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ABSTRAK

Virus flu burung subtipe H5N1 sangat ganas dan mematikan pada unggas. Virus tersebut di
Indonesia masih mewabah dengan tingkat virulensi yang rendah, meskipun tetap mengakibatkan tingkat
morbiditas dan mortalitas tinggi. Pada umumnya, untuk mendiagnosis flu burung pada unggas, ditentukan
berdasarkan pada uji serologi konvensional dan isolasi virus yang membutuhkan waktu relatif lama dan
biaya relatif mahal. Tujuan penelitian ini adalah untuk melakukan pendekatan molekuler multiplex
reverse transcription-polymerase chain reaction (nRT-PCR) yang mampu mengamplifikasi lebih dari satu
molekul dalam satu reaksi, dikembangkan dan diaplikasikan untuk mendeteksi gen matriks (M), subtipe
H5, dan N1 virus flu burung pada ayam komersial. Sebanyak 30 sampel sera unggas komersial yang
pada pemeriksaan awal dengan reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) adalah positif
gen matriks (M) virus flu burung dengan subtipe H5 dan N1 digunakan untuk deteksi flu burung subtipe
H5N1dengan teknik mRT-PCR. Produk mRT-PCR diamati dengan elektroforesis gel agarosa dan terdiri
dari fragmen-fragmen pita DNA virus flu burung 245 bp untuk gen matriks (M), 545 bp untuk gen H5 dan
343 bp untuk gen N1.Dengan demikian, berdasarkan hasil penelitian ini, mRT-PCR, dapat membedakan
antara gen-gen virus flu burung, sekaligus sangat penting untuk diaplikasikan dalam kontrol dan bahkan
eradikasi penyebaran wabah flu burung di Indonesia.

Kata-kata kunci: mRT-PCR, subtipe H5N1, ayam komersial, 545 bp gen H5, 343 bp gen N1.

ABSTRACT

Avian influenza virus subtype H5N1 (AIV H5N1) is highly pathogenic and fatal in poultry. The virus
is still endemic with low virulence rate, although it may play a critical role in causing high morbidity and
mortality rates in poultry in Indonesia. In general, diagnostic approach for ATV H5N1 is based on
conventional serological and viral isolation methods that have the potential to produce consumings of
time and relatively expensive cost within the laboratory without compromising test utility. Thus, a
molecular approach of multiplex reverse transcription-polymerase chain reaction (nRT-PCR) was developed
and applied for the detection of matrix gene type A influenza viruses, AIV subtype subtype H5
hemagglutinin gene with simultaneous detection of N1 nucleoprotein gene. Thirty sera specimens from
the diseased commercial chickens that were specifically amplified positive-RT-PCR for AIV H5N1 were
selected for mRT-PCR. The mRT-PCR products were visualized by agarose gel electrophoresis and consisted
of DNA fragments of AIV of 245 bp, 545 bp and 343 bp for M, H5 and N1 genes, respectively. Thus, the
mRT-PCR that can rapidly differentiate simultaneously between these genes is very important for the
control and even eradication of AIV transmission in poultry in Indonesia.

Key words: mRT-PCR, subtype H5N1, commercial chickens, 545 bp gen H5, 343 bp gen N1
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PENDAHULUAN

Virus flu burung H5N1 mewabah pada
unggas di Indonesia sejak tahun 2003
(Wuryastuti dan Wasito, 2003), dan juga negara-
negara Asia sejak tahun 2004 ( Webster et al.,
2006) yang mengakibatkan kerugian ekonomi
yang tingi di dunia perunggasan. Virus flu
burung H5N1 mempunyai sifat biologi yang
memungkinkan wabah flu burung tersebut
dapat meluas mengenai berbagali macam
unggas, sangat merugikan industri peternakan
unggas karena angka mortalitas yang tinggi (30-
70%), terus menerus mengalami mutasi yang
mengakibatkan keganasannya semakin
meningkat, dan resisten terhadap senyawa
terapeutik. Flu burung H5N1 merupakan
ancaman yang serius bagi dunia peternakan
unggas di Indonesia jika tidak segera
ditanggulangi secara profesional, tepat dan
terarah. Kejadian flu burung pada unggas di
Indonesia tahun 2013 bersifat patogenik rendah
dengan gejala klinis kekurusan, bulu kotor,
terjadi torticolis, dan curled toe paralysis. Pada
pemeriksaan patologi anatomi, paru-paru
mengalami pembengkakan berwarna merah
muda keputihan disertai dengan bintik-bintik
darah. Pada pemeriksaan serologi dan molekuler
reverse transcriptase-polymerase chain reaction
(RT-PCR) sera dan paru-paru unggas tersebut
ternyata positif flu burung H5N1 (Wuryastuti
dan Wasito, 2011; 2013). Virus flu burung
subtipe H5N1 termasuk dalam famili
Orthomyxoviridae, dan berdasarkan
glikoprotein transmembran terdiri dari
hemagglutinin (HA, H) yang mempunyai 16
subtipe serologi (H1-H16), dan neuraminidase
(NA, N) yang mempunyai sembilan subtipe
serologi (N1-N9) (Veselinovic, 2007, WHO, 2007;
Paek et al., 2010).

