

l.ji Ilambatan I kl11.lglutinHsi (HI) 

Sebanyak 2: pl. PBS dimasukkan ke dalam tiap sumuran plat mikrotiter. Sumuran 

pertama d imasuk\.; an 25 p L serUlll staqdar. KCl11l1dian d i Ink II \.;an pengcnceran 

Illcnggunakan Illlli idlnnll,,'1 pipcttc (Frpelli.l(\rr~). Sclanjutn~a ditambahkan cairan 

alanlois 4 ItAll kc sl'liap slimliran schanyak 25 ~IL dan di inkubasi sc\ama 30 men it. 

Slispensi sel darah Inerah I % sebanyak 25 ~ll ditambahkan ke dalam semua sumuran dan 
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digoyang sccara PCllahUIl yang selanjutnya d itelllpatkan pada suhu J'lli.lllg, Reaksi dibaca 

sctelah 30 sampai 6 ) 1111:11 it. hasi I positi f dilUlljllkkan dengan terbelllllknya tear drop pada 

sam plat dimiril1gkillll()II~. 2(12). 

Ekstntksi R~A \'i :'\lS .\ewcaslle Dise{/~'e 

Ekstraksi I{ \;.\ \ il'us N D dilakukan di hiosa(etl' cahinet kelas 2 (Biobase(jf,), 

bolasi RNA vil'lI~ lari "'<lmpel menggllnaknn Ro"he High I'll/'{' r ';/'(/1 .\fllele;" Acid kit 

(I{ochc Molecular ~ ~:-.I~'llh. Inc,). SampL'l s\\ab kloaka scbanyak 200 pI, lerld)ih dahulu 

dipcrsiapkan pad .. 111;CI"o/lIhe (EppendorF'{') sehal1yak 2 ml. yang kCllluuian ditambahkan 

\I uI"k;l1g sollltiol1 ~(I() II I. dan 50 ilL protein.:I.\·(! K, Sampel diinkubasi pada suhu 72 °C 

sclarna 10 menit <.Iilil d i lanjutkan dengan penalr hahan 100 P L binding hl!(l£'I'. kcmudian 

dihornogenkan. Sll"I'~'lhi dipindahkan pada hgl1 pure tilter tube kel11l1dian discntrifugasi 

~\:lill1la I men it !{O(I(i g. Supernatan dihlHIIlF .. kCll1udian ditambahkan 500 pL inhibitor 

""/llm'ol hldler. dan dis\.'ntl'i fllgasi selama I menit 8000 g. Slipernatan dibuang. kemudian 

ditambahkan 450 " . lra.,h hldler dan discnt~irllgasi selamu I mcnit XOOO g (supernatan 

dibuang dan ulallgi . 'IlIpl'rnatan d ibuang kCl1wd ian discntri rugasi ~clallla I () detik 13000 

g. Filter II/Ill' dipil d.tllkan kc mic:rotllhc bill'll dan diwmbahkan 50 pI. dutiolT hl!tli.:r 

sl.'lanjutnyu di inku 1:\..,i scluma 10 mcnit. T~:hap tcrakhir dilakukan senlrifugasi 8000 g 

sl'lama I mcnil. IP .• \ :- ang bcrhasil di isolasi k :ll1l1dian disimpan dalam /i·('e=(',. -80°C 

smnpai saa! akan di akllkan pcngu.iiall. 

Pcngukunm KOlls<!lIlrasi RNA Virus /\;ewc'(l.\/le Disewi£, 

Konscntrasi I{:\ \ dillkur untllk I11cm,lstikan lemplafe untuk RT-PCR telah cukup, 

Pcrtallla. dimasukLn _:O(l ,lIL Quant-iTTM Working Solution (QlIant-iTTivI RNA Assay 

Kit. In\'itrog~n) pal a ()uhil 1M Assa~ lubes (Invitrogen). Lalu. 2 ~t1. RNA dimasukkan 

kc d:llam tube tcrsl.'I'1I1 ('~lIllpllran ini diinkubasi pad a suhu ('uang Selal11H 2 Illcnit. Setelah 

illi. diproscs untllk IlIl'llgukur konsentrasi RN·\ menggunakan QubitTM Fluorometer 

(In\, itrogen), Saml)!' II{ N i\ yang telah dideteksi (,Jeh fluorometer dipmscs lInluk RT -PCR, 

Sintesis eDNA Vir IS \/'II'c,tlslle Di.'i('tI.'';(, dCl1g,11l Olle .'ilep RT-PCI~ 

Rel'l'rs(' Jr('\I"',!'/(/\('-l'o~\'I1lel"(/'\(' ("W;1l Netic/ion (RT-PCI{) dilakukan untuk 

Illcngamplilikasi g"1l011l RNA virus ND, Hal ini penting karena RNA hanls diubah 

Icrlebih dahlilu Illcll.iadi DNA oleh metode le\'('l'se IranscripltlSe scbclul11 diamplifikasi 

<.Ii peR. Onc Step I~ I . PCR dilakukan di /!iO.'Mji.'/I' ,'"hinel kdas 2 (Bionasi.: R ). 2-1 ~lL RT

peR maste'r /IIi.\" (' .lw ... ·!'nipl R III Olll.'-Stcr I{ I -pel{ System dengan Platinulll ll Taq 
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()\:i\ Polymt'r;N'. 11\ ill :';',:n) dimasu"kan r.ll!;. rIIil'rolllnl.' 100 pI.. l.alli. ditamnahkan 1 

pi W\i\.lllhc dillll~l1""an kt! thermal I.:yl'lci P('R (Applied BiosysII.'ITISr;\,). Primer yang 

digunukan untuk al Iplilikasi gen penyandi proll.'in F virus ND disajikan pada tabel 4.1. 

Reaksi PCR unlllk \lll'II~:lInplifjkasi DNA :/ailll l11enggunakan hasil "DNA virus ND 

dt..'llg:m metod!.' 1)( 'I :, 

ThermalI.': \. kl 1'( R diatur dengan pn:-dI!IHIlUrat ion selama 10 Illt'nil dcngan suhu 

\)·1 ''( . dt'natllratioll ..,~:Lill1a I mcnil dell!!,\11 suhu 94 0
('. annealing sdama 1 menit dengan 

suhu 56 or. c:\tl.'IlS PII "vb111a ~ menit dl.'ng,tIl ,"hll 7~ "e. dan pcrpan,ian!!:m c:\tcnsion 

sdama 10 menil dl.·:I~,I:l "1I11l1 7:' "C. Siklus PCl~ ini ncrlliang sclallla -HI \.;ali. Produk dari 

peR (amplikoll) dhlillpan pada suhu -I "c. Produk peR tersebut diproses bcrikutnya 

1I1ltlik dektrofnresi- 1I11111k mendeteksi genolll virus ND yang telah diamplitikasi. 

