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Abstrak 
Newcastle disease (ND) merupakan penyakit kontagius yang disebabkan virus Avian 

paramyxovirus serotype 1 yang menginfeksi bangsa unggas. Penelitian ini bertujuan untuk menganalisis 

pohon filogeni berdasarkan sekuan gen daerah pemotonan protein fusion dari virus ND pada peternakan 

ayam di provinsi Bali dari tahun 2013 sampai 2014. Sebanyak empat isolat virus dari kasus ayam 

sakit/mati yang dicurigai terinfeksi oleh virus Newcastle disease. Sekuen potongan gen F disejajarkan 

dan dianalisis dengan program MEGA5. Analisis sekuen asam amino daerah pemotongan protein F 

keempat isolat memiliki sekuen 112R-R-Q-K-R-F117 dan dilanjutkan dengan analisis pohom filogeni 

yang menunjukan bahwa keempat isolat merupakan virus Newcastle disease yang virulen. Penelitian 

ini menunjukan bahwa keempat isolat lapang Bali tahun 2013 sampai 2014 masuk ke dalam kelompok 

virus Newcastle disease genotipe VII.  

Kata kunci: virus Newcastle disease; genotipe VII; sekuen; filogeni. 

Abstract 
Newcastle disease is a contagious disease caused by the Avian paramyxovirus serotype 1 virus, 

which infected the poultry. The aims of this study were conducted to phylogenetic analysis of the 

fusion protein cleavage site of Newcastle disease virus found in a chicken farm in the province of Bali 

throughout the year 2013 to 2014. There are four isolates from sick chicken’s cases/death suspected of 

being infected by the Newcastle disease virus. The sequence of the protein fusion was aligned and edited 

using MEGA5. The amino acid sequence of the F cleavage site of all isolates was 112R-R-Q-K-R-F117 

and analysis of phylogeny tree, which justified that all four are virulent of Newcastle disease virus. It 

is concluded that four Bali isolates in 2013 to 2014 under this study are Newcastle disease virus of 

genotype VII.  

Keywords: Newcastle disease virus; genotype VII; sequence; phylogeny. 

 

PENDAHULUAN 

Newcastle disease (ND) merupakan 

penyakit pada bangsa unggas yang 

disebabkan oleh virus yang sangat 

kontagius. Penyakit ND berdampak secara 

signifiakan terhadap perekonomian karena 

menyebabkan penurunan produksi pada 

peternakan ayam dan kematian yang tinggi  

(Piacenti et al, 2006; Dortmans, 2011). 

Penyakit ini yang dalam bahasa jawa 

disebut juga dengan penyakit tetelo bersifat 

endemik di seluruh peternakan Indonesia 

(Saepulloh dan Darminto, 2005). Vaksinasi 

merupakan program utama pengendalian 

penyakit ND.  Outbreak penyakit ND tetap 

mengancam peternakan unggas di 

Indonesia.  

 Avian paramyxovirus serotype 1 

(APMV-1) merupakan virus penyebab 
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penyakit ND. Virus ini berasal dari ordo 

Mononegavirales famili Paramyxoviridae 

(ICTV, 2013). Virus Avian paramyxovirus 

serotype 1 memiliki genom RNA berserat 

tunggal, dengan panjang ± 15.200 

nukleotida (nt) dan berpolarisasi negatif. 

Materi genetik tersebut menyandi protein 

struktural (Alexander, 1987). Protein F 

merupakan protein struktural yang 

menyusun daerah amplop virus.  

 Avian paramyxovirus serotype 1 

menginfeksi sebagian besar bangsa unggas. 

Berdasarkan derajat tingkat kesakitan dan 

kematian pada ayam virus ND menjadi lima 

subtipe yaitu : tipe velogenik viscerotropik, 

tipe velogenik neurotropik, tipe mesogenik, 

tipe lentogenik, tipe asimptomatik enterik 

(Lee et al., 2008). Virulensi virus ND dapat 

ditentukan berdasarkan analisis secara 

molekuler terhadap sekuen gen penyandi 

protein F (Putra dan Adi, 2016).  

Virus ND memiliki amplop tersusun 

atas protein F dan HN yang berperan dalam 

proses replikasi virus (Rell et al., 2015). 

Secara khusus protein F adalah protein 

sebagai penentu penetrasi partikel virus ke 

dalam sel terinfeksi (Glickman et al., 1988; 

Morrison, 2003). Protein F memiliki bagian 

yang disebut daerah pemotongan (cleavage 

sites). Cleavage sites merupakan daerah 

yang sangat mempengaruhi proses infeksi 

virus. Gen penyandi daerah pemotongan 

tersebut menetukan virulensi virus (Yusoff 

dan Tan, 2001)  

Sekuen gen penyandi daerah 

pemotongan protein F isolat Bali tahun 

2013 sampai 2014 dianalisis untuk 

mengetahui hubungan kekerabatan virus 

ND isolat lapang secara molekuler dengan 

beberapa genotipe virus ND dikaji sebagai 

dasar dalam pemelihan bibit vaksin 

terutama dalam pembuatan vaksin isolat 

lapang.  