Multiplex reverse transcriptase-polymerase
chain reaction (mRT-PCR) merupakan
modifikasi RT-PCR sehingga mampu mende-
teksi delesi atau duplikasi gen yang besar secara
cepat. Dalam proses uji molekuler tersebut,
mRT-PCR mengamplifikasi sampel DNA genom
menggunakan lebih dari satu pasang primer
dan polimerase DNA yang dimediasi oleh suhu
pada mesin PCR. Dengan demikian, mRT-PCR
mampu memvisualisasi lebih dari satu macam
mikroorganisme patogenik sasaran dalam satu
reaksi. Adanya kemampuan mRT-PCR
mengamplifikasi beberapa gen pada saat
bersamaan, membuat waktu dan bahan kimia
yang digunakan dapat dihemat, tanpa
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mengurangi akurasi hasil uji (Edwards dan
Gibbs, 1994; Elnifro et al., 2000). Tujuan
penelitian ini adalah melakukan pendekatan
molekuler mRT-PCR yang mampu mengam-
plifikasi lebih dari satu molekul dalam satu
reaksi dikembangkan dan diaplikasikan untuk
mendeteksi gen matriks (M), subtipe H5, dan
N1 virus flu burung pada ayam komersial. Pada
penelitian ini, telah berhasil dikembangkan dan
diaplikasikan uji mRT-PCR untuk deteksi H5N1
yang berasal dari ayam komersial.

METODE PENELITIAN

Pada penelitian ini digunakan 30 sampel
sera yang berasal dari ayam komersial yang
sakit dengan gejala klinis berkurangnya nafsu
makan, kekurusan, dan bulu kusam. Sera
tersebut, pada pemeriksaan awal dengan RT-
PCR menunjukkan hasil positif menderita flu
burung subtipe H5N1. Selanjutnya, sampel sera
dengan RT-PCR positif flu burung subtipe H5N1
tersebut digunakan untuk pengembangan dan
pengaplikasian uji molekuler mRT-PCR.

Prosedur Ekstraksi RNA

RNA genom virus pada sampel sera
diekstraksi dengan menggunakan high pure
viral nucleic acid kit (Roche). Sebanyak 200 uL
serum dipipet ke dalam tabung Eppendorf
berukuran 1,5 mL. Ke dalam tabung tersebut
ditambahkan binding buffer 200 pL. yang
dicampur dengan poly A dan larutan proteinase
K 50 uLL dan larutan tersebut divorteks sampai
tercampur. Sesudah divorteks, campuran
larutan diinkubasikan di dalam penangas air
suhu 72°C selama 10 menit. Sesudah inkubasi,
campuran larutan ditambah binding buffer 100
pL dan kemudian dimasukan ke dalam tabung
filter yang dipasang di atas tabung penadah,
disentrifugasi 8.000 rpm selama satu menit.
Sesudah sentrifugasi, flowthrough (filtrat) dan
tabung penadah dibuang dan diganti dengan
tabung penadah baru. Selanjutnya, 500 uL
larutan inhibitor removal buffer ditambahkan
ke dalam tabung filter dan disentrifugasi 8.000
rpm selama satu menit. Setelah sentrifugasi,
filtrat dan tabung penadah dibuang, diganti
tabung penadah baru. Sebanyak 450 pL larutan
pencuci yang mengandung etanol 70%
ditambahkan ke dalam tabung filter dan
kemudian disentrifugasi 8.000 rpm satu menit.
Filtrat dan tabung penadah dibuang lagi.
Tabung filter digabungkan dengan tabung
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penadah baru dan larutan pencuci 450 pL
ditambahkan lagi ke tabung filter dan
disentrifugasi 8.000 rpm satu menit. Filtrat
dibuang, tabung filter-tabung penadah dibiarkan
tetap ada pada sentrifus dan disentrifugasi ulang
1200 rpm selama 30 detik untuk menghilang-
kan larutan pencuci yang tersisa. Tabung filter
ditempatkan pada tabung Eppendorf steril dan
kemudian bufer pengencer 50-75 puL
ditambahkan ke dalam tabung filter. Tabung
tersebut disentrifugasi 8.000 rpm satu menit.
Sentrifugasi 8.000 rpm satu menit diulang sekali
lagi untuk mendapatkan koleksi RNA
maksimal. Tabung filter dibuang dan tabung
Eppendorf yang mengandung RNA disimpan di
dalam freezer (-20°C) sampai digunakan untuk
uji mRT-PCR.

