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ABSTRACT

A research on the isolation and characterization of the Avian Influenza H5N1 subtype field isolate
has been carried out at the BSL-3 Laboratory of PT Sanbio Laboratories, Bogor. The aim of the study was
to prepare a candidate for the H5N1 subtype Avian Influenza virus vaccine. Virus isolates were taken from
field isolates from Bali. A total of seven field H5N1 AI subtypes from Bali were characterized in Bogor. The
isolates were: isolate 3A, isolate 4A, isolate 9C, isolate 10 A, isolate 10 C, isolate P65, isolate P67. The
passage of isolates was carried out on 9-day-old embryonic Specific Pathogenic (SPF) chicken eggs by
injecting 0.1 mL of SPF isolates/eggs through the allantoic cavity. Each isolate was placed in five SPF eggs
and then incubated in an incubator at 37 C and candled every day. Since day 2-4 post inoculation, embryo
death has occurred. The eggs are harvested by their allantoic fluid and tested for haemagglutination
test(HA/HI). The HI test results were confirmed by Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction
(RT-PCR) using the front primer FPHA232_13 (ATTGGTTAYCATGCAAAYAACTCG) and the back primer
BPHA232_597 (GGAAAYATAGGTRGTTGGRTTYTGATAG) The results were five of the seven isolates
were positive AI subtype B5 585 - 581 The five isolates of AI subtype H5N1 were subsequently sequenced,
the results were all positive for AI virus subtype H5N1 clade 2.3.2. Each field isolate was given the name
A / Chicken / Bali3A / GAY / 2019; A / Chicken / Bali9C / GAY / 2019; A / Chicken / BaliA4 / GAY / 2019; A
/ Chicken / Bali10A / GAY / 2016 and A / Chicken / Bali10C / GAY / 2019. One A / Chicken / Bali 9C / GAY
/ 2016 isolate was subsequently repeated 7 times until a stable H5N1 subtype AI virus titer was obtained.
The results of matching with bioinformatics turned out that A / Chicken / Bali 9C / GAY / 2016 isolates had
a kinship of 98.62% with AI subtype H5N1 Banyuwangi, amounting to 98.45% with AI subtype H5N1
Lamongan, amounting to 98.10% with AI-H5N1 Lumajang, 97.58% with AI-H5N1 Kediri, 97.07% with AI-
H5N1 Blitar, 96.72% with AI-H5N1 Denpasar, 96.72% with AI-H5N1 Buleleng and 96.72% with AI-H5N1
Sukoharjo. The conclusion is one of isolate namely A / Chicken / Bali 9C / GAY / 2019 including AI subtype
H5N1 clade 2.3.2, is’t stable at passage on SPF eggs, has a kinship of 96.72% with A / duck / Sukoharjo /
BBVW-1428- 9/2012, the virus content is 106.9 ELD50 so it is potential for vaccine candidates
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ABSTRAK

Penelitian tentang isolasi dan karakterisasi virus Avian Influenza subtipe H5N1 isolat lapang telah
dilakukan di Laboratorium BSL-3 PT Sanbio Laboratories, Bogor.  Tujuan penelitian adalah untuk
menyiapkan kandidat vaksin virus Avian Influenza subtype H5N1. Isolat virus diambil dari  isolat lapang
asal Bali.  Sebanyak tujuh isolat AI subtipe H5N1 lapang asal Bali dikarakterisasi di Bogor.  Isolat–
isolat terseburt adalah: isolat 3A, isolat  4A, isolat 9C, isolat 10 A, isolat 10 C, isolat P65, isolat P67.
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PENDAHULUAN

Penyakit Avian Influenza (AI) mengakibat-
kan kerugian ekonomi yang tinggi pada peter-
nakan unggas karena sangat menular, menye-
bar dengan cepat disertai dengan kematian yang
tinggi pada populasi unggas sehingga dikelom-
pokkan ke dalam penyakit menular strategis
(Kementan.,2013). Berdasarkan atas kegana-
sannya virus AI dikelompokkan menjadi dua
kelompok yakni virus AI yang ganas (Highley
Pathogenic Avian Influenza= HPAI) dan virus
AI yang kurang ganas (Low Pathogenic Avian
Influenza=LPAI).

