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RlNGKASAN 

.. ~~ ... TERISASI PROTEIN NEURAMINIDASE VIRUS AVIAN INFLUENZA 
S BAGAI ANTIGEN DIAGNOSTIK UNTUK PENENTU SUBTIPE HSNI 
( uwamo, Adi Prijo Rahardjo dan Nanik Sianita. 2008. 23 balaman). 

Virus AI subtype HSNI adalah virus RNA yang termasuk ke dalam family 

thomyxoviridae dan merupakan virus influenza tipe A. Virus AI subtype HSNI dapat 

enginfeksi berbagai spesies unggas dan mamalia, termasuk manusia. Virus AI subtype 

Nt tersusun atas 8 segmen gen yang menyandi 10 macam protein Oi antara kesepuluh 

p otein, protein NA memiliki beberapa fungsi penting. antara lain sebagai penentu inang. 

p nentu patogenitas virus, memfasilitasi proses penetrasi virus ke dahlm sel, melepaskan 

p ikel virus yang sudah dibentuk dari sel, mencegah virion yang sudah terbentuk 

enempel kembali pada reseptor asam sial at dan menentukan timbulnya respons imun 

inang. 

Penelitian ini betujuan untuk mengetahui berat molekul protein NA virus AI 

s btype HSNI, antigenisitas protein NA virus AI subtype HSNI terhadap antibodi anti­

SNI, HSN2 dan HSN9, serm reaktivitas protein NA virus AI subtype HSNI terhadap 

tibodi anti-H5Nl, H5N2 dan H5N9. 

Virus AI subtype H5NI yang digunakan dalam penelitian ini adalah hasil isolasi 

ri daemh wabab di Kabupaten Blitar. Virus yang berasal dati swab tracheal dan cloacal 

u organ internal (paru, trachea, lim~ ginjal, otak, atau pankreas) diisolasi pada telur 

am berembrio (TAB) atau telur itik berembrio (TIB) dan diidentifikasi terhadap 

tibodi anti-H5Nl dengan uji HI. Protein NA virus AI subtype HSNI kemudian 

'karakterisasi dengan teknik SDS-P AGE untuk menentukan berat molekul. Antigenisitas 

oiein NA ditentukan berdasarkan reaktivitas terhadap antibnodi anti-HSNI, anti-HSN2 

anti-H5N9 dengan teknik western blot dan indirect-ELISA. 

Hasil penelitian menunjukkan, bahwa protein NA ,virus AI subtype HSNI 

emiliki berat molekul 53,5 kDa. Protein NA yang berasai' dari alantois TIB terlihat 

1 bih banyak konsentrasinya dibanding dengan yang berasal dari alantois TAB. Hasil 

i entifikasi protein dengan western blot terlihat, bahwa protein NA virus AI subtype 

5Nl hanya dikenali oteh antibodi !lnti~H5Nl dan tidak dikenali oleh antibodi anti~ 
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5N9 atau' nnti-H5N2. Antigel1isitas protein NA virus AI subtype HSNI terhadap 

tibodi' anti-H5NI, anti-H5N2 maupun anti-HSN9 menunjukkan adanya perbedaan. 

rotein NA berekasi secara spesifik dengan antibodi anti-HSNI dan memberikan nilai 

o tertinggi dibanding reaksi terbadap antibodi anti-H5N2 atau anti-H5N9. Antibodi 

ti-H5NI asal itik, angsa maupun ayam sarna-sarna menunjukkan nilai 00 yang 

ragam, yakni antara 1,780 - 1,894. Sementara itu antibodi anti-H5NI dan anti-HSN9 

al itik, angsa maupun ayam, memberikan nilai 00 yang lebib rendah, yakni berkisar 

ntara 0,508 0,645. Hasil pengujian dengan teknik indirect-ELISA ini identik dengan 

asil pengujian antigenisitas protein NA dengan western blot. Hal ini berbeda dengan 

aksi anlara whole molecule virus AI subtype H5NI terhadap antibodi, book artti-H5Nl, 

ti-H5N2 maupun anti-HSN9, semuanya menunjukkan nilai 00 yang tinggi dan tidak 

apat dibedakan afinitas antar ketiga jenis antibodi. 

Berdasarkan basil penelitian ini, maka dapat ditarik beberapa kesimpulan : I) 

rotein neuraminidase virus avirut influenza NCklBlIIndonesiol2003 subtype H5NI 

emiliki berat molekul 53,S- kDa; 2) Antigenisitas protein neuraminidase virus avian 

i fluenza subtype H5NI berbeda dengan subtype H5N2 dan H5N9; dan 3) Protein 

eumminidase virus avian influenza subtype H5Nl secara spesifik dapat digunakan untuk 

embedakan serum basil vaksinasi antara antibodi anti-HSNI dan bukan anti-HSN I. 

