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ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui variasi  genetik  gen penyandi protein fusi (F) dari virus
Avian Paramyxovirus tipe-1 (APMV-1) yang diisolasi dari kasus  penyakit tetelo/Newcastle Disease (ND)
pada ayam dari peternakan ayam di wilayah Provinsi Bali sepanjang tahun 2014. Kelima isolat  yang
diisolasi dari kasus ayam sakit/mati yang dicurigai terinfeksi oleh APMV-1 dan negatif terhadap infeksi
flu burung/Avian Influenza Virus (AIV) adalah : D5/AK/2014, B1/AK/2014, T1/ARP/2014  G1/AK/2014,dan
K1/ARP/2014.  Analisis sekuen terhadap kelima isolat tersebut menunjukan bahwa tiga isolat yang
diisolasi dari ayam kampung (AK)  yaitu D5/ AK/2014, B1 AK/2014 dan G1/AK/2014 memiliki jarak
genetik, 11,1%, 10,2%, dan 8,2% jika dibandingkan dengan sekuen nuklelotida Bali-1/07 yang diisolasi
dari Kabupaten Karangasem pada tahun 2007. Sementara itu isolat T1/ARP/2014   dan K1/ARP/2014
sama-sama memiliki jarak genetik 20,1%  jika dibandingkan dengan sekuen isolat Bali-1/07. Susunan
asam amino pada situs pemotongan (cleavage sites) enzim protein F untuk tiga isolat yaitu D5, B1 dan G1
adalah R-R-Q- K-R-F, yang merupakan ciri khas dari virus virulen. Sementara itu dua isolat yaitu T1 dan
K1 yang diisolasi dari ayam ras petelur (ARP) memiliki susunan asam amino G- R-Q-G-R-L, yang
merupakan ciri khas virus galur avirulen. Berdasarkan hasil penelitian, dapat disimpulkan  bahwa isolat
APMV-1 yang disiolasi dari kasus penyakit ND pada ayam sepanjang tahun 2014 disebabkan oleh isolat
virulen dan tergolong ke dalam genotipe VII, di samping itu juga, ditemukan dua isolat yang tergolong
kedalam isolat avirulen

Kata-kata kunci: avian paramyxovirus tipe 1, gen protein F, ND, jarak genetik, sekuen

ABSTRACT

This study aims to determine the genetic variation of gene encoding fusion (F)-protein of avian

paramyxovirus (APMV) type-1 isolated from chickens suffering of Newcastle disease (ND) found in a

chicken farm in the province of Bali throughout the year 2014. There are five isolates got from sick chickens

cases/death suspected of being infected by APMV -1, but negative for avian influenza virus (AIV) infection

i.e: D5/AK/2014, B1/AK/2014, T1/ARP/2014, G1/AK/2014, and K1/ARP/2014. Sequence analysis of the

five isolates showed that three isolates of D5, B1 and G1 have a genetic distance of 11,1%, 10,2% and 8,2%

when compared to the nucleotide sequence of Bali-1/07 isolated previously from Karangasem regency in

2007. Meanwhile, the genetic distance of  T1 and K1 isolates are  20,1% and 18% respectively as compare

to the sequence of the Bali-1/07 isolate. The composition of amino acids at the cleavage sites enzyme of F-

protein for 3 isolates of D5, B1 and G1 are R-R-Q- K-R-F, which is the typical characteristic of virulent

virus  strain. Meanwhile, two isolates i.e T1 and K1 got from layer chicken had the amino acid sequence of

G- R-Q-G -R-L, which is  group into avirulent virus strains. It was concluded that APMV-1 isolates found

in ND cases in the year of 2014 were caused by virulent isolate and were grouped into VII-genotype.