Virus AI subtipe H5N1 adalah virus yang
ganas dan bersifat zoonosis.  Keganasan virus
dapat diketahui berdasarkan atas hasil uji
filogenetik dan karakterisasi isolat (Cattoli et
al., 2009).  Penelitian yang berkelanjutan
tentang infeksi virus AI subtipe H5N1 penting
dilakukan karena virusnya mudah bermutasi.

Abdel-Moneim et al., (2010) mengatakan
bahwa dengan ditemukannnya virus AI  pada
keledai menandakan bahwa virus AI memiliki
kisaran hospes  yang luas (unggas dan mama-
lia). Hal ini berimplikasi terhadap epidemiologi
virus dan perlunya dilakukan pengawasan yang
sistimatis terhadap AI-H5N1 pada hewan yang
berada disekitar halaman belakang (backyard
farming) terutama untuk daerah endemis.

Pencegahan terhadap penyakit Avian
Influenza baik pada manusia maupun unggas
dilakukan dengan vaksinasi dan hasil vaksinasi

selalu dimonitoring serta dilakukan dengan
pendekatan one health (Kayali et al., 2016).
Kegagalan vaksinasi pada unggas dapat ber-
pengaruh terhadap berkembangnya penyakit  AI
ganas yang dapat menulari manusia. Diagnosis
laboratorium sangat penting dilakukan dalam
penanggulangan dan pemberantasan penyakit
AI meliputi isolasi dan identifikasi virus.

Di Indonesia, penyakit AI subtipe H5N1
pada manusia dikenal juga dengan nama Flu
burung.  Kejadian Luar Biasa (KLB) kasus Flu
burung di Indonesia tahun 2003-2006  terjadi
pula di Kabupaten Tabanan, Bali. Kabupaten
Tabanan merupakan salah satu sentra industri
peternakan ayam di Bali.   Kasus Flu burung
juga pernah di laporkan di Kabupaten Tabanan
pada saat terjadi KLB Flu burung di Indonesia
tahun 2003-2006.  Penyebaran virus AI terjadi
secara kontak langsung maupun tidak langsung
melalui cemaran dari sekreta maupun eksreta
unggas terinfeksi baik itu berupa feses maupun
lewat lendir dari unggas sakit.

Pemerintah telah melakukan pencegahan
dengan membuat vaksin AI subtipe H5N1
disamping juga melakukan program vaksinasi
secara rutin pada unggas baik itu pada peter-
nakan skala industri maupun peternakan rak-
yat.  Meskipun vaksinasi sudah rutin dilakukan
namun kasus AI pada unggas masih ditemukan.
Dikhawatirkan penyebabnya adalah karena
terjadi pergeseran subtipe virus AI yang beredar
di peternakan ayam di Bali sehingga berdampak
pada kegagalan vaksinasi menggunakan vaksin