Saran yang dapat diberikan berdasarkan basil penelitian ini adalah : 1) Protein NA 

irus AI NCklBlIIndonesiol2003 subtype H5Nl disarankan dapat digunakan sebagai 

tigen diagnosis untuk membedakan serum basil vaksinasi antara antibodi anti-HSNI 

bukan anti-HSNldan 2) Perlu penelitian lebib lanjut untuk pembakuan protein NA 

irus AI AlCk/BlIIndonesiaJ2003 subtype HSN 1 sebagai sarona diagnOSIS dengan teknik 

i irect-ELISA. 

( PPM Unair, Kontrak Nomor : 016/SP2H1PPIDP2M111I12007 Tanggal29 Maret 2007). 
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KATAPENGANTAR 

Avian Influenza (AI) merupakan penyakit zoonosis yang paling ditakuti saat ini, 

karena itu berbagai penelitian telah dicoba untuk menyibak lebih jauh tentang 

pe nan virus AI dalam menimbulkan penyaki~ baik pada unggas atau manusia. 

Pe elitian di bidang Biologi Molekuler banyak bermanfaat untuk mengetahui peran 

ein atau komponen lain di dalam menimbulkan respons imun, sehingga dengan 

de ikian usaha untuk penanggulangan infeksi virus AI dapat dicegah sedini mungkin. 

Penelitian ini mengupas tentang molekuler virus AI, utamanya peran protein 

ne raminidase (NA) virus AI subtype H5NI di dalam menimbulkan respons imun dan 

ad nya reaksi silang terhadap antibodi anti-H5NI, anti-H5N2 dan anti-H5N9. 

Di arapkan dari hasil penelitian ini dapat memberikan masukan dalam hal pengujian 

di osis secara serologis untuk menentukan antibodi terhadap protein NA, apakah 

be al dari subtype H5NI, HSN2 atau H5N9, mengingat banyak vaksin yang beredar di 

In nesia berasal dari ketiga subtype tersebut Selain itu untuk memudabkan para peneliti 

di dalam mendiagnosis secara serologis, mengingat sampai saat ini virus AI yang 

ginfeksi ndnlah bemal dari subtype HSN 1. 

Penulis mengucapkan banyak terima kasih kepada Pimpinan Proyek Pengkajian 

Penelitian Dmu Pengetahuan Dasar I DP2M Ditjen Dikti Depdiknas, Rektor 

versitas Airlangga, Ketua Lembaga Penelitian dan Pengabdian kepadn Masyarakat 

ir dan semua fihak yang secara langsung ataupun tidak langsung turut membantu 

kegiatan penelitian ini dari awal hingga terselesainya Japoran ini. 

Akhimyn semoga penelitian ini dapat bermanfant bagi yang inembutuhkan 

rmasi yang berhubungan dengan teknik karakterisasi protein virus AI. Manfaat yang . 

da at diperoleh dari basil penelitian ini mengarah pada upaya pembuatan kit diagnostik 

un uk dapat membedakan antibodi yang bemsal dari subtype HSNI atau bukan. Penulis 

yak mengharap kritik dan saran demi perbaikan dari makalah ini. 
, 

Vll 

Surabaya, Desember 2007 

Penulis 
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L PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang 

Avian influenza (AI) yang mewabah sejak pertengahan tahu" 2003, membuat 

Indonesia menjadi satu~satunya negara dengan angka kejadian dan kcmatian tertinggi di 

dunia. Data di Indones ia pcr 11 Januan Nopernber 2008 menunjukkan, bahwa dan 117 

kasus AI pada manusia, 94 di nntaranya meningga l atau sekitar 80,3% (WHO, 2008). 

Sementara itu jurnlnh kc rugian di sektor perunggasnn sudah tidak terhitungjurnlahnya. 

Virus Al adalah virus RNA yang termasuk kc dalam family Orthomyxoviridae 

dan merupakan virus influenza tipe A Virus influenza tipe A ini dapat menginfeksi 

berbagai spesies unggas dan mamalia. termasuk man usia. Virus AI lipe A tersusun atas 8 

segmen gen yang menyandi 10 rnacam protein, yaitu polymerase basic-2 (PB2). 

polymerase basic- I (PB I), polymerase acidic (PA), hemaglutinin (HA), nuklcoprotein 

(NP), neuraminidase (NA), matrix (M) dan non-struktural (NS). Masing-mas ing segmen 

menyandi satu macam protein, kecuali segmen M menyandi protein Ml dan M2, serta 

segmen NS menyandi protein NS I dan NS2. Berat molekul protein berturut-turnt adalah: 

87,96,85,77, 50-60,48-63,24, 15,26, dan 12 leDa. Di antara kcscpuluh jenis protein 

tersebut, protein HA, NA dan M2 merupakan protein terpenting di bidlng medis. Protein 

HA dan NA digunakan untuk penentu subtype dan protein M merupakan target dari abat-

abat antiviral. Protein HA dan NA juga merupakan protein terpenting di dalam 

menimbuJkan respons imun. Akibat aktivasi precursor HA (HAO) oleh protease inang, 

protein akan terbelah menjadi HAl dan HA2. Protein HAl akan berik:ttan dengan 

reseptor dan merupakan target utama untuk timbulnya respors imun. sedangkan protein 

M'I LI K 
i tkl)USTAKAAtT 

"l<lVI!I~sl·r ... s AlRUNO<U. 
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2 akan memfasilitasi fusi antara amplop virus dengan membrane endosomal inang. 