Prosedur Multiplex RT-PCR

Ekstrak RNA dari sampel sera yang telah
diuji dengan teknik RT-PCR terbukti positif gen
matriks (M), H5 dan N1, digunakan sebagai
sampel untuk pengembangan dan aplikasi
teknik mRT-PCR dalam deteksi virus flu burung
subtipe H5N1. Pada penelitian ini, digunakan
tiga pasang primer mRT-PCR yang dikenal
dengan nama mRT-PCR trivalen. Primer-
primer tersebut merupakan primer-primer
yang digunakan untuk mengamplifikasi virus
influenza tipe A, H5, dan H7 dengan cetakan
RNA yang spesifik untuk subtipe hemaglutinin
dan dianalisis dengan perangkat lunak analisis
OLIGO 5 primer. Hasil mRT-PCR dari pasangan
primer yang pertama dicocokkan lagi dengan
pasangan primer ke-dua yang mengamplifikasi
gen matriks (M), dan gen H5 dan N1. Untaian-
untaian basa pasangan primer untuk virus
influenza tipe A, H5, dan N1 yang digunakan
untuk uji mRT-PCR diperoleh dari data
publikasi untaian basa pasangan primer yang
digunakan untuk uji mRT-PCR (Webster dan
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Kawaoka, 1987; Ng et al., 2006). Primer
oligonukleotida disintesis secara komersial oleh
Integrated DNA Technologies, Inc. (Tabel 1).
Primer yang telah dilarutkan dengan bufer TE
dibagi dalam beberapa tabung dengan
konsentrasi akhir 20 pMol/uLi dan disimpan
pada suhu -20°C sampai digunakan untuk
analisis mRT-PCR.

Kondisi Amplifikasi

Multiplex RT-PCR yang digunakan dalam
penelitian ini merupakan prosedur satu langkah
yang terdiri dari transkripsi balik dan
amplifikasi PCR dalam satu tabung. Untuk
tujuan tersebut digunakan Superscript I1I One-
Step RT-PCR kit dengan Platinum Taq DNA
Polymerase yang tersedia secara komersial
(Invitrogen). Pada setiap tabung PCR
dimasukkan 25 pL 2x Reaction Mix yang
mengandung bufer untuk transkripsi balik dan
PCR, deoksiribonukleotida trifosfat dan larutan
penstabil, 2,5 u. Mg*™, 1 uL setiap primer [20
pMol], 2 uL. RT/Platinum Taq mix, 5 pL RNA
AIV dan air bebas nuklease sampai total volume
akhir dalam satu tabung berjumlah 50 pL.
Amplifikasi mRT-PCR dikerjakan di dalam
mesin thermocycler dengan kondisi putaran
sebagai berikut: sintesis cDNA pada temperatur
50°C selama 30 menit, denaturasi awal pada
temperatur 98°C selama 30 detik kemudian 35
putaran yang setiap putaran terdiri dari
denaturasi pada temperatur 98°C selama 10
detik, annealing pada temperatur 52°C selama
30 detik dan ekstensi pada temperatur 72°C
selama 30 detik, diikuti dengan ekstensi akhir
pada temperatur 72°C selama 10 menit.

Produk amplifikasi c¢DNA divisualisasi
menggunakan 1,5% agarose gel dengan
ethidium bromide dan menggunakan DNA
marker 100 bp (Vivantis) pada 100 v selama 25
menit. Hasil amplifikasi yang telah diwarnai

Tabel 1. Untaian basa primer untuk multiplex reverse transcriptase-polymerase chain reaction

(mRT-PCR).
No. Target Gen Untaian Primer Produk
PCR (bp)

1. Gen Matrix MF: 5-CTT CTAACC GAG GTC GAAACG -3 245
MR: 5-AGG GCATTT TGG ACAAAK CGT CTA-3

2. GenHb5 H5F: 5-ACA CAT GCY CAR GACATACT -3 545
H5R: 5-CTY TGR TTY AGT GTT GAT GT-3

3. GenNl1 N1F: 5-TGA AGT ACAATG GCATAATAACWGACAC-3 343

N1R: 5-CACTGC ATATAT ATC CTATTT GAT ACT CC-3
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dengan ethidium bromide difoto dengan
menggunakan Gel Logic 100 Imaging System.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Virus influenza diklasifikasikan menjadi
tipe A, B, dan C. Berdasarkan sifat antigenik
dua glikoprotein permukaan hemaglutin (HA
atau H) dan neuraminidase (NA atau N), virus
influenza A (flu burung) diklasifikasikan
menjadi beberapa subtipe yang berbeda. Sampai
saat ini, telah berhasil diidentifikasi subtipe 16
H dan 9 N (Berinstein et al., 2002; Fouchier et al.,
2005). Semua subtipe virus influenza A ditemukan
pada unggas (Alexander, 2000). Meskipun
demikian, dari 16 subtipe H, hanya subtipe H5
dan H7 yang bersifat sangat virulen pada unggas.