Pasase isolat dilakukan pada telur ayam Spesific pathogen free (SPF) berembrio umur 9 hari dengan
menyuntikkan masing-masing 0,1 mL isolat/ butir telur SPF  melalui ruang alantois.  Masing-masing
isolat dipasase pada telur lima SPF lalu diinkubasi pada inkubator bersuhu 37 C dan di-candling setiap
hari.  Sejak hari 2-4 post inokulasi terjadi kematian embrio.  Telur dipanen cairan alantoisnya dan diuji
hemaglutinasi (HA/HI).  Hasil uji HI dikonfirmasi dengan Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction
(RT-PCR) menggunakan primer depan FPHA232_13 (ATTGGTTAYCATGCAAAYAACTCG) dan primer
belakang BPHA232_597 (GGAAAYATAGGTRGTTGGRTTYTGATAG) Hasilnya lima dari tujuh isolat
tersebut positif AI subtipe H5N1 dengan panjang basa 585-600 bp. Kelima isolate AI subtipe H5N1
selanjutnya disekuensing, hasilnya semuanya positif virus AI subtipe H5N1 clade 2.3.2. Isolat lapang
masing-masing diberi nama A/Chicken/Bali3A/GAY/2019; A/Chicken/Bali9C/GAY/2019; A/Chicken/BaliA4/
GAY/2019; A/Chicken/Bali10A/GAY/2016 dan A/Chicken/Bali10C/GAY/2019.  Salah satu isolat A/Chicken/
Bali 9C/GAY/2016 selanjutnya dipasase sebanyak 7 kali sampai diperoleh titer virus AI subtipe H5N1
yang  stabil.  Hasil penyepadanan dengan bioinformatika ternyata isolat A/Chicken/Bali 9C/GAY/2016
memiliki kekerabatan 98,62% dengan AI subtipe H5N1 Banyuwangi, sebesar 98,45% dengan AI subtipe
H5N1 Lamongan, sebesar 98,10% dengan AI-H5N1 Lumajang, sebesar 97,58% dengan AI-H5N1 Kediri,
sebesar 97,07% dengan AI-H5N1 Blitar, sebesar 96,72% dengan AI-H5N1 Denpasar, sebesar 96,72%
dengan AI-H5N1 Buleleng dan sebesar 96,72% dengan AI-H5N1 Sukoharjo. Kesimpulannya adalah satu
isolat yakni  A/Chicken/Bali 9C/GAY/2019 termasuk AI subtipe H5N1 clade 2.3.2, bersifat stabil tujuh
kali pasase pada telur SPF, memiliki kekerabatan 96,72% dengan A/duck/Sukoharjo/BBVW-1428-9/
2012, kandungan virus nya 106,9 ELD50 sehingga  berpotensi untuk kandidat vaksin.

Kata-kata kunci:  virus Avian Influenza, H5N1, ayam, isolat lapang asal Bali, karakterisasi
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pipet lalu suspensi virus disimpan dalam tabung
steril dan ditempatkan pada suhu 4 oC.   Uji
HA/HI dilakukan untuk mendapatkan titer
virus tertinggi.

Virus diidentifikasi dengan uji Hema-
glutinasi (HA) teknik mikrotiter yang diawali
dengan cara ditambahkan masing-masing 0,025
mL PBS pada setiap sumuran plat mikro 96
sumuran dengan menggunakan pipet mikro.
Sebanyak 0,025 mL antigen ditambahkan pada
sumuran pertama. Pengenceran dilakukan
berseri seri kelipatan dua dimulai dari sumuran
ke-1 sampai ke-11 dengan menggunakan
mikropipet.  Selanjutnya sebanyak 0,025 ml
PBS ditambahkan ke setiap sumuran plat mikro.
Kemudian 0,025 mL sel darah merah unggas
1% ditambahkan ke dalam setiap sumuran plat
mikro lalu digoyang-goyangkan menggunakan
pengayak mikro selama 15 detik. Plat mikro
dibiarkan selama 30 menit pada suhu ruangan.
Diamati terbentuknya reaksi positif  yang
ditandai dengan adanya bentukan berpasir pada
sumuran plat mikro akibat reaksi
haemaglutinasi.  Pembacaan titer HA dilakukan
dengan memiringkan plat mikro e” 450 dan
penentuan titer HA dari pengenceran antigen
tertinggi yang masih dapat menghaemaglutinasi
sel darah merah 1%.   Hasil uji HA selanjutnya
dibuat menjadi antigen 4 HA unit untuk uji HI.

Uji Hambatan Hemaglutinasi (HI)
digunakan untuk mengidentifikasi isolat virus
AI yang diperoleh.  Sebanyak 0,025 mL PBS
dimasukkan kedalam  setiap sumuran plat
mikro. Sumuran pertama diisi dengan 0,025 mL
serum AI standar  kemudian diencerkan secara
berseri kelipatan dua mulai dari sumuran ke-1
sampai ke-10 dengan pengencer mikro dan dari
sumuran nomor 10 suspensi dibuang sebanyak
0.025 mL. Masing-masing sumuran plat mikro
ditambahkan dengan 0,025 mL antigen 4 unit
HAmulai dari sumuran nomor 1 sampai nomor
11. Plat mikro diayak selama 15 detik dengan
mikroshaker kemudian dibiarkan selama 30
menit pada suhu ruangan. Suspensi sel darah
merah 1% ditambahkan ke dalam sumuran ke-
1 sampai ke-12 sebanyak 0,025 mL lalu diayak
kembali selama 15 detik. Plat mikro dibiarkan
selama 30 menit pada suhu kamar.  Hasil uji
HI dibaca jika pada sumuran nomor 11 sudah
tampak adanya aglutinasi eritrosit dan pada
sumuran nomor 12 terlihat endapan eritrosit.
Titer HI dibaca dengan memiringkan plat mikro
dan melihat ada atau tidak sel darah merah
yang turun (tear-shaped). Titer HI ditentukan
dengan melihat pengenceran serum tertinggi