Suzuki and Nei, 2002). Sementara itu protein Ml dan M2 mempunyai peran dalam 

nyusunan virion AI. Protein Ml tidak hanya sebagai komponen structural virus, tetapi 

uga berperan pada awal infeksi dalam pemisahan protein Ml dan RNP untuk masuk ke 

lam sitoplasma sel tropisme. Di lain fihak, protein M2 bersama dengan protein HA dan 

A menyusun stuktur amplop virus dan berperan sebagai saluran ion (Reid et al., 2002). 

Protein neuraminidase (NA) adalah suatu enzim berbentuk tetramerik, yang 

erupakan membrane glikoprotein integral tipe II yang didapatkan pada permukaan 

Protein NA memiliki aktivitas receptor-destroying neuraminidase 

hydrolase) yang alean menghidrolisis ileatan galaktosa dan N­

etilneuraminik pada rantai ujung oligosacharlda-glikoprotein untuk melepas asam sialat 

. permukaan sel. Selain itu, protein NA memiliki beberapa fungsi lainnya, antara lain 

ebagai penentu inang, penentu patogenitas virus, memfasilitasi proses penetrasi virus ke 

lam sel. melepaskan partikel virus yang sudah dibentuk dari sel, mencegah virion yang 

udah terbentuk menempel kembali pada reseptor asam sialat dan menentukan timbulnya 

espons imun pada inang (Basler et al., 1999; Horimoto and Kawaoka. 2001; Kobasa et 

1.,2001; Matrosovich et al., 2004). 

Diagnosis yang selama ini dilakukan untuk menentukan subtipe H5Nl virus AI 

aitu dengan amplifikasi gen HA dan NA dengan teknik polymerase chain reaction 

CR) menggunakan primer spesifik atau secara sekue~ing genetik, namWl metode 

rsebut memerlukan peralatan dan bahan yang cukup m1lhaJ. Sementara itu secara 

ero~ogik dengan uji hemagglutination inhibition (HI), immunodi[usion (10) atau enzyme 

"nked immunosorbent assay (ELISA) hanya dapat menentukan subtipe H5 atau tipe A 

2 
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~a. Uji HI ~biasanya menggunakan antigen HA yang berasal dari subtipe H5Nl, 

dangkan uji 10 dan ELISA menggunakan antigen M atau NP yang dimiliki oleh semua 

'rus AI tipe A (OlE. 2002; Krafft et al .• 2005; Ungehusak et al., 2005; Suwamo, 2006; 

uwamo dkk., 2006). Secara serologik virus AI subtipe HSNl hanya dapat dideteksi 

engan menggunakan antibodi anti-HS dan anti-Nt. Dengan teknik neuraminidase assay 

an neuraminidase inhibilon assay (NAI) dapat digunakan untuk membedakan subtipe 

A (WHO, 2004), tetapi cara ini mahal dan tidak praktis. 

Ikatan antara protein NA dengan molekul antibodi (imunoglobulin) dapat 

ijadikan dasar pada diagnosis AI. Protein NA dengan berat molekul 48-63 kDa 

emiliki 18-21 jumlah epitop dengan pH protein berkisar antara 5,92 - 6,21. Berat 

olekul, jumlah epitop dan pH protein ini eukup memadai untuk menimbulkan respons 

un seeara alami maupun vaksinasi. Tiga atau empat macam epitop protein NA seeara 

pesifik dapat berikatan dengan antibodi yang dihasilkan tubuh (Matrosovieh et al., 2004; 

Protein NA dapat membentuk antibodi yang dapat menghambat aktivitas NA 

irus, tetapi tidale dapat menetralisir virus. Imunisasi dengan protein NA terbukti dapat 

enurunkan replikasi virus. Kekebalan humoral terhadap virus HSNI manusia dapat 

emberikan perlindungar& parsial pada mamalia. Diketahui adanya reaksi silang antara 

HINI manusia dengan virus unggas HSNI. Kedua virus dikIasifikasikan ke dalam 

erotipe yang sama, tetapi secara filogenetik berbeda (Anwar et aI., 2006; Sandbulte el 

1.,2007). 

Dengan mengisolasi dan menganalisis protein NA virus AI subtype HSNI yang 

empunyai kemampuan antigenik tinggi, terutama ikatannya terhadap antibodi pada 
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unggas yang -terinfeksi subtype H5NI, merupakan dasar dari penelitian ini. Mengingat 

banyaknya subtype virus AI, di mana struktur antigenik protein NA pada kesembilan 

subtype (Nl-9) memiliki tingkat heterologi yang tinggi, maka dengan isolasi dan 

karakterisasi protein NA yang berasal dari subtype HSNI akan didapatkan bahan dasar 

sebagai komponen kit diagnostik yang dapat mengenali semua antibodi anti-HSNl, baik 

yang berasal dari infeksi alam atau hasil vaksinasi. Dengan demikian protein NA dapat 

digunakan sebagai komponen diagnostik, khususnya terhadap aplikasi dengan uji ELISA 

sebagai pembeda hasil vaksinasi atau untuk mend~teksi antibodi hasil infeksi. 