I and -1.1 DaliaI' PI' !Ii,! I II/'Iral'd dan !?('\'('I"'(' pada Deteksi Virus' Il ncrdasarkan Gen 

/W;UlI (F) (Farollq ;./ ill. ~()14) . 
. _-----.--- -----------------------, 

\II\IMSF~ 
-_. __ ._--- -_. - -------j 

FOf'lrarcl 
------------... - ------1 

, (j.\{' ('(lC Hj:\ « \ ( (,\ (j(j 1 T:\ ~ 700 hp ·1.~()6-4J26 

---- -- ._--_ ... -----
: !<(,\,("''i(' 

l /\61 eGG AG~j i\ I< II IG GCA GC .-=~ 4981-5005 

Elcktroforcsis (;d 

Ucklrolill'~' i, ~'~I digunakan lIntuk \ isualisasi hasil dari produk peR. 1.5% gel 

agarosa dimaslI""111 "I.' dalam perangkal l.'Ieklroforcsis (Bio-Rad l.aboratories). 

Sdanjlltn)a. 7 pi HllI~:.Il1ict' (lOX BlueJ"i\.'..: Pvl Gd l.oading Burrel'. Invitrogcn) 

dilt'l:lkkan di parali III. I:lill 1 pl. <Implikon d t:lIllnahkan. Beriklltnya. I.:ampllran lcrsebllt 

dim:lslIkkan kedala 11 \H'II gd agmosa. Sebw~ak 8 ~IL 1U0 bp D;-.JA ladder digunakan 

sl.'hagai marker ( j I ~ I( )1\) dimasukkan ke.vell gel agarosa. Marker ditempatkan pada 

\\ell nomoI' I. tall ,;\!nl'~'1 dilcmpatkall di \\ .,11 ncriklltnya. Pcrangkat I.'kklroli.ll'esis 

di.ialankan pml:l III) \, .. lOO mA ..,d.1I na ·10 1111.'11 it. Ilasi I dari l'ICklrofixcsis 

di\islIalisasikan dl'l ~:11l 111~n~!!lInakan (icl [lUI.' I \I EZ tid Documentation S\stem (8io-.. --.,; . 

Rad Lahoralorics). 
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Sl'l;'lIcnsin~ cD:\:\ '·i.-us :Vt!wcastle Dist!ase 

Sekucn"in1:! Id.ILth 111~!odt.' un!lI!.. ll1ell1:!~'lahui !ip~ I1l1kleotid;1 ) ;lI1g ki'~IISUII pada 

!!CIlOIll yall!! ter:llllllili'"I,i (produk P<lo. Pilld Ik PCR dipurilika~,i d~'Il~:11I C)IAqllkk Ii 

I'l I{ Puri li(:11 i, \11 1-.' ,()iagl'n J. ~':ldah P:'o"CS pllri likasi. d i la"ukall pdabclan 

1I1~'ll~gLJllakan Hi~1 ~~. I ,,'rminator v3.1 C)l'lc 'icquencing Kit (Applied Biosystemsn, ), 

I.alu dilakukall IK'II IIllh;th:t1l sdlHllyak 5 pI. ni!!l)ye U Terminator S\ Scqul..'ncing BlIfli.:r 

(Applied BillS~<;("'ll""I, Scbniutn~; dilanh:lhkan 5 ~d. Ulllplik\111 ~ang h:I,lh 

diplII'itikasi, I.' ,ltI :' '! .... r li)rward d.1l1 r~\ .:r',' dima"lIk"an. dan '7 pI. !\lIc1eas~ FrI..'C 

\\ :III.'\' (Prol11l.'!!:l), PI'PSl'" hcrikutnya 'H.la I. 111 memaslikkan kedalam thcnnal cycler 

L\pplicd Bio"y S k'1l .. ;! ;()\lliendic\llal)/I.·1', \pplied niosySll'Ill,/\I). '1Ih:nnal cydcr 

!l'rsehll( diprog.ralll .1':::"111 '>uhu l)6 '( IlI1\U" I'rose'> /1<'(/lillg pada 11''''1'11/11/1(, sclama ,\ 

Ill\.'nil.lalu l )() "( "\" ,I::.: "~I detik. 50 '\ ..,~Iatll:t" deli", (,0 "C St:\WlI<I ,IIlIC"i!. Siklus ini 

hl'\,lI bng sc\am41 2 ~ Ltl i, I angkah terakhir a"utah dengan suhll 4 0(' h illgga sampel siap 

diprl'sipitasi. P!'I:sir il.l"j ,Iilakllkan den:.:all I11l'n:g.unakan I no ~II. dari 10(11) " konsclllrasi 

alkllholuilill" "'~'li;I!' '::' 

.\nalisis Dutu \lol,I":lvl 

Analisi" 1110 d:ukr adalah metodc yUilg mclakukan kombinasi dun perbandingan 

lII'utan nuklcolida ~ .tll~~ \\.'I:lh dihaca (lk'lJ I/;e/'ll/ol (\'t'!er, LJrlltan Iluklcotida dianalisis 

lk'llg.an perang.";\1 111'.:1- lii(//ogicul,\("!//('llc,' iliglllllL'llll.dilol' (Binl,dit) \crsi 8,0 d:m 

I/II/('di/,,/' /-."'0/"/ 1/,'II('lin I".t/I,i, \II'(i:\) h'rsi (),ll. Pros,-'" cIligllll/(,1I1 

dil:tkukan nH.~II~!,'lli Ik:lI; ( Iustal\\' yan1:' !\.'I'sldia <.Ii BioFdit versi 8.0. 

PCJl~'illpan Plus", ill 1\ I/Oc/Wlit 

Virus 115\., p.ld,1 p~nclitian Illi Il: 4Ih dilaku"an reka)asa Illclailli tcknologi 

r( T,'/'\(' gell('/ it· (lie!" "hclulIlnya ( '\ ilion (' / ,t! '. 20 I 7). Virus tersdlul a\\ a In) a adalah 

/Ill.!hh· palhog"I/I!' ( \'illl' illlluell::a (HP:\I). \;tllI diubah Illcnjadi 1011' IJalflogl'l1icil,l' avian 

illl/I/('I1::(./ (Lp·\ II ,k!l:,.'all tcknologi reI'L· ... '(' gene/it.. Bcriklltll) a adalah tahapan 

r~nghilangun 11/'('11 It ,,,;'illg /i'ame (ORI ) <.1.\11 1II'1Iian g~1l pcnyalldi dari gl..'l1 PB2 virus 

11:'1\ I yang di1:!lIll:1 ,.I·l.~·'I;Ig.ai h(fckhOl/t' vi 'U~ KO,I ahapan digesli !len PH::! dan gcn 

ilhl.'r1 (gen pCIl~alh i I'i'''l~'in F virus ;,\1 )llIkh .:nzim rcstriksi. Selalljulnya. insersi dan 

liga~1 scgml!n gl'll II. .. ,'r!: ang akan dll·ksrn~si\..an pad" gl,m PB2 dan plasmid ekspresi 

R~t\ virus, )<1"11; I' ',,:! 
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. "t:·:~~:·;:!')f ::i<'.L u:g l~l~ .. lh hlduF pada hal': l:e·~ j:!:,,:-:·Ixu.kan dengan 
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,,,'-------

( E~::l:"::~:_,: ?'):A 

r 
] 

! ooTo;CR 1 

( :::':",:1:,' f.~re';tS ) 
r 

- • .:'.!:l:i',: c' hc:n.:iogi 
• Alla!i~: 'i ::logenetik 

IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

LAPORAN PENELITIAN KONSTRUKSI SEED VAKSIN BIVALEN.. CHAIRUL A. NIDOM



BABS 

lSI:lL l t: 
I"EXPUST AKI">..r\.H 

lrliJT&UK.... AllU.4lll<JlM 

L . • \1 .. A II ~ Y ~ 

BASIL DAN LUARAN YANG DICAJ'AI 

5. J Illokulasi Sa mpcl Virus NO 

Sampel yang telah didapatkan pada penclitian ini , dilakukan inokulasi pada tclur 

ayam berembrio (TAB). Tl1juan dari inokulasi virus pada TAB adalah unlllk 

memperbanyak virus ND yang telah didapalkan . 