Furthermore, It was found that there were two avirulent isolates

Key words: avian paramyxovirus type 1, F-protein  gene, ND, genetic distance.
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PENDAHULUAN

Penyakit tetelo (Newcastle disease/ND)

adalah salah satu penyakit unggas yang sangat

merugikan industri perunggasan di seluruh

dunia.  Penyakit tetelo disebabkan oleh Avian

Paramyxovirus tipe 1 (APMV-1) galur yang

virulen. Penyakit ini merupakan suatu penyakit

pernafasan yang bersifat sistemik, akut, dan

mudah sekali menular serta menyerang

berbagai jenis unggas terutama ayam. Penyakit

ini dapat menyebar dengan cepat, menembus

batas negara dan menyebabkan konsekuensi

sosio-ekonomis dan implikasi perdagangan

global, sehingga dimasukan ke dalam daftar A

dari Office International des Epizootica (OIE).

Penyakit ini endemis di berbagai belahan dunia

termasuk Indonesia (Adi et al., 2010).

Genom APMV-1 terdiri atas enam open

reading frame (ORF) yang menyandi enam

protein,  yaitu nukleoprotein (NP), fosfoprotein

(P), protein matriks (M),  protein fusi (F),

hemagglutinin–neuraminidase (HN),  dan

protein polimerase RNA (L)  dalam urutan (3'-

NP-P-M-F-HN-L-5'). Protein F yang berfungsi

sebagai protein fusi yang menyatukan amplop

virus dengan membran sel. Protein tersebut

berfungsi secara langsung mempertautkan
amplop virus dengan membran sel terinfeksi.

Gen penyandi protein F memiliki panjang

sekitar 1.790 nukeotida (nt) yang memiliki open

reading frame (ORF) yang menyandi daerah

pemotongan (cleavage sites). Daerah pemotongan

protein F berperan dalam fusi atau penetrasi

partikel virus dalam suatu sel. Virus ND (VND)

virulen memiliki sekuen daerah pemotongan
112R/K-R-Q-K/R-R-F117, sedangkan VND yang

avirulen memiliki sekuen 112G/E-K/R-Q-G/E-R-

L117 (Yusoff  dan Tan, 2001; OIE, 2004).

Vaksinasi untuk mencegah munculnya ND

telah dilakukan dari beberapa dekade

menggunakan virus APMV-1 galur yang

avirulen. Bentuk vaksin yang umum digunakan

adalah vaksin hidup dan vaksin mati (killed oil

based vaccines). Walaupun vaksinasi sudah

merupakan hal yang umum dilakukan untuk

mencegah wabah penyakit ini, namun kejadian

ND masih terjadi di berbagai belahan dunia

termasuk Indonesia (OIE, 2014). Masih belum

diketahui secara pasti apakah penggunaan

vaksin hidup secara berlebihan dapat mencip-

takan kondisi yang memungkinkan terjadinya

modifikasi genetik dari virus yang patogenik

sehingga menciptakan galur yang tidak dapat

dinetralkan oleh antibodi hasil vaksinasi.

Ataukah riwayat vaksinasi yang belum

optimum dapat mengakibatkan ayam menjadi

terinfeksi oleh virus vaksin dan virus lapang

yang dapat mengubah virulensi virus (Miller,

2010).

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui

variasi  genetik dan hubungan filogenetik gen

penyandi protein F virus APMV-1 yang diisolasi

dari kasus  ND . Tujuan lainnya adalah untuk

mengembangkan data base terhadap informasi

keragaman genetik dari APMV-1 di Bali.

METODE PENELITIAN

Pengambilan Sampel Organ.

Sampel berupa ayam sakit/mati yang diduga

disebabkan oleh infeksi APMV-1 diambil dari

kejadian penyakit yang diduga ND dari berbagai

wilayah di Bali.  Mengingat  gejala klinis ND

dan penyakit flu burung/avian influenza/AI)

sangat sulit dibedakan, maka sebelum

diputuskan untuk mengambil sampel, diadakan

pemerikasaan cepat untuk penyakit AI dengan

Kit Rapid Test untuk AI. Sampel ayam yang

memberikan reaksi negatif terhadap AI

kemudian dinekropsi dan sampel organ diambil

untuk diproses lebih lanjut.

Isolasi dan Propagasi Virus.

Organ ayam berupa otak, paru-paru, limpa,

usus dan bursa Fabricius diambil secara aseptis

dihancurkan dengan mortar steril kemudian

inokulum yang didapat diinokulasikan pada

telur ayam bertunas (TAB). Setelah embrio mati,

cairan allantois dipanen dan diuji dengan

hemagglutination (HA) dan  hemagglutination

inhibition  (HI) untuk mengkonfirmasi ada

tidaknya virus digunakan prosedur standar.