.2 Rumusan Masalah 

Berdasar latar beJakang masaJah tersebut dapat dirumuskan pe~asalahan sebagai 

erikut: 

Apakah protein NA dapat dikarakterisasi berdasarkan berat molekulnya ? ~ 

Apakah terdapat perbedaan antigenesitas protein NA virus AI subtype HSNI terhadap 

antibodi anti-HSNl, HSN2 dan HSN9 1 

. Apakah protein NA virus AI subtype HSNI dapat dimanfaatkan untuk membedakan 

serum basil vaksinasi dengan subtype HSNl, HSN2 dan H5N9 1 
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IL TINJAUAN PUSTAKA 

1 Kejadian AI di Dunia 

Sejak wabab AI meletup di Hongkong pada tabun 1997. sampai dengan tabun 

2 08 terdapat 14 negara di Asia dan Afrika (Azerbaijan, Kamboja, China, Djibouti, 

qypt, Indonesia, Iraq, Lao People's Democratic Republic, Myanmar, Nigeria, Pakistan. 

ailand, Turki dan Vietnam) melaporkan adanya kejadian penyakit pada manusia dan 

u ggas. Indonesia menduduki urutan tertinggi dalam kasus kematian pada ~anusia. Total 

k ~adian AI di dunia adalah sebanyak 349 kasus dan 216 orang di antaranya meninggaJ 

0.2008). 

2 2 Subtype Virus AI 

.. Subtipe virus AI ditentukan oleh kombinasi protein HA dan NA yang berada 

p da pennukaan virus. Sampai sekarang telah diketahui adanya 16 subtipe HA yaitu HI-

16 dan 9 subtipe NA yaitu NI-N9 (Fouchier et al., 2005). Virus AI dapat 

d kelompokkan menjadi 2 kelompok. yaitu HPAI (hig/y pathogenic avian influenza) dan 

w pathogenic avian influenza). Secam alanli kelompok LPAI dapat berubah menjadi 

:AI atau sebaliknya. Perubahan ini dapat terjadi akibat adanya mutasi maupun 

,.. assortment genetic yang mengarah pada terjadinya antigenic drift dan antigenic shift. 

rubahan ini akan memunculkan strain bam yang lebih virulen dan dapat terjadi hanya 

lam waktu beberapa bulan (Alexander. 2000; Swayne and.Soarez. 2003) 
.-

Virus AI dikenal sebagai virus yang gam pang mengalami mutasi, yaitu perubahan 

y ng menyangkut nukleotida atau a8am amino di dalam gen. Pengaruh perjalanan waktu 
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• PB1 , PB2 , PA 

T HA 

• NP • 

T NA 

() Ml 

I M2 

0 NS2 

• NSl 

G"ml)ar 2.1. Stmktur virus AI dan komponen protein. PB : polybasic, PA : polyac;dic, 
HA : hemagglutinin, NA : neuraminidase, NP : nucleoprotein. M " malrix, 
NS : non-struclUraf. 

perbeda.n inang telah menyebabk.n perubahan tersebut teIjadi. Sebag.i contoh, 

suliti,>eH5NI yang menginfeksi manusi. di Hongkong pada 1997 mengandung 8 segmen 

VIruS AI yang berasal dan unggas di Eurasia. Meskipun virus ini berhasil 

dirp",mahk'tn dengan jalan membakar semua uilggas yang ada rii Hongkong, tetapi gen 

muneul sebagai donor pada H5N I aogsa di Cioa tenggara. Munculnya genotipe baru 

5angat mematikan pada ayam tetapi tidak pada itik. Selama 5 tahun berikutnya tidak 

variasi gcnetik dan barn pada akhir 2002 terjadi mutasi. Tampaknya mut8si H5N 1 ini 

mqnjadi" cikal bakal flu burung di Asia, terbukti menimbulkan kematian pada ayam dan 

ko/b"" jill" manusia (Lipotov ef aI., 2004). 

Mutasi pada virus Al rnengarah pada terjadinya antigen;c drift dan antigenic shift. 

mutasi pada virus AI sering terjadi karena enzim polymerase RNA yang 
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be ranan dalam replikasi genom virus tidak memiliki mekanisme proof reading. Pada 

AI, mutasi titik tcrjadi pada antigenic .t;ile.'i yang dikcnali olch antibody netralisasi. 

be kibat pada antigenic drift. Antigenic drift merupakan mekanisme mutasi virus secara 

pet' . han akibal mulasi lillk. Tekanall imulloiogis pada HA dan NA ukan mengakibalkan 

ant enic drift ini, dan hal ini tidak hanya terjadi pada manusia tetapi juga pada unggas. 