Gambar 5. 1 Proses inokulasi vi rus ND pada TAl3. 

5.2 Vji lbtemaglutination (HA) 

Hasi! positif pada uji ini adalah ditunjukkan dcngan adanya aglutinasi dan sci 

(brah mcrah pada dasar SlIlllu ran plat yang tcrlihat seperli pasir. Uji I-IA digunakan unluk 

mengukur titer virus/antigen secara kuan li las. Virus yang bisa dilakukan uji HA hanya 

virus yang dapa! mcngagiutinasi sci darah merah seperti vinls ND. Prinsip uji HA adalah 

terjadinya ikalan an lara virus/antigen dengan sci darah rnerah yang ditandai dengan 

adanya agglut inasi (but iran seperti pasir). Pembentukan agglutin<lsi ini disebabkan 

karena adanya ikatan vi rus/antigen dcngan sci darah mcrah. Titcr vints/antigcn dapat 

diketahui dengan melihat adanya agglutisai di dasar lubang dan microplate pada lubang 

terakhir/pengenceran tertinggi, misal terjadinya agglutinasi sampai lubang ke 8, maka 

titer vi rus/an tigen tcrsebut adalah log iI, scmcntara untuk well yang ncgat if (tidak adanya 

vints/antigen) apabi la mlcrop/are dimiringkan 45 derajat sci darah mcrah akan tuntll . 

30 

IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

LAPORAN PENELITIAN KONSTRUKSI SEED VAKSIN BIVALEN.. CHAIRUL A. NIDOM



If 

-I'e.. 

-
1'1. 

-
II. 

fl 
(Jall.1,) VII !fn I!sHII 

Of 

6(: 

8<: 

Ll 

9l 

Zl 

Il 

0(: 

61 

81 

LI 

91 

5;1 

vi 

2:1 

II 

01 

() 

8 

L 

9 

-e.. 

.,duIUS JOlU()~ 

( \; sn."" 1 ~d 1111: '. \ II ! r! I I! SBI-I I' ~ 1°41:.1 

IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

LAPORAN PENELITIAN KONSTRUKSI SEED VAKSIN BIVALEN.. CHAIRUL A. NIDOM



31 
.... ., .'-
33 

34 

35 

36 

37 

38 

39 

40 

41 

42 

43 

44 

45 

46 

47 

48 

49 

50 

51 

52 

53 

54 

55 

56 

57 

58 

59 

60 

.,,, 
-'-

27 

21-1 

-,7 -
., I:! 

213 

21.1 

·11 ~ 

" .. , 
212 

t) 
., I:! 

:2"' 
212 

212 

,11 

")11 

212 

.,') 

2J1) 

-,1 :! 

(negatif) 

(ncgatil) 

.,1 

-,~ 

i! 
1.1 

-,:! 

22 

22 

-,1 

IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

LAPORAN PENELITIAN KONSTRUKSI SEED VAKSIN BIVALEN.. CHAIRUL A. NIDOM



32- 33 34 40 

Gambar 5.2 Hasi l uji HA dan sampcl virus NO. 

5.3 Ekst!'aksi RNA Virus NO 

Kontrol 
RBC 

• 

• 

Ekstraksi RNA virus NO dilakukan d; hlOsa/etycahlllcl kclas 2 (Biobase:J. ). Isolasi 

RNA virus clan sampcl mcnggullakan QIAamp Viral RNA Mini Kit. Sampcl scbanyak 

140 )lL terl ebih dalmlu dipcrsiapkan pada IIl1cmlUhe (Eppcnctorf®) sebanyak 2 mL yang 

kemudian diuunb<lhkan working solution 200 pI. dan 50 ILL proteinase K. Sampei 

di inkubasi pada suhu 72 °C sclama 10 meni! dan dilanjutkan dcngun penul11buh:m 100).1L 

hmd/JIt: blljler, kClllud ian dihomogenkan. Suspcnsi dipindahkan pada II/gil pllrefil/{:r (uhe 

kcmudian discntrifugasi selama I menit 8000 g. Supematan dibuang, kemudian 

dilumbuhkan 500 ilL inhibitor removal buffer. dan di scllLrifugasi sciuma J melli! 8000 g. 

Supcrnatan dlbuang. kcmudian ditambahkan 450 ~lL wash buffer dan discntrifugasi 

selama I menil 8000 g (supernalan dibuang dan ulangi). Supematan dibuang kemudian 

discnt rifugasi sclama 10 dctik 13000 g. Vi/rer rube dipindahkan kc lIIicrollibe baru dan 

ditambahkan 50}1L elution buffer selanjutnya di inkubasi sclama 10 mcnit. Tahap terakhir 
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dilakukan sentrifugasi 8000 g selama I menit. RNA vI rus y<lllg berhasil diisolasi 

kC1lludian disimpan dalam Fee:er ~80 °C sampai saat akan dilakukan pellgujian. 

Gmnbar 5.3 Proses ekstraksi RNA vi rus NO. 

5.4 Pengukuran Konscnlnlsi RNA Virus ND 

Konscntrasi RNA diukur unluk memastikantcl1Iplaw lInluk RT~PCR tclah cukup. 

Pcrtama, dimasukkan 200 J.1L Quant-iTTM Working Sol ut ion (Quant-iTTM RNA Assay 

Kit , In vitrogen) pada QubitTM Assay Tubes (Illvilrogc.:n). Lalu , 2 ILL RNA dimasukkall 

kc dalalll tube tersebut. Campuran ini diinkubasi pada suhu ruang sclama 2 mcnil. Sctclah 

illl , diproses unluk IIl cngukur konsentrasi RNA menggunakan QubitTM Fluorometer 

(Invitrogen). Sampel RNA yang telah dideleksi olch fluorometer diproses ullluk Olle step 

RT-PCR. 