AI subtipe H5N1.  Selain karena faktor antigen
vaksin,  kegagalan vaksinasi dapat pula dise-
babkan karena kekebalan yang dimiliki ayam
tidak protektif (titer antibodi < 24 HI unit).

Pada ayam yang sakit dengan gejala klinis
AI, deteksi virus dilakukan dengan cara isolasi
swab kloaka dan swab trakea atau dari sampel
organ hewan sakit yang denekropsi.  Isolasi
virus dapat dilakukan pada telur ayam bertunas
umur 9-10 hari.  Identifikasi virus secara secara
serologi dengan uji hemaglutinasi (HA/HI) dan
konfirmasi dengan uji molekular Reverse
Transcriptase Polymerase Chain Reaction (RT-
PCR) untuk mengetahui munculnya virus AI
clade baru karena virus AI mudah mengalami
mutasi (Cattoli et al., 2009).  Untuk memilih
seed vaksin AI perlu dilakukan karakterisasi
dan sekuensing guna mengetahui hubungan
kekerabatan dan homologi virus isolat lapang
dengan virus vaksin yang digunakan di
Indonesia.

Tujuan penelitian  untuk mengetahui sifat
karakteristik isolat virus AI subtype  H5N1
lapang asal Bali yang telah berhasil diisolasi dari
swab kloaka, swab trakea maupun ayam sakit
dari Kabupaten Tabanan, Bali untuk dipilih
menjadi seed  vaksin.

METODE PENELITIAN

Penelitian dilakukan di Lab BSL-3 milik
Perusahaan Vaksin Unggas PT Sanbio
Laboratories, Bogor. Tahapan penelitian meliputi
isolasi dan pasase virus pada telur ayam Spesific
Pathogen Free  (SPF), identifikasi virus dengan
uji serologi HA/HI, uji  Polymerase Chain
Reaction (PCR) dan sekuensing.

Sebanyak sembilan isolat lapang virus AI
subtipe  H5N1 asal Bali dengan kode: isolat 3A,
A4, 9C, 10A, 10C, P65, P67 dipasase pada telur
ayam SPF.  Semua isolat terlebih dahulu
diencerkan dengan larutan NaCl fisiologis
menjadi konsentarsi 10%, lalu masing-masing
isolat diinokulasikan sebanyak 0,2 mL per-butir
pada telur ayam berembrio SPF umur 9 hari,
melalui ruang alantois.  Telur diinkubasikan
pada inkubator bersuhu 37! selama 2 hari dan
di candling setiap hari.  Pada akhir masa
inkubasi semua telur ayam SPF baik yang mati
maupun tidak, disimpan di dalam cool room 2-
4oC selama semalam. Telur dikeluarkan dari
cool room selanjutnya dicuci dengan larutan
desinfektan. Cairan allantois dipanen, kemudian
disentrifuse, supernatannya diambil dengan
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yang masih mampu menghambat aglutinasi
eritrosit.

Setelah isolat teridentifikasi AI secara
serologi lalu konfirmasi dengan RT-PCR untuk
menentukan subtipe virus AI.  Untuk ektraksi
RNA digunakan kit komersial dari Qiagen
dengan Superscript III one Step RT-PCR system
Fouchier et al. (2000),  Primer H5, dan program
RT-PCR yang digunakan sesuai dengan Lee et
al. (2001), sedangkan primer N1 dan program
RT-PCR yang digunakan sesuai dengan Wright
et al. (1995). Apabila sampel tidak dapat diam-
plifikasi dengan primer H5, dan program RT-
PCR dilakukan sesuai dengan Lee et al. (2001),
sampel diuji dengan primer H5, dan program
RT-PCR sesuai dengan Dharmayanti et al.
(2016). Hasil amplifikasi divisualisasi dengan
UV transiluminator untuk didokumentasikan.
Analisis hasil sekuensing dilakukan dengan
Mega 6 untuk mengetahui hubungan keke-
rabatan dan homologi virus AI sampel.