Me alui mutasi titik virus dapat melakukan antigenic drift untuk menghindarkan diri dari 

pro es netralisasi oleh antibody yang diinduksi oteh antigen virus sebelumnya Lin et al., 

19 ; Hoffmann et al., 2000). 
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Gambar 2.2 Skema Antigenic shlft dan Antigenic drift virus AI. 

Antigenic .vhift merupakan !';uatu mekani!';me yang menyehabkan perubahan 

s ktur virus secara drastic yang diakibatkan oteh genetic reassortment. Genom virus AI 

ya g berupa ss-RNA bersegmen ini memberi peluang besar terjadinya pertukaran 
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in onnasi genetic di antara virus influenza A apabiJa 2 atau Jebih strain virus menginfeksi 

s u sel secara bersama-sama. Proses ini dapat terjadi pada gen HA, NA maupun gen 

in emal yang berakibat pada meningkatnya diversitas virus, baik dalam sifat antigenic 

m upun virulensinya. Proses genetic reassorlment ini pula yang diduga menyebabkan 

s mampu menembus spesies barrier (Lin et al., 1994; Hoffmann et 01., 2000). 

Penegakan diagnosis Al dapat dilakukan berdasarkan isolasi dan karakterisasi 

. Isolasi virus yang sering dilakukan adalah menggunakan telur ayam berembrio 

( AB), Madin-Darby canine kidney (MOCK) atau African green monkey kidney Vero 

c II line. Secara serologik virus AI dapat diidentiftkasi dengan uji enzyme linked 

munosorbent assay (ELISA), hemagglutination inhibition (HI), immunodifusion (10), 

unohistokimia atau western blot; sedangkan konfirmasi adanya virus dilakukan 

d ngan convensional reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR), real 

II e RT-PCR atau sekuensing genetik (OlE. 2002~ Krafft et al •• 200S~ Ungchusak et 01., 

2 OS). Namun demikian. kegagalan diagnosis dengan teknik PCR dapat saja terjadi 

'bat ketidakccocokan primer yang digunakan atau telah teIjadi mutasi pada virus AI. 

Dalam diagnosis AI peran protein hemaglutinin (HA) dan neuraminidase (NA) 

g terdapat pada amplop virus menjadi tumpuan dasar pada uji HI. Kedua protein ini 

erupakan target awal dalam pembentukan antibodi inang. Pada awal infeksi, protein ini 

an berikatan dengan reseptor sel inang dan melepaslc.an rib~nukleprotein (RNP). Akibat 

tivasi prekursor HA (HAD) oleh protease ioang. protein akan terbelah menjadi HA 1 

an HA2. Protein HA 1 akan berikatan dengan reseptor dan merupakan target utama 
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tuk timbulnya respons imun. sedangkan protein HA2 akan memfasilitasi fusi antara 

plop virus dengan membran endosomal inang (Suzuki and Nei. 2002). Sementara itu 

rotein nukJeokapsid dan matrix yang dilepas kemudian, menjadi &Cuan untuk 

embentuk antibodi yang dapat dideteksi dengan uji ID (OlE, 2002). Protein matrix (M 1 

an M2) mempunyai peran dalam penyusunan virion AI. Protein Ml tidak hanya sebagai 

omponen struktural virus. tetapi juga berperan pada awal infeksi dalam pemisahan 

rotein Ml" dan RNP untuk masuk ke dalam sitoplasma sel tropisme. Oi lain fihak. 

rotein M2 bersama dengan protein HA dan NA menyusun struktur amplop virus dan 

erperan sebagai saluran ion (Reid et al., 2002). 
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DL TUJUAN DAN MANFAA T PENELITIAN 

.1 TujuaD Penelitian 

.1.1 Tujuan Umum 

Penelitian ini secara umum bertujuan memperoleh protein neuraminidase (NA) 

irus AI yang berasal dari subtipe HSNI yang OOpat dibakukan guna pembuatan kit 

iagnosti!c, dapat digunakan untuk menguji status kekebalan pada ayam dengan 

embedakan antibodi yang diperiksa terhadap berbagai subtype HS . 

• 1.2 Tujuan Khusus 

Penelitian ini secua khusus betujuan : 1) mengetahui berat molekul dan 

engisolasi protein NA virus AI subtype HSNI. 2) mengetahui antigenisitas protein NA 

irus AI subtype HSNt terhadap antibodi anti-HSNl, HSN2 dan HSN9, dan 3) 

engetahui reaktivitas protein NA virus AI subtype HSNI terbadap antibodi anti-HSNI. 

N2danHSN9 . 

• 2 Manfaat Penelidan 

Hasil dari penelitian ini dapat dimanfaatkan, baik secara teoritis maupun praktis . 

• 2.1 Manraat Teoritis 
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SeCcanl teoritis hasil dari penelitian ini dapat dijadikan sebagai tambahan acuan 

pengetahuan dengan mengetahui karakter protein NA virus AI subtype H5N I isolat 

Indonesia. 