5.5 Sintes is eDNA Virus ND deng:lIl Dlle Step RT-PC R 

Reverse 7'l'oscripfase-l'olymerase Chain Reaction ( RT~PCR) dilakukan unluk 

mcngamplifikasi genom RNA vi rus NO. I-I al illi pcnling karena RNA hanls diubah 

terlebih dahulu mcnjadi DNA oleh Ill clOdc rel'erse trallscripta!)e sebclum diampl ifikasi 

di peR. One Step RT-PCR dilakukan di blO.m/ely cahinet kelas 2 (Biobasef\;). Produk 

PCR tcrscbllt diproscs berikuLnya untuk elek troforcsis llntuk mcndctcksi genom virus NO 

yang fclah diamplifikasi. 
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Gambar 5.4 Elektroforesis un tuk deteksi genom vims NO hasi l am pli fikasi dcngan 

primer MSF I dan MSF2 . Target hand berukuran sekitar 700 bp (wama 

merah). M adalah marker. Nomor I dan 2 adalah sampel virus ND. 
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BAB-

K ES LvtPI L A i\' 1> .\ 1\' SA HA " 

7. 1 KES IM I' UI. A;\ 

,·,I ILIt: 
?J:llPUST AKJV.!; 

IrIIII'fUIlHAS AJ~ 
IURABAYA 

Kesimpulan (\:II"j l1,hit p\.'I1\:lili<l1 in ; <1d:lI'1h tl.'lJh dilbpatkan ;<.;nl:ll - " j (l l:ll \ irlls ~D 

~ang Iclnh dil akllk .ll l il h kulas i padn l ~'lur iI ~ : l1ll bcn:lllbrio (lAB). 11l1 tUI-. .; clanj tlll1~a 

dilakukun karaklcn",lsi , l'ea ra 11101ekl ll<.:1" (bn hl' rikutn ya dapnt dilllanfaatkan scbagai 

rnl·ng.~lIl1akan il.'kIlOI()g l "( ) p:l cla ilHJu"tri vak ... in dal ~lI 11 inovasi Pl'(ldllk \abin yall~ 

mamplll1lchl\\all Si.'I':lIl ~· : lI l NO Jan H5'\l 1 sec<lr;llcbih deklif. 

7. 2 SA RA N 

Saran dari rt'l h . .'Ji ll.Hl in i ada lab pl.'rhl a(L Jt) ~ ;;l hasil dari j1l0k ld ; l ~i \ irm. NO pada 

I All SPF (spe,\ !f ic 1'1IIhf/!!l!lIfre, ' ) dan .l'I ku lillr-
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I.A .\ 1PII{AN (A Ir!' lI, 1,, 1. I I.MIAII) 

I -~--
! _'!!-PlJS7" .. """, - '--..., "l~~ 

" 1) ~ .'. ,. :" V A. 

I, O NSTIH ' !<:-\I Sf.'!./) \ I\I, ~ I I"I 13 1\ '1\[ ./0:\ VllUiS I ;\IFL UE,\ 'Z !\ I\IEL /\L U I 
:l IETOUE KM)(,KIIl r ' I Ei\GGU~A KA ,' , ' IR US N U VC"S lL/, IJI,IE,ISE OAN 

1· l. lJ Bl RUNC 1131" 1 IJII NDONESIA 

Lal:l I' lll'lakall !! 

Pl'n~ak it lt' I~' I, '.11 \1'1 ( ·ul/h · ,fl 'I''''( " 1») di sebahkan (lkh g ~lllIr \inlien clari 
(II 'WI / f1(l/'{l1l/.' ·n l"il ll' ,'Int I I('I'U~lPl ' 1 11\1' \1\'-1) ~ang jug'l dil-.elwl ::'I.:hagai \iru::. 
'\l' \\l:a"tle di sl'i l ~l' . Illii:I-."" oll.:h vi ru s \II) ~ang viru len dikaitkan den gan gejala klini s 
n..:urulogis. pcnwp,"",111 11.Inlli s ls. dan Illllrtalitas tinggi pada l!ngga :-., Il'l'IllaSlIk R)arn. 
P":I1~ ak i t N D I1Il'll ~ l·ha ',1- ,I ll I-l'l l! gian l'l-unofll i karena kl'lllat ian. II10rhid ila~. retardasi 
pl'rtumbuhall. da I ll' ll! IlI lall p ud llk" It'I IlL ,nla kl'rugian ~ang Il'rl-.;1I1 d..:ngan r..:abi 
P"'I..·:I \ aksina"i (,' i;ltl~ . (I/ .. ~t) 17) .... \·Iain 1111. ~l'.i:l l-. ~OO~ hingt!:I ":lal ini ungga:-. 
l' ldpllL',ia Il'f'''l'r;lIl~ 1'1.'1.' .If.. il h:1rl1 ~:III _'. Io..:bih Illl'lll:llik:Jn dall l!lellu!;)" I-.l'I);ld:1 l1Ianll~ia 

~aitll \ irlls I/I'illl/ i/ , /I I/('/I-O U\ I ) (Nichlill ('/ "I.. 20 12). Pengendalian kcdll:1 \ irll s lerscbul 
~ailll \ il'\J~ \l l) (1:111 \1 dilul-. lIkml melal,,; prngr:11l1 vuksinasi . 

Virus Nl) a bbll \ irll '> ~ allg bcrbl'lHlIk pleomorlil-. dl'ngan diarncll'l' "l'I-.i lar ~OO
J()() 11111. Virus 1'1) Il H: Ii i il-.i "~n)lip~' 111lIgg:111 ,\PMV-I) dan Illl'll1 ilil-.i ul-.llI'an g!.:IHllll 
~('J...ilar 1 5,~ J...h ~ -In ;.! ttl.ll-. iL'r"l' !.IHl·n! .... 1, hl'rl!lllai lungga!. genom I{ '\ '\ 1/(,1.:o(il'(' -I( ' I/I\' 

~all:: 1l1!.:1l><HHhl-.,1I1 ' ''ill ... ·oll-.;tp~ d prnll'lIl ('\P I. IlJs ltJpn1H:in (1'). I//tlll'i.l' pl'lIleil/ (1\1), 

1/1 ' ;1111 fWOldll (I). pn 1 ... '1 1 lI..:r lagitlli lill-IlI'Ur:lI11 inidase ( I-IN). R'!\-t!('f'I ' lldellf Ri\A 
l'II !t IllI'/,CII'e, :1I:ItII ~ dl< r'" (I ), ~l' rt :1 du: : I.Unb.lh:11I protein nonstfllklUl'al. V dan W. ),-lIIg 

dih""ilkan oll'h prlh l'" I{' \ ('dd ;lI,\!. d.ri ~ ... ·n P I Ganar ('I (1/ .. 2014: .\iang 1'1 (1/" 2017). 
Dari sl'jumlah pro\lIl IIl'I .... hll lll.ln~a p '1IIl' in I dan II i\' ~:tng ml'mp lllI~:ti pl'I'anan dalam 
Pro"'l'<; I-.cJ...chal:m LlI l'I',1 d:lpal nh·r:m.:.!"<llIg rwmh""nlukan Hnlihodi pmll'J...tlr. Protein F 
IIll'l'upakan li:Irgl'l II .11 11 .... · ... pOIi mUll d 1I 1111erlllllki :-.i l:!l imullug!.:niJ... ~:lIlg linggi «('ho i ('I 
ilf .. 20 I 0). 