Isolasi RNA dan Reaksi Transkripsi Balik

(Reverse Transcriptase).

Asam inti (RNA) virus ND diekstrak dari

cairan allantois  dengan metode Trizol, dengan

perbandingan 250 µL cairan allantois ditambah

750 µL Trizol. Setelah divorteks selama beberapa

saat, campuran dibiarkan pada suhu kamar

selama lima menit. Ke dalam campuran,

kemudian ditambahkan 200 µL kloroform,

setelah divorteks didiamkan selama 15 menit.

Kemudian, campuran disentrifugasi selama 15

menit pada 36000 rpm dan bagian supernatan

diambil. Selanjutnya, ditambahkan 500 µL

isopropil alkohol ke dalam cairan supernatan dan

kembali didiamkan selama 10 menit.
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ND  yang  diakses dari GenBank dengan

ClustalW Method dari MEGA 4. Dilanjutkan

dengan analisis jarak genetik dengan Pairwise

Distance Method dan filogenetik menggunakan

UPGMA MEGA 4 (Tamura et al., 2007).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Dari hasil sekuensing,  didapatkan susunan

nukleotida ke lima isolat, sehingga dapat

ditentukan  jarak genetik isolat tersebut dengan

virus pendahulunya adalah  sebagai berikut: D5/

AK/2014, B1/AK/2014 dan G1/AK/2014 memiliki

jarak genetik, 11,1%; 10,2%; dan 8,2% jika

dibandingkan dengan sekuen nuklelotida Bali-

1/07 yang diisolasi dari Kabupaten Karangasem

pada tahun 2007 sementara itu isolat T1/ARP/

2014 dan K1/ARP/2014 sama- sama memiliki

jarak genetik 20,1%  jika dibandingkan dengan

sekuen isolat Bali-1/07 (Tabel 1). Hasil sekuen

nukelotida setelah RT-PCR telah banyak

digunakan oleh peneliti untuk menetapkan

perbedaan genetik dan genotipe virus APMV-1

(Sakaguchi et al ., 1989; Seal et al ., 1995; Lom-

niezi et al., 1998).

Perubahan susunan genom virus RNA yang

tidak bersegmen dan beruntai negatif terjadi
akibat kesalahan polimerasi (Adi dan Astawa,

2014). Jika dibandingkan dengan susunan

nukleotida virus  Bali-1/07 utamanya pada

segmen gen F, nampak bahwa isolat virulen

pada penelitian ini yang diisolasi pada tahun

2014 memiliki persentase perbedaan nukleotida

yang berkisar 8-11% (Tabel 1) dan susunan asam

amino pada situs penentu keganasan tidak

mengalami perubahan (Tabel 2). Hal tersebut

menandakan isolat yang diisolasi pada tahun

2014 masih merupakan varian virus

sebelumnya. Laju mutasi genom pada APMV-

1, merupakan hal yang tidak dapat dihindari,

beberapa peneliti menyimpulkan, bahwa laju

mutasi lebih akibat faktor waktu dibandingkan

dengan faktor spasial (de Leeuw et al., 2003).

Hal ini bertolak belakang dengan laporan

penelitian yang menyatakan bahwa tidak ada

pengaruh temporal terhadap ekspresi genom

APMV-1 (Toyoda et al., 1987), yang menandakan

tidak adanya variasi susunan nukleotida.