3.2.2 MaDfaat Praktis 

Secara praktis hasil dari penelitian ini dapat dimanfaatkan bagi para peneliti, 

-hususnya untuk pengujian antibodi terhadap berbagai subtype H5 yang n~ntinya dapat 

imanfaatkan sebagai sarana diagnosis. 

I J 
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IV. METODE PENELITIAN 

4.1 Sa mpel Virus 

Virus Al subtype H5N I yang digunakan dalam penelitian ini adalah hasi l isolasi 

ari dacrah wabah di Kabupatcn Shtnr. Virus yang bcrasal daTi swab tracheal dan cloacal 

tau organ internal (paru, trachea, limpa, ginjal . otak, atau pankrcas) diisolasi pada teluT 

yam berembrio (TAB) dan telue itik bercmbrio (TrB) dcngan pellgamatan seiam3 tuj uh 

lari . Sctelah pcngamatan sclcsai . baik TAB dan TIB yang mnti stUll tclap hid up selama 

ngamatan diuji melaw3n antibQdi anti-H5NI dengan uji HI. Cai ran alantois dari TAB 

an -TIB yang positifterdapat virus Al kemudian dipanen dan disimpan daJamsuhu 4Q C 

ampai digunakan penelitian . 

. 2 Anftlisis Protein 

Hasil biakan virus segar yang berasal daTi TAB yang baru dipanen dimurnikan 

an bcrikutnya dilakukan anal isis protein dengan SDS-PAGE. Protein kemudian 

itransfcr pada kertas nitroselulosc dan selanjutnya dilakukan western blot . 

. 2.1 SDS-PAGE 

,Setelah larutan gel pemisah 12 % dimasukkan padagelplate pacta ppsisi venikal , 

emudian di atasnya ditambahkan butanol sampai mengeras. Butanol kemudian di buang, 

ibersihkan dcngan PBS dan dikcringkan dengan kenas Whatman. Proses sc lanjutnya 

alah penarnbahan stacking gel dan setelah itu dimasukkan' comb dan ditunggu sampai 

tul-betul set. Comb kcmudian diambil dan dicuci dengan aquades untuk selanjutnya 
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SampeJ yang sudah dicampur dengan bufer Iisis IIII dipanaskan 42°C. kemudian 

10 ,.d sampel dimasukkan ke lubang;.'fo~er .~~:dinyalakan dengan kekuatan 30 mA 

selama S jam dan jika gel sudah samPa,~ ke bawih:k~dian dimatikan. Plate dibuka dan 

dipishkan, selanjutnya dicuci denaan~bufer. 

Protein gel kemudian ditransfer ke kertaS nifroselulose (PVDF) dengan cara memotong 

kertas Whatman dan .PVDF sesuai dengan besarpya gel. Kertas PVOF diinkubasi pada 
• • I,' 

anode bufer n. kemudian disusun 6 sheet kertas absorben'dari bufer I. 3 sheet dan bufer 

II, PVDF'dan polyacryJamid dan 6 sheet pa~ katode bufer. Selanjutnya diberi aHran 

Iistrik 0,8 mA/cm2 dari gel. Setelah protein ditrartsfet, PVDF dicuci "dengart aquades dan 

larutan TBS, untuk kemudian. untuk kemudian di-blotting. roselulose dan selanjutnya 

dilakukan western blotting. 

4.2.2 Western Blot 

Membran PVDF blot dipl~k dengan 1. % BSA kemudian dicuci dengan larutan 

BS dua kali. Direaksikan dengan antibodi poliklonal dan sebagai kontro] direaksikan 

engan serum ayam/keJinci normal. PVDF diinkubasi pada suhu roang, dicuci dengan 
. . 

arutan TBS tiga leaH, k~rnudian ditambahkan ,konjugat anti-rabbit ~tau anti-chicken 

~ng ,dilBl'el ensim alkalin fosfatase dan diberi sQbstrat 4-NPP , serta diwarnai dengan 
I . ' ";.' • . 

, 
vestern blue. Akbirnya dikeringkan di udara pada S~\l ruang. "Dari basil ini kemudian 

itentukan protein spesifik dan dihi~ung berat molekul pro~ein . 

.3 Isolasi Protein dengan Elusi 
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Gel elektroforesis yang terdapat pita protein NA dipotong sepanjang pita yang 

etintasi kolom. Potongan gel kemudian dimasukkan daJam kantong nilon dan 

imasukkan ke dalam larutan PBS dan didialisis selama 24 jam, serta setiap 6 jam 

i1akukan penggantian PBS. Arus Iistrik yang dipakai 100 Volt, 50 mA dan 12 W dan 

elanjutnya protein ditampung dalam tabung mikrosentrifus . 

• 4 Pengujian Antigenisitas Protein Neuraminidase subtype HSN! 