 

METODE PENELITIAN 

Sampel Penelitian 

Sampel berupa ayam sakit atau mati 

yang diduga berasal dari kasus infeksi virus 

ND. Keempat virus ND isolat Bali pada 

tahun 2013–2014 diberi kode yaitu 

VND/ayam/lokal/Badung/Bali/2013, 

VND/ayam/ras/Klungkung/Bali/2014, 

VND/ayam/ras/Tabanan1/Bali/2014, 

danVND/ayam/ras/Tabanan2/Bali/2014.    

Isolasi dan Propagasi  

Keempat sampel virus ND isolat Bali 

diprogasi pada telur ayam bertunas umur 9 

sampai 10 hari melalui ruang alantois. 

Setelah embrio mati, cairan inokulum diuji 

dengan uji hemaglutinasi (HA) dan 

hambatan hemaglutinasi (HI) untuk 

mengetahui ada tidanya virus.  

Isolasi RNA Virus  

Cairan alantois embrio diekstrak untuk 

memperoleh Asam inti ribonucleic acid 

(RNA) virus ND, dengan metode Trizol. 

Sebanyak 250 µl caiaran alantois 

ditambahkan dengan 750 µl Trizol. Setalah 

divorteks selama beberapa saat kemudian 

diinkubasi pada suhu kamar selama 5 

menit. Campuran kemudian ditambahkan 

200 µl kloroform dan divorteks, kemudian 

didiamkan selama 15 menit. Campuran 

tersebut disentrifuga selama 15 menit 

dengan kecepatan 12.000 rpm. aqueus 

dipindahkan  dan ditambahkan isopropil 

alkohol sebanyak 500  µl. Campuran 

diinkubasi pada suhu kamar selama 10 

menit dan disentrifuse pada 12.000 rcf 

selama 10 menit dan supernatan dibuang. 

Pelet dicuci dengan alkohol 70% sebanyak 

1000 µl dan disentrifuse dengan kecepatan 

7.500 rcf selama 5 menit. Supernatan 

dibuang, RNA dikeringkan dan 

disuspensikan dalam akuades yang tidak 

mengandung dari enzim RNAse (diethyl 

pyro carbonat treated water). 

Amplifikasi  

Sepasang primer digunakan untuk 

mengamplifikasi daerah pemotongan 

protein F pada posisi asam nukleotida 

4661-5016 dengan panjang pita 316 bp 

pada mesin reverse transcriptase – 

polymerase chain reaction (RT-PCR) 

standar dengan sekun primer depan 

(FNDFP:GCAGCTGCAGGGATTGTGGT) 

dan primer belakang 
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(FNDBP:TCTTTGAGCAGGAGGATGTT) 

(Nathakumar et al., 2000 dalam Adi et al., 

2010). Adapun komposisi dan kondisi 

proses RT-PCR dilakukan dengan cara 

sebagai berikut : tabung eppendorf steril 

diisi dengan R-mix (dNTP, MgSO4 dan 

buffer) sebanyak 5 µl, primer depan dan 

primer belakang sebanyak 0,6 µl, enzim 

SuperScripTM III onestep RT-PCR System 

with Platinum® Tag DNA Polymerase 

(Invitrogen) 0,25 µl, aquabides 2,55 µl serta 

RNA virus sebanyak 1 µl. Tabung 

Eppendorf tersebut kemudian dimasukkan 

dalam mesin RT-PCR dan diprogram 

sebagai berikut : pembalikan RNA menjadi 

cDNA pada suhu 50°C selama 1 jam, pre-

denaturasi pada suhu 95°C selama 7 menit 

dan denaturasi 94°C  selama 45 detik. 

dilanjutkan proses anneling pada suhu 

52°C selama 45 detik dan tahap extension 

pada suhu 72°C selama 1 menit. Setiap 

tahap diulangi sebanyak 39 kali. Tahap 

terakhir penyempurnaan kerja enzim pada 

suhu 72°C selama 5 menit. 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) serta 

disekuensing. 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Hasil 

Sampel berasal dari beberapa kasus 

yang diduga mati karena terinfeksi penyakit 

ND dari beberapa tempat di Pulau Bali. 