Diagnosis infeksi virus influenza A
dilakukan secara rutin dengan cara identifikasi
danisolasi virus, sedangkan untuk diferensiasi
subtipe virus influenza dengan serotiping
dibutuhkan banyak tenaga dan waktu yang
relatif lama. Meskipun teknik RT-PCR satu
reaksi (one step RT-PCR) telah digunakan untuk
deteksi dan diferensiasi subtipe virus flu burung
pada unggas, one step RT-PCR hanya mengenal
satu subtipe spesifik dalam satu waktu
pengerjaan (Stockton et al., 1999; Saberfar et
al., 2000), seperti yang terlihat pada hasil
penelitian ini (Gambar 1). Teknik mRT-PCR
telah dilaporkan untuk deteksi virus flu burung
H5 dan H9 (Saberfar et al., 2007).

Pada penelitian ini, telah berhasil
dikembangkan dan diaplikasikan metode mRT-
PCR yang mampu mendeteksi gen matriks (M)
virus flu burung tipe A dan pada saat yang sama
(secara simultan) mendeteksi subtipe
hemaglutin H5 dan N1. Pita DNA gen matriks
(M), H5, dan N1 teramplifikasi positif secara
jelas, masing-masing pada posisi 245 bp untuk
gen M, 545 bp untuk gen H5, dan 343 bp
untuk gen N1 (Gambar 2). Virus flu burung
H5N1 adalah sangat penting karena kega-
nasannya mampu menimbulkan kerugian
ekonomi yang sangat besar di dunia peternakan
unggas (Guo et al., 1999; Alexander, 2000; Tran
et al., 2004) sehingga metode pemeriksaan
secara cepat dan sekaligus mampu mengiden-
tifikasi gen M, H5, dan N1, seperti halnya mRT-
PCR perlu diaplikasikan dalam rangka program
rutin kontrol, pengendalian dan bahkan
eradikasi wabah flu burung (Ellis dan Zambon,
2001; Spackman et al., 2002), terutama di
Indonesia.
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545 bp
343 bp
245 bp

Gambar 1. Hasil amplifikasi RNA virus flu
burung yang diekstraksi dari sera
ayam komersial dengan metode one
step RT-PCR. Lane 1: DNA marker
100 bp; Lane 2: Gen M (245 bp); Lane
3: Gen H5 (545 bp); Lane 4: Gen N1
(343 bp).

545 bp HS
343 bp N1

245 bp M

Gambar 2. Hasil amplifikasi RNA virus flu
burung yang diekstraksi dari sera
ayam komersial dengan metode one
step RT-PCR dan multiplex RT-PCR.
Hasil one step RT-PCR: Lane 1.
Kontrol negatif dan Lane 2-4.
Kontrol positif, masing-masing
untuk gen M (245 bp), gen H5 (545
bp) dan gen N1 (343 bp). Lane 5.
DNA marker 100 bp. Hasil multiplex
RT-PCR positif virus flu burung:
Lane 6-8, masing-masing untuk gen
M (245 bp), gen H5 (545 bp) dan gen
N1 (343 bp).
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Beberapa laporan membuktikan, bahwa
mRT-PCR mampu diaplikasikan untuk
mendeteksi virus influenza A pada spesimen
jaringan unggas pada kasus-kasus di lapangan
(Liolios et al., 2001; Chen et al., 2008; Rashid et
al., 2009; Saberfar et al., 2007).

Tetapi, hasil penelitian ini merupakan
pertama kali laporan yang menggunakan
spesimen sera untuk optimasi mRT-PCR yang
secara simultan mampu mendeteksi gen M virus
flu burung tipe A bersama-sama dengan subtipe
H5 dan N1. Teknik mRT-PCR mampu
mendeteksi gen M, H5, dan N1 pada semua
sampel sera (100%). Hal ini membuktikan, virus
influenza A subtipe H5N1 pada ayam komersial
yang berumur 5-32 hari mengalami viremia
pada saat diambil darah dari jantung.

SIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian ini,
disimpulkan bahwa kebaruan (novelty) teknik
mRT-PCR yang telah dikembangkan untuk
mendeteksi virus flu burung menghemat waktu
karena mampu mendeteksi flu burung subtipe
H5N1 dalam satu reaksi sekaligus, dan
biayanya lebih murah.

SARAN

Teknik mRT-PCR yang merupakan hasil
penelitian ini, perlu diaplikasikan dalam rangka
program rutin kontrol, pengendalian dan
bahkan eradikasi wabah flu burung di Indonesia.
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