Protein NA subtipe HSNI hasil isolasi diuji antigenesitasnya terhadap antibodi . 
nti-H5Nl, anti-H5N2 dan anti-H5N9 dengan teknik western blot dan indirect-ELISA. 

.4.1 Produksi Antibodi anti-USNl, anti-HSNl dan anti .. H5N9 

Antibodi anti-HSN1, anti-HSN2 dan anti-HSN9. diproduksi pada ayam ras, itik 

n angsa dengan cara melakukan vaksinasi menggunakan vaksin AI inaktif subtype 

SNI. HSN2 dan H5N9. Vaksinasi dilakukan sebanyak 4 kati masing-masing satu 

osislekor ayam menggunakan vaksin AI inaktif dengan interval waktu 2 minggu. Dua 

inggu pascavaksinasi terakhir dilakukan pengambiJan darah untuk selanjutnya 
. . 

antibodinya diuji mela~ antigen NA dengan uji indirect-ELISA. 

4.4.~ UJi Indirect-ELISA 

Uji ini digunakan untuk mengetahui antigenisitas protein NA terhadap antibodi 

anti-HSNI, anti-H5N2 dan anti·HSN9. Sebanyak 5 uglml protein NA suhtipe HSNI 

diikatkan pada mikroplat fase padat dan diinkubasi selama 18 jam suhu 4 C. Mikroplat 

kemudian dicuci dan diblok dengan skim milk 4%, serta diinkubasi pada subu 37 C 
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se ama 1 jaM. Selanjutnya dicuci, kembali dan ditambabkan antibodi anti .. H5Nl, anti­

: N2 atau anti-H5N9 yang akan diuji. Inkubasi selama 1 jam pada suhu 37 C, dicuci dan 

di mbahkan konjugat anti-chicken yang berlabel ensim alkalin fosfatase (1 :4000) dan 

di nkubasilCankenibaIi pada'sUhu 37 C selama 1 jam. Setelah itu ditambahkan substrat I>­