Pernyataan  tersebut didukung dengan hasil

penelitian yang menyatakan, bahwa perban-

dingan homologi APMV-1 isolat JP/Ibaraki/

SG106/99 dibandingkan dengan isolat lain yang

telah diidentifikasi pada waktu yang berbeda

(dimensi temporal) memiliki persentase

Campuran kembali disentrifugasi dengan

kecepatan 25000 rpm selama 10 menit dan

supernatan dibuang.  Pelet kemudian dicuci

dengan 1000 µL alkohol 70%, dan disentrifugasi

dengan kecepatan 10000 rpm.  Supernatan

dibuang, RNA dikeringkan dan disuspensikan

dalam aquades yang bebas enzim RNAse (diethyl

pyro carbonat treated water). Konsentrasi RNA

dalam sampel  yang didapat diukur dengan

spektrofotometer dan sampel RNA selanjutnya

disimpan pada suhu -20o C

Amplifikasi gen F

Sepasang primer yang akan mengam-

plifikasi  fragmen gen F pada posisi  4680-4990

digunakan pada reaksi one step reverse

transcriptase polymerase chain reaction (RT-

PCR). Susunan nukleotida sepasang primer

tersebut  adalah sebagai berikut:  F10s4661

G C A G C T G C A G G G A T T G T G G T 4 6 8 0d a n

F10s4990CTTTGAGCAGGAGGATGTTG5010

(Nanthakumar et al.,  2000). Adapun komposisi

dan kondisi  reaksi  RT-PCR, sebagai berikut:

R-mix (dNTP, MgSO
4
 dan bufer) 5 µL, primer

depan dan primer belakang 0,6 µL,

SuperScripTM III onestep RT-PCR System with

Platinum® Tag DNA Polymerase (Invitrogen)

0,25 µl, aquabides 2,55 µl dan virus RNA  1 µL.
Tabung kemudian dimasukan ke dalam mesin

thermocycler dan diprogram sebagai berikut :

reverse RNA menjadi cDNA pada suhu 50°C

selama satu jam, pre-denaturasi pada suhu 95°C

selama tujuh menit dan denaturasi 94°C  selama

45 detik. Selanjutnya proses anneling pada suhu

55°C selama 45 detik dan tahap extension pada

suhu 72°C selama 30 detik. Satu siklus reaksi

yaitu tahap denaturasi, anneling, dan

extensions diulangi sampai 40 kali (siklus).

Terakhir tahap penyempurnaan kerja enzim

pada suhu 72°C selama lima menit. Setelah

tahapan penyempurnaan  selesai, maka thermo

cycler berada pada suhu 20o C.  Produk RT-PCR

yang didapat kemudian dicampur dengan dua

loading dye sebanyak enam kali, kemudian

dielektroforesis pada agarose 2% selama 25

menit dengan running  buffer TAE (Tris Asetic

EDTA) satu kali, kemudian divisualisasikan

dengan larutan ethidium bromide (0,5 mg/mL).

Sekuensing dan Analisis Sekuen .

Produk RT-PCR dikirim ke Lembaga

Eijkman, Jakarta. untuk disekuensing.

Runutan  nukleotida hasil sekuensing virus ND

isolat lapang dan turunan asam aminonya

disepadankan dan dibandingkan dengan sekuen
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Pada beberapa dekade terakhir telah

dikembangkan uji RT-PCR yang dapat

digunakan untuk mendiagnosis dan

menentukan virulensi   APMV-1 (Nanthakumar

et al.,  2000; Adi et al., 2008). Metode RT-PCR

dengan menggunakan primer yang

mengamplifikasi di situs penyibakan protein F

(F protein cleavage site) dapat dengan cepat

menentukan virulensi virus, dibandingkan

dengan menggunakan uji biologis (Adi, 2011).

Virus APMV-1 yang virulen memiliki residu

asam amino multibasa, sedangkan yang

avirulen memiliki residu asam amino monobasa

pada situs penyibakan protein F-nya (Romer-

Oberdorfer et al., 2003; OIE, 2014). Berdasarkan

analisis pada gugus asam amino turunan pada

situs-situs penyibakan protein F dari isolat D5/

kemiripan genom sebesar 99-100% (Umali et al.,

2013). Penelitian lain yang dilakukan oleh

Garcia et al. (2013) juga menunjukkan faktor

temporal, bersama dengan faktor spasial

(geografis) tidak berpengaruh terhadap

karakteristik APMV-1.