Virus ND diisolasi dan dipropagasi pada 

telur ayam bertunas (TAB) dengan titer 

pada uji Ha berkisar 25 – 29 (tabel 1 dan 

gambar 1a) dan telah dikonfirmasi dengan 

uji HI, positif ND (gambar 1b). Virus yang 

dapat menghemaglutinasi sel darrah merah 

ayam adalah virus avian influenza dan 

newcastle disease (OIE, 2012; Kencana, 

2012). Titer Ha dari masing - masing  isolat 

berkisar 25-29 (Gambar 1a). adanya 

maternal antibodi embrio pada masing-

masing pada TAB mempengaruhi titer 

virus. Kegenasan tipe virus ND 

mempengaruhi yang diinokulasi pada TAB 

dapat mempengaruhi waktu kematian 

embrio pada TAB dan titer virus (Absalon 

et al., 2012; Wicaksana et al., 2019).  

 

 
 

Uji Rapid HI digunakan untuk 

mengkonfrimasi virus penyebab yang 

menghemagltuininasi sel darah merah 

ayam. Terjadi reaksi pengikatan hiperium 

serum ND terhadap antigenik virus ND 

(Jacobson, 1998). Antigenik virus ND yang 

melakukan pengikatan dengan serum ND 

adalah protein hemaglutinin-neuraminidase 

(HN). Protein tersebut berperan dalam 

pengikatan virus ND dengan asam sialat 

sehingga proses hemagltunasi sel darah 

merah ayam dapat terjadi. Protein HN 

merupakan protein struktural dan bertindak 

sebagai pengikat reseptor pada sel terget 

(Rell et al., 2015; Jin et al., 2017). 
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Gambar 1. Identifkasi virus ND dari cairan alantois terinfeksi uji serologis. a: uji 

hemaglutinasi (HA), gambar diambil dari bawah mikroplat, lajur (+): kontrol positif, lajur 

SDM : kontrol  sel darah merah. b: uji hambatan hemaglutinasi (HI), gambar diambil dari 

bawah mirkoplat. lajur K (+/-): kontrol positif (atas)/ kontrol negatif (bawah). Baris sAI (1-4): 

sumuran  hiperimun serum AI. Baris sND (1-4) : sumuran hiperimun serum ND. 

 
Gambar 2. Identifkasi virus ND dari cairan alantois terinfeksi (infected allantoic fluids)  dengan 

uji serologis. a: uji hemaglutinasi (HA), gambar diambil dari bawah mikroplat, lajur (+): 

kontrol positif, lajur SDM : kontrol  sel darah merah. b: uji hambatan hemaglutinasi (HI), 

gambar diambildari bawah mirkoplat.lajurK (+/-): kontrol positif (atas)/ kontrol negatif 

(bawah). Baris sAI (1-4): sumuran  hiperimun serum AI. Baris sND (1-4) : sumuran hiperimun 

serum ND. 

 

Hasil isolasi RNA yang dilanjutkan 

dengan identifikasi protein Fusion dengan 

reaksi RT-PCR, menggunakan sepasang 

primer.  Pasangan primer yang digunakan 

mengamplifikasi pada posisi nukleotida 

4661-5016 yang merupakan daerah 

pemotongan  (cleavage site) dengan produk 

16 bp. Produk RT-PCR disekuensing untuk 

mengetahui sekuen daerah pemotongan. 

Virulensi VND dapat ditentukan secara 

molekuler berdasarkan sekuen daerah 

pemotongan (de Leeuw et al., 2003; 2005; 

Fernandes et al., 2014).  
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Hasil Sekuensing produk RT-PCR 

keempat isolat virus ND isolat diperoleh 

sekuen nukleotida yang menyandi daerah 

pemotongan yang menentukan virus ND 

tersebut virulen atau avirulen yang 

ditranslasi menggunakan Alignment 

Explorer-TranslatedProtein Sequences 

Mega5 (Tamura et al., 2011). Berdasarkan 

sekuen asam amino keempat isolat virus 

ND tersebut menunjukkan bahwa semua 

isolat termasuk virus ND virulen dengan 

asam amino daerah pemotongan yang 

multibasik 112R-R-Q-K-R-F117. Sesuai 

penelitian Otim et al. (2013) meneyatakan 

sekuen daerah pemotongan 112R/K-R-Q-

K/R-R-F117 merupakan virus ND virulen. 

Sedangkan virus ND avirulen memiliki 

sekuen daerah pemotongan 112G/E-K/R-Q-

G/E-R-L117 (Collins et al., 1993; de Leeuw 

et al., 2005). Sekuen daerah pemotongan 

keempat virus ND isolat lapang tersebut 

sesuai dengan beberapa laporan penelitian 

yang  menyatakan bahwa sekuen daerah 

pemotongan 112R-R-Q-K-R-F117 spesifik 

ditemukan pada virus ND virulen (Adi et 

al., 2010; Putra et al., 2016). Keempat 

isolat virus ND tersebut memiliki sekuen 

daerah pemotongan 112R-R-Q-K-R-F117, 

sehingga dikelompokan ke dalam virus ND 

yang virulen.