Pcn~akil '-'I ) d illll: rkan Im::lalu i I-.ol1\al-. langsung dcngan unggns ~nng Icrinfcksi 
<ltall kariel'. Illl'l alll 1-.11 :11,1 1-. dl'l gall :-.ckrl's i d:11I rkskresi unggas ~allg Il'rinfCksi. serla 
Illl'l:tiui udaru (I \ ! II.! ~ JOI)) . KUIIl . '~' \\all I'l'nl;er:lI . :.~·r:lIlgga. dan alli i ll ~ iuga daral 
b"-'rr~'rall :-'l'bag:li \11-.1\ )1 111I:I-.:lI1i ... lirl!~ 'I) dari I ... .'~l':. ~allg lo,;.'rillll::I-.~i . Viru ... '\J[) 1l1i1lllpU 

Ill ... 'ngintl:k~i h:IlI1P r 'I 1.1 "'rl'~ll'~ lII,;!ga ... , h:lI1-. ungga:. liar Il1:tUpllll ~:llIg ~lIdah 
dldolnl'Slika ~i. ~1'1: llIl 1 11l' II :: il11l::l.~i ung g:l~. inll'b, alailli virus i\'D jug:1 di tl'll1ukan pmla 
lmhi, d(llllba. d:111 l l' rpl' I,ll bah~an ada lapO!' ~l n kasus pada manLJsia (Yune and Abdela. 
~OI7). Penyakil \II) lllo'rupaka l1 pell~: I I-.il >al1 g "angal pClll ing clalalll dlllli:1 pelcrnakan 
~ang dikall·goril-..I1l Ilk I () II . "J\ 'hagll i 'III/i/illhft d;\l'lI\('. Infcbi \ iru ... 'I) "l'la in dap"l 
Ilk'lI~o,;.'habkall :III:~I-. I k~"ll; l t i:tIl l lll· flt.:ap Ii 10(1"". juga dapalllll'lllhc-ri d:llllpal-. ~allg hch:lI 
h:,gi "J,.-'~Ior .... 1-. ,111'11' II l1gg.! Illl'l lI lIl1l1l1-..l 11 Il'l:jadin):I pl'lll hala,,;m ]kTdagang:lll 
1IlIl'I'II:I ... ion :,[ p:lda ll lldul-. ungg 15> dan ('mharg,1 pada area alau negal'a ~:lIlg mcngalallli 
1\ :lhah '0 I ( ':IPII:I If HI \ I...- .\<lod,:r. 2009: ( 'orn", ('I al.. 2012). 

(J/IIh/'C'lIk dIn '\1 ) 1l'l:lh di la]wtlan dihl'rbagni ncgara eli dUllia. scpcrti Jepang 
(i\la:-.c ('/ (1/ .. 20(2) I ,nn, 1"':-.11: ISerr:ltl (' I (1/ .. 2(11), Yordan ia I Ah:thl1l'h I ' I (I/.. 2012). 
Pal-. i,tnn (I afOUl! ( 'I til. "'01 -I). " ld ia ( ' ,II Ii and I-.urnar. 20 17) , \ Ikosi r (1 \I ie ... (' I (I/.. 20 I 7). 
]"Ltd ( \\ i~I,-'ll1all ,.{ II. >: ). d: II jug.1 .I I Illd(llh'~ia (Aian l'1 {I/.. :!O l ~. P;UIlI:-. ('I (I/.. ~OI5: 
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Putri el al .. 2017) J LI' illi mClnberil-.an dampak yang bcsar paua pdcrnakan unggas 
khususnya di negar.1 hl'1kcillhan~. Di~i',i lain. industri llnggas adalah pellYlll11bang utama 
h:rhadap pasokan 11,111;.' • ., 11obal. Dagil1g lIngga~ dan telur adalah sllmber protein hewani 
~(IIlg pal i Ilg ckorwl1l i:-. .\ ;II1l tcrs.:d ia disci lIruh dun ia. Pada lahlln 2013. A meri ka Serikat 
mcndudllki peringLal I'\.Tallla sebagai penghasil daging unggas. Sclain itu di Asia. 
Indonesia mendlldllki I ,,'1"1 I1gkal keempal sctdah ('ina. India. dan Iran (Wahynno and 
l 'lami. 2018). 

Kesulitan lain d.ri:I'1l llle:lgemhan~kan \ aksin lInluk memberikan ha~il yanglehih 
bail-. tcrkait il11l1n():'.\.·!I;~.il;:". pCllindun:~an silang terhadap galur hetcl'Ogcn. hinya yang 
Icbih ITIlIrah. eakuran \ ;111.1 lua!>. mas;! sill1pan ) .lIlg lama. dan pengiriman yang efisien. 
Virus AI dan ND IlH.:I'lIl':rLan virus Ri'-A yang mudah terjadi perubahan dan pergeseran 
antigcnik dalam !,\.'Il II dan N dali virus 0\1. vaksin lersebut dapal kehilangan 
keampllhannya. ~vl:, ':I!:i:' ill i terutama 1l1l.:njaJi perhat ian untuk \ inls hi.l!.h~,· pllll101!,l!l1h' 

CI\'ian b?llt/(!I1=(/ (Iii) \ 1 I i ~ ,1\\ HI'I-. a alld \;ClIlllanll. 2(12). Vaksi n \ i rus N J) juga daral 
Illcnghadapi I1la~alll. : .!';,! bc~.ar yal'~ JiaJ.;ibatkan olch kcragamall gcn fusi. yang 
dicksprcsikan dululll I (1 ~enotipe virus yang herbcda dengan bebcrapa keragaman 
alltig~l1ik (Milkr ('I ClI .. ~O I J). 

Upaya terkilli :;'I1~ bisadilakllk:1Il adalah dengan menggunakan I~knologi rever.'1e 
gel1etic tenitulllll U1lltl" Il"cilguhah sifl! gana~ dm'i suatu virus (Nidolll el (/1 .. 2017). 
Scdangkan untllk 1"'111.::11 1; II di~i\.·llsi d.tlam pcmhllatan vaksin bivakn dilakllkan melalui 
Icknologi knockolll (k< I ~ \.'nga'l dasur luhllh (hI/dhow.!) virlls influenza. dimana teknik 
illi didcsain agar ~.Ill; I Ir.l~ din:kaya~a lIntuk bisa Illembawa dun (bivalt:n) atau tiga 
(tri\ alen) protein alltigc 11 (Urak: el al .. ~o 15). I\.cuntungan dan kelchihan dari teknologi 
1\.0 illi adalah virll~ ~l.'l." 1\ aksin yang dihasilkan dapal sekaligus mClllba\\a dua atau riga 
antigen sekaligll~ dall (:!P II digunakar uilluk nll.-nja\\ab persoalall elisicnsi biaya serta 
\\akw. sepcrti yallg dih:ld;'pi pada prodllk~i vabin seem'a tradisional (Wllllg and Webhy. 
~()U). 

l3erdasar":II! pl'l :1:; :-.alah.lIl terscbut perill dilakukan penelilian lIllluk mcngetahui 
lingkal homologi nuklc,1I i .hl gel peny:mdi protein F virus ND dari ayam isolat lapang 
dib'lIldingkan dcng.1I1 \ II"!!, "aksin lent<.gcnik yang digunakan di Indonesia. menganalisis 
hubllngan kekl.·rab'llall : .... , rl\.:n~ andi pl'Olein F \'irus ND dari ayum isolat lapang dcngan 
"irus vaksin knlo:,!\.·nh . ang diguJl;.kan <.Ii Indonesia dan viru~ :\ J) lainnya pad<J 
(icnBank11

• Unlll:": "dtr:il·n~a. dapat dilllanf'aatkan sebagai aeuan unlllk pengembangan 
da~ar kandidal ~":l-,I \ ;1"" n hi\ alen lkngan 115N I menggunakan teknologi KO pada 
indu'ilri vaksin dal.lI11 illlr.asi rroduk vaksin yang mampu melawan serangan ND dan 
115N I seem'a Ichih l..'i"L'klil·. 