Satu isolat virus AI dengan titer 210 HA unit
dengan kode 9C diberi nama isolat A/Chicken/
Bali 9C/GAY/2019, selanjutnya dipasase pada
telur ayam SPF sampai diperoleh titer virus
yang stabil untuk dijadikan seed vaksin AI
subtipe H5N1. Pasase isolat virus A/Chicken/
Bali 9C/GAY/2019 pada telur ayam SPF
dilakukan sebanyak 7 kali.  Suspensi virus hasil
pasase ke-7 pada telur SPF selanjutnya diuji
kandungan virusnya dengan uji  Virus Content
untuk seed kandidat vaksin.

Tahap selanjutnya adalah uji sterilitas seed
kandidat vaksin yang dilakukan dengan cara
menginokulasikan 0,5 mL suspense virus ke
dalam TGC cair dan Na selanjutnya yang
diinkubasikan pada suhu 37oC dan 22oC selama
14 hari.  Suspensi virus dinyatakan steril jika
warna cairannya jernih yang menandakan tidak
adanya pertumbuhan bakteri.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil isolasi isolat virus AI subtipe H5N1
asal Bali pada telur ayam Spesific Pathogen Free
(SPF) mengakibatkan kematian 70% embrio.
Semua  telur sebelum dipanen dimasukkan
kedalam kulkas atau cool room bertujuan
untuk mengurangi perdarahan pada saat
dilakukan panen cairan allantois.  Hasil pasase
ke dua  dari tujuh isolat yang dipasase, ada 5
isolat AI subtipe H5N1 yang stabil yakni : isolat
3A, 4A, 9C, 10A, 10C dengan titer virus yang
bervariasi mulai dari 5 log 2 sampai 9 log 2
seperti dimuat pada Tabel 1.

Konfirmasi uji serologi dilakukan dengan
uji RT-PCR dan sekuensing.  Hasil uji RT-PCR
ditemukan lima isolat positif AI subtipe H5N1
yakni isolat 3A, 4A, 9C, 10A, 10C  dengan
panjang basa 585 sampai 600 bp, sedangkan
isolat P65 dan P67 negatif.  Hasil uji RT-PCR
isolat AI subtipe H5N1  dimuat pada Gambar 1.

Hasil sekuensing selanjutnya dianalisis
dengan bioinformatika Mega 6.  Sebanyak lima
isolat AI subtipe H5N1 asal Bali menunjukkan
isolat–isolat tersebut termasuk virus AI subtipe
H5N1 clade 2.3.2.  yang termasuk kelompok vi-
rus AI ganas (Highly pathogenic Avian Influenza
(HPAI) (Swayne and Swarez., 2000; OIE, 2012).
Hasil analisis filogenetik isolat AI subtype H5N1
asal Bali dimuat pada Gambar 2.

Satu isolat A/Chicken/Bali9C/GAY/2019
setelah dipasae ke-2 pada telur ayam SPF
dihasilkan titer virus 10 log 2.  Hasil pasase
sampai 7 kali pada telur SPF ternyata titernya
tetap stabil yakni 2 log sehingga dipilih menjadi
kandidat seed vaksin AI subtipe H5N1. Untuk
mengetahui kekerabatan isolat virus isolat A/
Chicken/Bali9C/GAY/2019  telah dilakukan
penyepadanan dengan virus AI subtipe H5N1
asal Bali dan Jawa Timur, juga dengan virus

Tabel 1. Hasil pasase kedua dari isolat virus AI subtipe H5N1 asal Bali

Jumlah KematianHari ke-                                    Hasil
Kode Sampel

1 2 3 4 5 Uji HACepat Titer HA Lambat
(log 2)

3A 2 (+) 8
A4 2 (+) 8
9C 2 (+) 9
10A 2 (+) 8
10C 1 (+) 5
P65 (-) 0
P67 (-) 0
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Gambar 1. Hasil uji RT-PCR isolat AI subtipe H5N1 asal Bali.
Keterangan : K (-) : Kontrol Negatif, K (+) : Kontrol Positif AI H5, P65 : Sampel Swab, P67:
Sampel Swab, A4: Sampel, 10C : Sampel , 10 A : Sampel , 3A : Sampel , 9C : Sampel.