 
Gambar 3. Pohon filogenetik dari VND berdasarkan sekuen nukleotida gen penyandi protein 

F pada posisi 4673-4918 (245 bp). Pohon filogenetik dianalisis menggunakan Neighbor-

Joining Tree Method dari Mega5. Skala di bawah pohon menunjukan ukuran jarak antar 

sekuen. (G.7): cabang isolate yang termasuk ke dalam VND  genotip VII. (V) : cabang virus 

vaksin. Cabang keempat VND isolat lapang ditandai dengan garis tebal. 

http://link.springer.com/search?facet-author=%22M.+S.+Collins%22
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Daerah pemotongan merupakan daerah 

protein F yang berperan untuk penetrasi 

virus ND ke dalam sel selama proses infeksi 

yang ditentukan oleh enzim mirip protease 

yang terdapat pada masing-masing sel. 

Virus ND yang memiliki sekuen daerah 

pemotongan monobasik (112G/E-K/R-Q-

G/E-R-L117) dipotong oleh enzim triptase 

yang hanya terdapat di daerah pernapasan 

dan pencernaan. Daerah ini yang 

menyebabkan virus ND avirulen (misanya: 

La Sota) hanya menimbulkan pendarahan 

lokal pada saluran pernapasan dan penyakit 

yang bersifat kronis pada unggas yang 

terinfeksi. Sedangkan virus ND yang 

memiliki sekuen daerah pemotongan 

multibasik (112R/K-R-Q-K/R-R-F117) 

dipotong oleh enzim protease kelompok 

furin (furin-like proteases) yang terdapat 

pada semua sel. Virus ND virulen yang 

memiliki daerah pemotongan multibasik 

dapat menginfeksi secara sistemik dan 

menimbulkan kematian pada unggas yang 

terinfeksi dalam waktu yang relatif cepat   

(Shengqing et al., 2002). 

Infeksi VND virulen khususnya tipe 

velogenik menimbulkan pendarahan pada 

banyak organ mulai dari pendarahan pada 

saluran pencernaan (VND velogenik 

viscerotropik) atau saluran pernapasan 

(VND velogenik neurotropik) pada awal 

infeksi (replikasi primer) sampai 

pendarahan pada organ penting lainnya 

seperti pada ginjal, pankreas, jantung, hati 

dan otak (Kim et al., 2011; Putra dan Adi, 

2016). Virus ND velogenik dapat 

menimbulkan morbiditas dan mortalitas 

yang cukup tinggi pada suatu peternakan 

unggas walaupun telah divaksin dengan 

vaksin komersial (Gong dan ZhiZhong, 

2011; Absalon et al., 2012). 

pohon filogenetik VND berdasarkan 

sekuen nukleotida protein F mempertegas 

bahwa keempat VND isolat lapang 

merupakan virus yang sangat virulen 

karena termasuk dalam kelompok VND 

genotipe VII (Gambar 3). Virus ND 

genotipe VII adalah VND velogenik yang 

sering outbreak pada peternakan unggas di 

kawasan Eropa, Afrika dan Asia (Aldous et 

al., 2003; Zhang et al., 2011). Hal ini sesuai 

dengan analisis pohon filognetik yang 

menunjukkan bahwa semua isolat 

Indonesia adalah VND genotipe VII. 

Dalam laporan penelitian Adi et al. (2010) 

menyatakan bahwa isolat Bali-1/07 yang 

diisolasi dari outbreak ND di pulau Bali 

termasuk genotipe VII. Namun, keempat 

VND isolat lapang berbeda kluster dengan 

isolat Bali-1/07. Analisis pohon filogenetik 

juga menunjukkan bahwa keempat VND 

isolat lapang lebih dekat dengan VND yang 

berada di luar Bali bahkan lebih dekat 

dengan isolat NDV MM20/Pakistan/2011. 

Selain itu, analisis ini memperkuat bahwa 

keempat VND isolat Bali merupakan virus 

ND genotipe VII yang sangat virulen.  

SIMPULAN DAN SARAN 

Simpulan 

Berdasarkan analisis filogenetik 

disimpulkan bahwa keempat virus ND 

isolat Bali tahun 2013 sampai 2014 adalah 

virus ND virulen masuk dalam kelompok 

virus ND genotipe VII.   

Saran 

Perlu dilakukan pemantauan secara 

terus meneerus mengingat virus ND ini 

sangat virulen dan membahayakan. 
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