Hasil analisis filogenetik terhadap ke lima

isolat yang diisolasi pada tahun 2004

menunjukkan, bahwa  tiga isolat  yaitu G1/AK/

2014, B1/AK/2014, dan D5/AK/2014, termasuk

dalam genotipe VII, satu clade dengan

pendahulunya  Bali-1/07 sedangkan dua isolat,

yaitu K1/ARP/2014 dan T1/ARP/2014 satu

clade dengan virus vaksin (Gambar 1). Virus

APMV-1 merupakan virus yang sangat luas

keragaman genetiknya dan sangat luas pula

variasi patogenisitasnya (Czegl´edi et al., 2006).

Sekuen yang dianalisis 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

1. Bali 1-07

2. Fontana 0.121

3. AnhinggaV 0.196 0.146

4. Cockato 90 VII 0.060 0.073 0.173

5. Hertz IV 0.157 0.101 0.172 0.116

6. Sweden 97 GU585905 0.092 0.147 0.230 0.073 0.157

VIIb

7. Mukteswar III 0.197 0.153 0.207 0.163 0.069 0.214

8. Sterna 01 AY865652 0.102 0.147 0.218 0.083 0.157 0.016 0.202

9. TR-8 97 AF136785 VII 0.088 0.142 0.224 0.069 0.151 0.004 0.208 0.012

10. JS-3 00 AF 458010 VIIc 0.078 0.078 0.168 0.038 0.121 0.107 0.169 0.117 0.102

11. D-16-93-VIIa 0.055 0.097 0.189 0.021 0.130 0.078 0.179 0.088 0.073 0.046

12. Mollucan Indo 87 6.786 6.630 6.642 6.630 6.627 6.487 6.340 6.487 6.486 6.782 6.631

13. Ulster I 0.201 0.202 0.254 0.220 0.146 0.239 0.153 0.227 0.233 0.227 0.226 6.628

14. LaSota II 0.201 0.199 0.254 0.229 0.177 0.243 0,190 0.243 0.237 0.224 0.235 6.065 0.166

15. DE 143-95-germany 0.069 0.101 0.206 0.033 0.126 0.092 0.173 0.102 0.087 0.060 0.021 6.633 0.220 0.229

AF109881

16. B1-AK-2014 0.102 0.116 0.189 0.055 0.141 0.087 0.190 0.097 0.083 0.060 0.069 6.633 0.251 0.234 0.082

17. D5-AK-2014 0.111 0.117 0.180 0.064 0.141 0.117 0.169 0.127 0.112 0.065 0.069 6.782 0.228 0.212 0.083 0.060

18. G1-AK-2014 0.082 0.116 0.200 0.064 0.151 0.116 0.190 0.126 0.111 0.038 0.059 6.633 0.226 0.211 0.073 0.087 0.073

19. K1-ARP-2014 0.201 0.199 0.254 0.229 0.177 0.243 0.190 0.243 0.237 0.224 0.235 6.065 0.166 0.000 0.229 0.234 0.212 0.211

20. T1-ARP-2014 0.201 0.199 0.254 0.229 0.177 0.243 0.190 0.243 0.237 0.224 0.235 6.065 0.166 0.000 0.229 0.234 0.212 0.211 0.000

Tabel 1. Jarak genetik isolat avian paramyxovirus tipe1 yang diisolasi dari kasus ayam terduga

ND di pulau Bali dibandingkan dengan virus  yang diisolasi sebelumnya yang di akses

dari Gene Bank menggunakan MEGA 4

Tabel 2. Penjajaran asam amino dari isolat avian paramyxovirus tipe-1 dengan La Sota dan Bali/

1/07

*Keterangan : -Tanda titik (dot), mengindikasikan asam amino tersebut sama dengan asam amino di

atasnya
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AK/2014, B1 AK/2014 dan G1/AK/2014

menunjukan motif  112 RRQKRF117 (Tabel 2).