Gambar 2. Analisis filogetik isolat AI subtype H5N1 asal Bali dengan virus AI subtipe H5N1 di
Genbank
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AI subtipe H5N1 standar pemerintah A/duck/
Sukoharjo/BBVW-1428-9/2012.

Hasil penyepadanan virus A/Chicken/
Bali9C/GAY/2019 ternyata mempunyai
hubungan kekerabatan dengan AI subtipe H5N1
asal Banyuwangi sebesar 98, 62%, dengan AI
subtipe H5N1asal Lamongan sebesar  98,45% ,
dengan AI subtipe H5N1 asal Lumajang sebesar
98,10% , dengan AI subtipe H5N1 asal  Kediri
sebesar  97,07%. dengan AI subtipe H5N1 asal
Blitar sebesar 97,07%. dengan AI subtipe H5N1
asal  Denpasar sebesar  96,72%, dengan AI
subtipe H5N1 asal Buleleng sebesar  96,72% dan
dengan AI subtipe H5N1 Sukoharjo yang
merupakan isolat seed vaksin virus AI subtipe
H5N1  standar pemerintah, sebesar  96,72%.

Untuk mengetahui keganasan virus maka
dilakukan uji virus content pada telur ayam SPF
dimuat pada Tabel 2.

Hasil Uji virus content  isolat virus AI
subtipe H5N1 isolat  A/Chicken/Bali9C/GAY/
2019 yang dinyatakan dengan EID50 sebesar
1067,9/mL.  Hasil tersebut sebagai tanda bahwa
isolat AI subtipe H5N1 asal Bali (A/Chicken/
Bali9C/GAY/2019) bersifat virulen dan cocok
untuk kandidat seed  vaksin karena mempunyai
kekerabatan yang dekat yakni sebesar 96,72%

dengan virus AI standar pemerintah A/duck/
Sukoharjo/BBVW-1428-9/2012.  Hasil uji
sterilitas seed vaksin AI subtipe H5N1 isolat A/
Chicken/Bali9C/GAY/2019 itu steril ditandai
dengan suspensi yang jernih.

SIMPULAN

Hasil uji karakterisasi isolat virus AI
subtipe H5N1 asal Bali ditemukan bahwa satu
isolat yakni  A/Chicken/Bali 9C/GAY/2019
termasuk AI subtipe H5N1 clade 2.3.2, bersifat
stabil dengan tujuh kali pasase pada telur SPF,
memiliki kekerabatan 96,72% dengan A/duck/
Sukoharjo/BBVW-1428-9/2012, kandungan
virusnya 107,9 EID50/ML sehingga  berpotensi
untuk kandidat vaksin.

SARAN

Perlu dilakukan penelitian lanjutan tentang
kandidat vaksin isolat virus AI subtype H5N1
asal Bali  (A/Chicken/Bali9C/GAY/2019) untuk
dikembangkan menjadi vaksin inaktif.

Tabel 2.  Hasil uji virus content isolat A/Chicken/Bali9C/GAY/2019

Nama virus: AI subtipe H5N1 clade 2.3.2;  Tanggal uji: 19 Juli 2019; Asal telur/jumlah telur: SPF/
17 butir

No.       Pengamatan hari ke-            Penilaian hasil Hasil titrasi virus
Pengenceran Telur

1 2 3 4 5 6 7

-5 1 M (+) 5/5 106.9/0.1 mL
2 - - M (+)
3 - - M (+)
4 - - M (+)
5 - - M (+)

-6 1 - - M (+) 5/5
2 - - M (+)
3 - - M (+)
4 - - M (+)
5 - - M (+)

-7 1 - - M (+) 2/5
2 - - M (+)
3 - - - - - - - (-)
4 - - - - - - - (-)
5 - - - - - - - (-)

Kontrol (-) 12 - - - - - - - (-)
Kontrol (+) 12 M (+)
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