P dan resapan dibaca pada panjang gelombang 405 nm. 

~~~...;,..-----:--------'---------."------ .. 
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V. HASlL DAN PEMBAHASAN 

Hasil preparasl protein virus avian influenza AlCklIndonesiallBlI2003 subtype 

Ii N I dilampi lkan pada Gambar 5. 1. Pada SDS·PAGE, tampak prolein NA virus AI 

su type H5N 1 dengan berat molekul 53.5 kDa terletak pada marker protein antara 45 -

66 2 kDa. Prote in NA yang berasal dan alanlois TlB (koom I dan 2) lerlihal lebih banyak 

k sentras inya dibanding dengan yang berasal dari alantois TAB (kolom 3 dan 4). Has il 

tit asi vims Al pada alantois TIB l11enunjukkan titer virus lcbih tinggi dibanding titer 

vi us pada alantois TAB (Da ta tidak dipublikasi). 

97.4 

66,2 

45.0 

3 1.0 

2 1.5 

14.4 -=c.= 
M 2 

III NA 53.5 kDa 

3 4 
Gambar 5.1 Hasi l preparasi protein virus avian influenza subtype H5N I dengan 

SDS-PAGE. Kolom I dan 2 virus AI asal alanlnis lelur itik, 3 dan 4 
virus AI asa l alantois telur ayam. M marker. 

Ciambar 5.2 menyaj ikan identifikac;;i protein dengan western hlot. Pada western 

b I, protein NA virus AI subtype li5NI hanya dikenali oleh antibodi anti-H5N I (kolom 

7 .) dan lidak dikenali oleh antibodi anti-H5N9 (kolom 1-3) alau anti-H5N2 (kolom4-6). 

H 1 in i menunjukkan adanya perbedaan antigenesitas virus A1 anlar protein NA subtype 

H . Perbedaan :mtigenisiI3s. antara lain ditentukan oleh slr...:ktuf nu!deotida suatu molekul 

p otein, jmniah dan jenis epitop. serta afinitas antibodi . Antara protein NA dari subtype 
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H N I, H3N2 dan H7N7 tidak terdapat kesamaan. Antibodi anti-N 1 hanya mengenali 

pr tein N I, tetapi tidak mcngcnali piOtein N2 atau N7 (Basler et af., 1999). Mutasi pada 

ge NA menyebabkan subtype HINI, H3N2 dan HSNI menjadi rci sten terhadap 

z.a lumivir dan osdl.atllivir (lvtcKiliun-Bft:schkill td ul. , 2003~ Russell fd ul., 2006). 

97,4 

66,2 
53.5 kDa 

4S,0 

, 
I 

31,0 

l 21 ,S 

14,4 
M 2 8 9 

G mbar 5.2 Hasil identifikasi protein virus avian influenza subtype HSN I dengan 
western blot. Kolom I -3 identifikas i dengan serum anti-H5N9, 4-6 dengan 
serum anti-H5N2, 7-9 dengan serum anti-H5N I. M marker. 

Hasil pengujJan antigenisitas protein NA virus Al subtype H5Nl terhadap 

an ibodi anti.HSNI, anti · HSN2 maupun anti·H5NY dapat dilihat pada 'rabeI S.!. Protein 

N berekasi secara spesifik dengan antibodi anti-I-I5N I dan memberikan nilai OD 

te inggi dibanding reak..c;i terhadap antibodi anti-H5N2 atau anti-H5N9. Antibodi anti-

H N I assl itik, angsa maupun ayam sarna-sarna rnenunjukkan nilai OD yang sera gam, 

ya ni antara 1,780 - 1,894. Scmentara itu antibodi anti-H5NI dan anti-H5N9 asal itik, 

an 'sa maupun ayam, memberikan ni lai 00 yang leebih rendah, yakni berkisar antara 

0, 08 - 0,645. Hasil pengujian dengan teknik indirect-ELISA ini identik dengan hasil 
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pengujian entigenisitas protein NA dengan western bioI. Hal ini berbeda dengan reaksi 

~ntara whole molecule virus AI subtype HSNI terhadap antibodi. baik anti-HSNI. anti­

~SN2 maupun anti-HSN9. semuanya menunjukkan nilai OD yang tinggi dan tidak dapat 

~ibedakan afinitas antar ketigajenis antibodi. 

Irabel 5.1 Antigenisitas Protein Neuraminidase Virus Avian Influenza Subtype HSNI 
terhadap Serum HasiJ Vaksinasi Beberapa Jenis Unggas Berdasarkan Nilai 
Optical Density dengan Teknik Indirect-ELISA 

Antibudi Antigen Itik Angsa Ayam 

NA 1,780 1,804 1,894 

~nti-H5Nl WM 2,341 2,229 2,411 

NA 0,583 0,582 0,645 

~nti-H5N2 WM 2,389 2,380 2,373 

NA 0,513 0,545 0,508 

~nti-H5N9 WM 2,172 2,177 2,164 

(ontrol NA 0,143 0,147 0,142 

ilegatif WM 0,347 0,342 0,328 

.J eterangan : NA neuraminidase, WM whole molecule 

HasH vaksinasi unggas (ayam buras, itik, entok, angsa dan merpati) yang 

(iIakukan oleh FKH Unair (2006) dengan menggunakan vaksin H5Nl, HSN2 dan H5N9, 

( ipcrolch gambaran bahwa scmua vaksin dapat mcmicu pcmbcntukan antibodi. Antibodi 

I asil vaksinasi dengan ketiga jenis vaksin, semuanya bereksi positif terhadap whole 

I.~ole,:·ule protein virus AI subtype HSNI. PeuggwlaaJl whole ltlo/e(.'Ule protein virus AI 
, 

subtype HSNI temyata tidak dapat membedakan serotype yang diuji. 

Berbeda dengan kit ELISA yang beredar di pasaran, di mana kit ini menggunakan 

a ntigen matrix dan nukleoprotein virus AI. sehingga uji tersebut hanya dapa! menskrining 
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tibodi yang berasal dari type A dan tidak dapat mendeteksi serotypenya. Hampir 

s mua type A dapat terdeteksi dengan teknik ini, seperti H7N2, HIN7, H7N3, H13~6, 

SN9, HIIN6, H3N8, H9N2, HSN2, H4N8. HION7, H2N9, H8N4. H14NS, H6NS, 

12N5 dan H5Nl (Manual Idexx, 2003). Pada penelitian ini teknik indirect-ELISA dapat 

emberikan nilai spesifisitas yang tinggi berdasarkan reaksi protein NA virus AI subtype 

5Nl terhadap antibodi anti-HSNI dan dapat digunakan untuk membedakan serotype 

a tibodi hasil vaksinasi, antara antibodi anti-HSNI dan bukan anti-HSNI. 
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VI. KESIMPlILAN DAN SARAN 

6.1 esimpulan 

Berdasarkan hasil penelitian ini dapat ditarik beberapa kesimpulan : 

Protein neuraminidase virus avian influenza A1CklBl/Indonesial2003 subtype 

H5Nl memiliki berat moleku153,5 kOa. 

Antigenisitas protein neuraminidase virus avian influenza subtype H5NJ berbeda 

dengan subtype H5N2 dan H5N9. 

Protein neuraminidase virus avian influenza subtype H5N 1 secara spesifik dapat 

digunakan untuk membedakan serum hasil vaksinasi antara antibodi anti-HSN I 

dan bukan anti-H5Nl. 

6.2 aran 

Saran yang dapat diberikan berdasarkan hasil penelitian ini adalah : 

. Protein NA virus Al AlCklBlllndonesial2003 subtype H5NJ disarankan dapat 

digunakan sebagai antigen diagnosis untuk membcdakan serum hasil vaksinasi 

antara antibodi anti-H5N I dan bulean anti-H5N J . 

Perlu penelitian lebih lanjut Wltuk pembaku8n protein NA virus AI 

AlCklBVlndonesial2003 subtype H5Nl sebagai sarana diagnosis dengan teknik 

indirecl-ELISA. 
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