Menurut kriteria OIE (2014) APMV-1

dikategorikan virulen jika: protein fusion (F)

memiliki tiga atau lebih asam amino basa pada

posisi 113-116 dan asam amino fenilalanin pada

posisi 117. Susunan asam amino pada ketiga

isolat tersebut mendukung hasil analisis

filogenetik, bahwa isolat tersebut termasuk isolat

yang virulen atau genotipe VII. Sementara itu,

dua isolat T1/ARP/2014   dan K1/ARP/2014

susunan asam amino di situs-situs penyibakan

protein F- nya adalah  112GRQGRL117 motif asam

amino  basa tunggal  dengan leusin (L117) pada

N terminalnya khas untuk APMV-1 yang

bersifat avirulen.  Hasil analisis asam amino

memperkuat bahwa kedua isolat tersebut

memang isolat avirulen satu kelompok dengan

galur virus vaksin LaSota yang tergolong pada

genotipe II (Gambar 1).

Berdasarkan hasil penelitian ini, ada

fenomena menarik yang perlu mendapat

perhatian,  yaitu isolat T1 dan K1 yang diisolasi

dari ayam ras petelur susunan nukleotidanya

sangat mirip dengan virus LaSota, yaitu virus

galur avirulen yang digunakan untuk vaksin.

Tampak jelas  dalam pohon filogenetik, bahwa

isolat yang diisolasi dari ayam ras petelur ini

berada satu clade dengan virus vaksin (Gambar

1). Mengingat sifat alami virus RNA yang

tingkat mutasinya tinggi, dan adanya peluang

untuk terjadinya evolusi virus akibat

rekombinasi gen antara genotipe II dan VII (Qin

et al., 2008), maka  menarik untuk diteliti lebih

lanjut apakah fragmen gen lainnya juga satu

clade dengan  galur vaksin, ataukah isolat

tersebut sebenarnya merupakan revertan dari

galur vaksin. Adanya perbedaan jarak genetik

yang cukup jauh antara virus lapang dengan

virus vaksin akan memengaruhi keberhasilan

vaksinasi. Keberhasilan vaksinasi sangat

ditentukan oleh pengenalan antibodi terhadap

virus lapang pascavaksinasi. Pengenalan

antibodi dipengaruhi oleh homologi virus vaksin

dengan virus lapang (Hughes, 2009; Perozo et

al., 2012).  Untuk mengetahui kemungkinan

adanya rekombinasi antar gen virus ganas

dengan virus vaksin maka sekuen genom

lengkap kedua isolat tersebut harus dilakukan.

Keanekaragaman virus ND (antigenik,

patogenisitas, dan genetik) perlu dikaji untuk

menjawab kenapa kasus ND selalu saja muncul?

Gambar 1. Hubungan filogenetik antara isolat avian paramyxovirus tipe-1 yang diisolasi dari kasus

yang diduga ND pada ayam pada tahun 2014 di Bali. Analisis menggunakan sekuen

nukleotida pada fragmen gen F. Filogram dibuat dengan program UPGMA dari

MEGA 4.
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Padahal vaksinasi sudah dilakukan secara

teratur kalau secara antigenik virus ND

beragam, dan kekebalan yang diinduksi oleh

vaksin tidak mampu menetralkan virus ND di

lapangan,  berarti perlu upaya baru untuk

pengembangan vaksin.

SIMPULAN

Isolat APMV-1 yang disiolasi dari kasus

penyakit ND pada ayam sepanjang tahun 2014

disebabkan oleh isolat virulen dan yang

tergolong ke dalam genotipe VII serta memiliki

jarak genetik yang berkisar antara 8-11% , jika

dibandingkan dengan isolat virulen Bali-1/07

yang diisolasi pada tahun 2007. Ditemukan dua

isolat yang tergolong dalam isolat avirulen

dengan jarak genetik 20,1% jika dibandingkan

dengan sekuen isolat Bali-1/07

SARAN

Mengingat adanya perbedaan jarak genetik

yang cukup jauh antara virus lapang dengan

virus vaksin ND yang akan memengaruhi

keberhasilan vaksinasi maka penelitian tentang
keragaman genetik virus yang bersirkulasi di

lapangan perlu secara berkala dilakukan.

Isolat T1/ARP/2014 dan K1/ARP/2014

memiliki sekuen sama dengan virus vaksin pada

fragmen gen F, maka  menarik untuk diteliti

lebih lanjut apakah fragmen gen lainnya juga

satu clade dengan  galur vaksin, ataukah isolat

tersebut sebenarnya merupakan revertan dari

galur vaksin.
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