Huhun dan Ml'tmll' 
Pcngambihm Sampl'1 1 '('Pl'lithlII 

Sampel dia!llh: ,llri s\,ab klllak" ,,~alll di pelernakan. P~ngambilan sampcl 
dilakllkan dengan l'"ra darlas mcnggllliakan BD BBUM ClIlturcSwab™. Tabling diberi 
kode herdasarkan .knis. as.!1. dan tang~:al pcngambilan sarnpel. Sarnpel ditranportasikan 
dalam rantai din~ill (4·X )C) dan dib.\\\a kc laboratorillm lInlllk disilllpan pada dee/} 
./i'ee::('/' (-80 0(,) ~,1Iill\1! -,lIt akan dilakllkan pcn~lI.iian. 
Isolasi Virus 1\'('11'("(1.\11.' 1.;i.\(,(/~.' 

Isolasi \ irll~ Illl i .~ lllwkanlAP. SAt'-. )<lng berul11l1l' 8-10 hari. Proses sellll'ifllgasi 
dilal-.ukan pada 151 II) i",'iIl sclarna 15 rnenit. diinoklliasikan pada cairan alantois TAB 
masing-masing Seb;1I1):d, n.2 mL dan dilakukan inkllbasi TAB dilakukan selama 5 hari 
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pada ~lIhll 37 "l' ( HI . I!I~). Pt'ngal11:1I<1n dilakukan setiap 8jam lIntuk setiup TAB dan 
lIntlik rAB ~allg 1l1~11: di'iimp,m di dalam n:frigerator. Sedangkan. jika TAB yang 
clllbrionya masih h Idup ,,;\1 npai IJUri kc· S inkllbasi. maka TAB disimpan scmalaman pada 
refrigerator. Cairan al;lilt(\is dipallen dari rAil kemudian dilakukall uji ada tidaknya 
uktivitas virus d-:I1~~l!l \Ii· J JA dan I{ l'-PCR -.I.!bagai pcnegakkan bah"'l virus yang 
Icri,,(llasi adalah \ illl'- ~ I) 

Idcntifikasi Virus \('11' /I.tle Di.'ieost' 
Larutan Plh'l'h:lllyak ,~5 ~lL dimasukkan ke dalam setiap sUl11uran. Sumuran 

pcrtamu diisi ~) pi ".11111'\.'1 cairan al,lI1tois ~ang tclah dipanen. Kcmutiian dilakukan 
pcngcnceran hingg.1 "lI:lurall k..:-i I ,Ian ditalllhahkan kcmbali PBS 25 "I. pada sl!tiap 
sumllran. Eritrosil I" .. ,,·I-·anynl. 25 pi dilillllbahkan pada sctiap SUIllUl"an. Sclanjutnya 
dihomogenkan sec: 11":: !': •. ' ~lhall ~ <lng kCllllldi~ltl diinkubasi selama 40 menil pada suhu 
I'liang. Ilasi! positifdilllllllJkkan :lcngan adan)a aglutinasi dari sel darah Illerah padadasar 
sllllluran plat yang ICl'lilidt seperti pasir (OIL 2(12). 
Ekstnlksi RNA ,,'i.-us \'('wells/le DisL'tlse 

Ekstraksi H \,\ .. il'lI~ ND dilakllkall di hiosClkt.l' cahinet kclas :; miobase~,). 
isllla"i RNA "in:" ,bli '.l'llpd lll~ngl,'lIll,lbn NOc/le High PilI"(' /'ira/ Silc/de Acid kit 
(Roche Molecular ~,~ ~tl II),. Inc.). SaJ11f1cl s\\ub kloaka st:banyak ~OO pI. lerlcbih dahulu 
dipcrsiapkan pad;l 11/, .', ., 11')(' (Eppcndorr K ) ~challyak 2 mL yang kCl11udian ditambahkan 
\l'orking .m/lllioll 21)(; ~iI dan 51) ~tL I'mtcillose K. Sam pel di inkubasi pada suhu 72 °C 
sclal11a 10 menil d,11l di 1:111 iutkall dengan penall1bahan I 00 ~L bim/ill!!, hutfer, kcmudian 
dihomogenkan. Su~ Pl'lH l:ipind.lhkan pacla high pure filter tube kell111dian disentrifugasi 
sdanla I mcnit ~O! I().:! "lIpcrnatan d i hllang. kCllludian ditambahkun 500 p L inhihitor 
1'('11101'£1/ hulkr. d .111 d .... 1 "II i ruga ~i Selal11d I mellil 8000 g. Supernatall dibuallg. kcmudian 
dil:ltllhahkan 451) ~d t:, ;' hlltll'l' dan di"'~lltrifligasi sciall1<l 1 menil 8000 g (supernatan 
dihu:lllg dall 1IlHn~i I. Slli'~lnatall dibuallg kClllud ian disentrifugasi sclamH 10 delik 13000 
g. Filt{'/" tuhe dipilldahl-.a I ke ,nicrotl/he bani dan ditambahkan 50 pL elution hr!lfer 
sdalljlltnya di inkuha"i ,,~:ama 10 mCllil. Tahap terakhir dilakukan sClltrifugasi 8000 g 
sci a III a 1 mcnil. R>,,\ ::Il~ hl!rilasil dii"nlasi h'll111dian disimpall dalalllji'('(';er -80 "C 
sampai saat akall dilakl ;\;11 pcn;!ujian. 
Pcngukurnn Kunsl'lIl!.l"! RNA Viru:-. Newcast/e Disease 

Konst:nlra"i R" \ (: iukul untuk Illt:mastikan lemplate untuk RT -peR telah cukup. 
/'l'rlarna. dilllasuLk,1Il 21lt I llL QIJant-i'I I'M \\'orking Solution (Quant-iTTM RNA Assay 
"it. II1\itrogt:n) palla l)uh tTM ·\ssa~ rubes (Invitrogen). Lalu. 2 ~IL. RNA dimasukkan 
k~ dalam tube Icr·,~lllil. l :Illpur. n ini lhnkuhasi pada SUllll ruang sdallla 2 mCllit. Setelah 
illi. diproses untuh I1ll'll~!llkur kOl1senlrasi R7\:\ mcnggunakan QubilTM Fluorometer 
(I n\ ilrogen). SWPpl'IIZ', \ ) ang Lelah d Idcteksi olch fluorometer diproses untuk RT -PCR. 
Sinlcsis cUNA Virus S('wellstl,' Disea.'iL' dcngun One Step RT-PCR 

Ren'r.\(' r",'","'il'II!Se-p(l~l'Ineros(' C/W;/l Reaction (RT-PCR) dilakukan untuk 
1l1~llgamplitikasi gl_'lhll11 I{NA virus '\lD. Hal ini penting karena Ri\;\ harus diubah 
tcrlchih dahllill nl~:lJ~ldi I )\li\ okh Illl·tndc n','("''''' Irlll1.\·("I';pl(l.\'(' schdulll diamplilikasi 
di PCR. Onl! Step 1< I·!" I; dila~lI"all dl hio.\o/efl' l'/lh;/I('I kdas 2 (Biohasc.R,). 24 ~IL RT
peR lII(1sla III;\, 1 .... \lP"I·.1 ripl Kill ()1Il'-Stcp R I-PCR System dcngan Platinum" Taq 
1)\:\ Polymcra"l'. il1\ ilrllc:~n) (itmasul·;i.;an pmla microtllbc lOa ~lL. Lalli. diwmbahkan I 
pl. R\i!\. Tube dim,lsukk:tll kc thermal c~cler P('R (Applied BiosySll!msTM). Primer yang 
digullakan untllh. ul11plilikasi ge'l penY,lIldi prot~in F virus ND dis,~iikan pad a tabel4.1. 
Rl!aksi peR ullIllk 1l1:il:';lllplilikasi I )\;A ~ailll mCllggunakan hasil ci):\,\ virus ND 
dcngan metode PCI{ 
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Thermall:~ l kr 1'( '1{ dialur den~~an pn:-(knaturation selama I 0 Ill~nil dengan suhu 
94 "C'. denmuralilln 'l'!:I'I!:' 1 mcnit dCI1;.!an ~uhll l)4 0c. annealing sdam4\ 1 Illl.!nil dengan 
'lihu 56°C. e:Olll:11S Oil ,/;;111<1 ~ l11enil dl'ngan slIhll 1'2 "c. dan perpanjangan extension 
,l'Ial11:l 10 menit Ik·I~.!1 ., IHI 7: "c. ~ih.IIIS PCJ{ ini berulang selama 40 "ali, Produk dari 
PCl{ (amplikoll) d '111: , \.11 pad a ~uhu .. "c, Pmduk peR tersebut diproses berikutnya 
llll\uk ell.!ktrofclI'I:si.., lIIHI.:!.; mcndcteksi g,enolll virus ND yang telah diamplifikasi. 

Taoel I, Daftar Prim,'1 /-'0-1- "rei (ian R('\('l'\"e pada Deteksi Virus ND hcrdasarkan Gen 
Fusion ( F) II :1!'VPl: ('I at. ~O l.:t ) 

I~~" - -. 'US I/MSI'2 

I FOl'lI'lI.I'd 
.-- - ---

(i·\( C{jC Hi.'\ ('( \ ( l,'\ G(iT T;\ -700 bp 4306-4326 

Rewl'se 
:\G r eGG AG( i .'\ I (I 1 I \ ; {j{ A (I{' ~_ .. 49g ~-5005 __ J 

Ell'kt roforcsis (;d 
Elektrofl)re:-,j.., g,': ,Iigunakan ul1ll1k visualisasi hasil dari produk peR. 1.5% gel 

agarosa dimaslIkk.111 I,l' dala;11 perangkat dektroforesis (Bio-Rad Laboratories). 
Sdan.illtnya. 7 pi HI.I,'.Iuil.:c (lOX IJludllb:TM Gel Loading Buflel'. Invitrogen) 
dilctakkan di para!: II1:d: I 1 ~t1 ,1I11pliklln dilall1nahkan. Berikulnya. carnpllran terseoul 
dim:t"ukkan kClhtl:i;1l ". !; ~d ,'garo!-;L ""cban~aJ.. 8 pL. 100 bp J)~A Imh.h:r digunakan 
'I:bagai marker (I j I· '\ i t j' ) din :asukkall ke \\ ell gel ugarosa. Marker dilcmpatkan pada 
\\cll nomoI' I. lalll S;llllld ditt.!mpatkan di well berikulnya. Perangkal elektroforesis 
dijalankan pad a 10(1 \" 40(1 rnA sclama 40 menit. Hasil dari elektrotoresis 
didsllalisasikan dC:l!-':1I :11':l1gg1!r1:lkan (il..'l 1)0\:"1 EZ Gel Documentation System (Bio
Rad Laboratorie,,). 
Sckucnsin~ cD:\:\ \ il'll~ \('wel/",Ie J>i,'t('(/.\'l' 

Sl.!kul'nsi II~ ;1\:.1, . I Illcto .. h: UIlId-. I11cngl:tahui I ipe nukleolida )Hllg lcrsusun pada 
~cn()111 yang lcnllllplilib" (produk P( I{). Produk peR dipurifikasi lkngan QIAquick~ 
PC I{ Puri lil.:mioll I, il ( l)iagt n). Sl'lelah proses puritikasi. d ilakllkan pclabelun 
menggunakan Bi:;I)~ l" II rmin;l\tlr v ~ 1 C)ck Sequcnl.:ing Kit (t\pplied Biosyslcrns™). 
Lalli dilakukan pl'n:lll1h.I:I.ln sct-anyak :) "L Bigl)ye~ Tcrminator 5:\ Scqllenl.:ing ButTer 
(Appl ied Bios~ ~klll'" 1',1, Sl'l; n.illtn~ I. dilal11hahkan 5 ~lL ampl ikon yang. tdah 
dirurilikasi. I.) .ld I,:i .11I 1i.)I'\\ard d'lI1 rc\er~\.· dimasukkan. dan 7 pL NlIckase Free 
\\ all'r (Promcga). I'll "I." herikutn) a mlalah I11crnasukkan kedalalll Ihermal cycler 
('\ppli~d Bios~ slo.:l11-.' I ,;( \1 Genetic !\nalyzcr. Applied BiosyslemS IM ). Thermal cycler 
tcrseblll diprogl'alll ,Il-II '.~;p I suhll 96 1'(' lIntuk proses healing pada microluhe selarna 3 
meni!. lalu 96 1'e sl·I:111I' I 'deli ,.50 "(. ~clallla 5 JClik. 60°C sclama ·lmel1il. Siklus ini 
ol.!rulang selama ~~ kaii. 1 angk:th ter;p"hir ctdalah dcngan slihu 4°(, hingga surnpel siap 
diprl.'sipitasi. Pr\.'sil'il:l~j .lliakllkan den~an 1111.'ngglillak'lIl 100 ~lL dari 100'% konsentrasi 
alk(\hnllllllllk setiap 1111~l', 

Analisis Datu :\Iulckuil-r 
Allalisis 1l1Pkkl !col adal" h mell'lk yang mdakukan kornbinasi dan perbandingan 

unrlall nuklenlida ,\;111:- !l'lah d baca 111..'11 I/J('rl//"/ cycler. Urulan Ilukleolicla dianalisis 
dcngan perangkal h lid. r IOlu,!!. c,,1 ,'I, '/1/('11('(' ,II i,l!.I1I11L'111 fdi/o,. (BioLdil) \t'rsi 8.0 dan 
\/ul,'('ula,. Em/IIII,II;.· (il'lle/it's ./llI/fI'S;\ (\ILG:\) \crsi 6.0. Proses alignmel1l 
dilaklikalll1lenggllllai-",! ( lustal\\' yall',!. lersedia di BioEdil versi 8.0. 
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lIasil dan Pcmhaha .. all 

Inuliulasi Sampl'l \'i'-II:- ",1) 

Tujll<ln dari illl)kulasi virus pad a TAB adalah untuk mempcrbanyak virus ND 
) ,lIlg lclah didapalkall. 
Uji Haemaglutimllioll (II A) 

Hasil pnSili!' 11:1',!:1 Llji ini adalah ditllnju\.;kun dCllgan adan~a aglutinasi dari sci 
darah merah pad" d,I';;I!" '·:1 l1l1nll pial ~ ,till,! I,,:dihal scpcrti pasir, Uji 11:,\ digunakan untuk 
Ilh.'Ill:!U\.;ur lilcr \ iru" :il:: .'11 scnm,1 \.;lI""lila~. Virus )ang oisa dilakukall uji HA hanya 
virus yang dapalll1l'1l1~;t~~hllinasi sci darah mcrah scperti virus NO. Prillsip uji HA adalah 
ll'rjadinya ikal<lll anl:lr:! \ irlls/umigcll dcngan sci darah merah yang ditandai dengan 
adanya agglutinasi (hut i Lm seperti pasir), PCl11bentukan agglutinasi ini disebabkan 
karcna adanya ikatlll \ illh/anli?en dl..'l1gan sci darah merah. Titer virlls/nnligen dapal 
dikctahlli dcngan IIll.'lill:\l .,dany I aggluli-..ai di dasar luoang dari microplate pada lubang 
II..'ra\.;hir/pengcl1(n:1II "-"·'llggi. Illisal (\.,,:jadillya agglulinasi sampai Illbnng ke 8. maka 
I il~.'r \ irus/antigcl1 IlT~d't:1 ;Idala:l log ~', sClllcnlara lIntlik lI'e/l yang negati f (tidak adanya 
\ iru'oianligcn) apabil:, JIIil'mp/£IIC! dimiringkan 4:' derajat sel darah merah akan turlln. 

"'~-----------'---. 

_.Il~~i) lJ1i IIA (Titer) 
,3 
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~---~--~-
~ 5 
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Ekstralisi I{!\A \'irll~ \ D 

2:! 
...,2 

.,1 

Ekstmksi R "\.\ \ irlis NO dilakukan di hiosq!i!/y cahine/ kclas:2 (f3iobase li). Isolasi 
RNA virus dari sall1p~1 Int.:nggunakan QIAamp Viral RNA Mini Kit. Sampcl scbanyuk 
1-10 pL tcrlt:bih dallllitl ,iip .• .'rsiapkan pada mi('ro/llhe (EppcndorFI{,) scban~ak :2 lllL yung 
kellllldian ditamhahk;1Il \, \lrkin~ SOhlli\11l 2(1) pI. dan 50 ~IL. proteinase K. Sampel 
diinkubasi pad a ";lIhu -.-, <. SCIUlllll 10 !Ilcnit dan dil;mjlltkan dengan penarnbahan 100 pI. 
hillClill.l!, hllt/i:l". kt'lI1ud i:1I1 d i Illlm.lgenkan, Suspcllsi dipindahkan padn high plIl'e/iIler/uhe 
h'llllldian discntrilllt-!a~i sclarru I Illcnit 8000 g. Supernatan dihllang. kcmudian 
dilalllhahkan SOO pi inhlhitor n:moval hulTer. dan dist!ntrifugasi sdamn I rncnit 8000 g. 
SlIpl'rnatan dibllan~~. k,'1l1udian ditulllbahkan ·150 ~Il. wash buffer dan disC'ntrifugasi 
sclama I rnenit ~W(l() ~~ ("I;pC'I'IlHan dihuang dan ulangi). Supernutan dibuang kcmudian 
disclllrifugasi sl'lalll;1 ! II lk-tik 13000 ~. Filll'l" /1I"e dipindahkan kc micro/lIl,,' buru dan 
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ditambahkan 50}.lL dution buffer sclanjutnya di mkubClsl sclama 10 meni!. Tahap terakhir 
dilakukan scntrifugasi 8000 g selalllCl I meni!. RNA virus yang berhasil dii so lasi 
kCllludian di simpan dalamfree=er ·80 °C sampai saa! akan di lakukan pcngujian . 
Pcngukuran Konscntrasi RNA Virus ND 

KOllscnlrasi RNA diukur lIlItuk memastikan temp/me untuk RT-PCR lelah cukup. 
Pertama, dilllasukkan 200 ilL Quant-iTTM Working Solution (Quant-iTTM RNA Assay 
Kit, Invitrogen) pada QubitTM !\ss<lY Tubes (In vitrogen). La lu, 2 J.lL RNA dimasllkkan 
ke dalam tube terscbllt. Campuran ini diinkubasi pada suhl! mallg sclama 2 meni!. Sctclah 
inl , diproses Ulllllk mengukur konsentrac;i RNA menggunakan Qubi tTM Fluorometer 
(In vitrogen). Sampel RNA yang tdah didctcksi olch fluorometer diproscs untuk (Jlle step 
RT-PCR . 
Sintcsis eDNA Virus ND dcngan aile Step RT-PCR 

Hevel :wJ Troscriptase- Polymerase Chain ReaCIU)f/ (lrr-PCR) dilakuk,Ul unluk 
mengampliftkasi genom RNA virus NO. Hal ini penting karena RNA hanls diu bah 
terlcbih dahulu mcnjadi DNA olch melode revers/! Iranscriptasc scbclum diampliftkasi 
di peR. One Slep RT -PCR dilakukan di blOsafcty cahmer kelas 2 (Biobasc1

) . Produk 
PCR lersebut diproses berikutnya unluk elektroforesis untuk mendeleksi genom vinls ND 
yang telah diamplifikasi. 

Gambar I. Elcktroforesis I genom amplifikasi dengan 
primer MSr I dan MSF2. Target halld bcrukuran sekitar 700 bp (\Varna 
merah). M adalah marker . Nomor I dan 2 adalah sal1lpel vims NO. 

KESIMI'ULAN 
Penelitian ini telah mendapatkan isolat virus NO isolat tapang dan di lakukan propagasi 
di TAB lalu karaktcrisasi molekulcr dengan mcnggunakan primer MSFI dan MSF2. 
Untuk selanjutnya dapal digunakan sebagai das.'1r pada peneiilian selanjutnya. 
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