IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

LAPORAN AKHIR TAHUN
PENELITIAN PENDIDIKAN MAGISTER MENUJU DOKTOR Ky
UNTUK SARJANA UNGGUL
(PMDSU) e

(_,V b f:’;/fﬁ
Nid
k

KONSTRUKSI SEED VAKSIN BIVALEN VIRUS INFLUENZA
MELALUI METODE KNOCKOUT MENGGUNAKAN VIRUS
NEWCASTLE DISEASE DAN FLU BURUNG H5N1 DI INDONESIA

TAHUN KE -1 DARI RENCANA 3 TAHUN

Prof. Dr. CHAIRUL A. NIDOM, drh., M.S. 0008035803
Dr. KUNCORO P. SANTOSO, drh., M.Kes. 0015106601
ARIF NUR MUHAMMAD ANSORI, S.Si. 061714453008

DIBIAYAI OLEH:

DIREKTORAT RISET DAN PENGABDIAN MASYARAKAT
DIREKTORAT JENDERAL PENGUATAN RISET DAN PENGEMBANGAN
KEMENTERIAN RISET, TEKNOLOGI, DAN PENDIDIKAN TINGGI
SESUAI DENGAN PERJANJIAN PENDANAAN PENELITIAN DAN PENGABDIAN
KEPADA MASYARAKAT
NOMOR: 145/SP2H/LT/DRPM/2018

UNIVERSITAS AIRLANGGA
NOVEMBER 2018 ! HILIE i
l PERPUSTAKAAN |
| wHIVERSITAS AIRLANGO4A

BURABAYA
e LAPORAN-PENELITIAN — . KONSTRUKSI-SEED VAKSIN-BIVALEN CHAIRUL A- NIDOM-——— —




Judul

Peneliti/Pelaksana
Nama Lengkap
Perguruan Tinggi
NIDN

Jabatan Fungsional
Program Studi
Nomor HP

Alamat surel (e-mail)
Anggota (1)

Nama Lengkap
NIDN

Perguruan Tinggi
Anggota (2)

Nama Lengkap
NIDN

Perguruan Tinggi

Institusi Mitra (jika ada)

Nama Institusi Mitra
Alamat

Penanggung Jawab
Tahun Pelaksanaan
Biaya Tahun Berjalan
Biaya Keseluruhan

.,

kit

tofzDr. |

LAPORAN PENELITIAN

IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA
HALAMAN PENGESAHAN

Mengetahui,
akultas Kedokteran Hewan

: Konstruksi Seed Vaksin Bivalen Virus Influenza melalui

Metode Knockout menggunakan Virus Newecastle Disease
dan Flu Burung H5N1 di Indonesia

: Dr. Dr. drh. CHAIRUL ANWAR NIDOM. M.Si
: Universitas Airlangga

: 0008035803

: Guru Besar

: Sains Veteriner

: 0811372683

: nidomca@unair.ac.id

: Dr. drh. KUNCORO PUGUH SANTOSO M.Kes
: 0015106601
: Universitas Airlangga

. Arif Nur Muhammad Ansori, S.Si.

: Tahun ke | dari rencana 3 tahun
: Rp 60.000.000
: Rp 180.000.000

Kota Surabayd. 2#<11-2018

. CHAIRUL ANWAR NIDOM.

Mm. drh.. MKes)  (OrDr.d A

NIP/NIK 195601051986011001

NIP/NIK 195803081984031003

Menyetujui.

Ketua Lembaga Penelitian dan Inovasi

(Prof. Drs. Hery Purnobasuki. M.Si.. Ph.D.)
NIP/NIK 196705071991021001

" HILIE
FERPUSTAKAAN
FHIVERBITAS AIRLANGGA

KONSTRUKSI SEED VAKSIN BIVALEN.. U TeHARBL A NIbal



IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

RINGKASAN

Virus flu burung H3NT merupakan virus zoonosis yang dikhawatirkan menjadi
penyebab pandemi penvakit influenza vang baru dengan korban yang tinggi. Ini
disebabkan oleh sifat patogenisitas virus vang tinggi ketika menginteksi inang.
transmisinya vang acrosol dan kemampuan melakukan mutasi yang memungkinkan
timbulnya subtipe baru pada populasi yang naive. Belum ada bukti bahwa virus Flu
Burung ini telah menginfeksi antar manusia, schingga pengendalian pada hewan lebih
diutamakan. Salah satu upaya untuk mencegah kejadian tersebut adalah melalui program
vaksinasi. Kesiapsiagaan terhadap ancaman pandemi diwujudkan dengan membuat dan
menyiapkan seed vaksin terhadap virus flu burung H3N1, Selain itu. Newcastle disease
(ND) merupakan penyakit strategis yang menimbulkan kerugian yvang tinggi pada
ckonomi peternakan unggas. Selama ini vaksinasi pada unggas yang dilakukan bersilat
monovalen, sehingga mengakibakan biaya operasional peternakan vang tinggi. karena
harus melakukan vaksinasi dua macam penyakit Dengan demikian. solusi vang elektil
saat ini adalah perbaikan perbaikan Konstruksi dari monovalen menjadi bi-tri valen.
Vaksin konvensional H3N| yvang ada merupakan sced vaksin yang berasal dari virus FFlu
Burung yang highly pathogenic avian influenza (HPAI). Metode vang bisa digunakan
adalah melalui penggunaan teknologi reverse genetic dalam menghasilkan seed vaksin
terhadap virus H3N1. yang bersifat low pathogenic. Selanjutnya digabungkan dengan
bagian virus ND yang imunogenik pada virus flu tersebut.

Salah satu metode dalam penggabungan ke dua virus flu burung dan ND - vang
saat ini dikembangkan adalah teknologi knockowr (KO). Metode ini merupakan suatu
metode vang dirancang untuk menghasilkan seed vaksin dengan fenotipe yang dirancang
di- awal dan memiliki valensi lebih dari satu. Tahapan awal dalam menghasilkan seed
vaksin dengan metode KO adalah pembentukan plasmid KO, yang terdiri dari: (1)
tahapan penghilangan ORF (open reading frame) dan urutan penvandi dari gen PB2 virus
influenza yang digunakan sebagai backhone virus KO: (2) tahapan digesti gen PB2 dun
gen insert (dalam hal ini gen HA virus Nu burung HENT serta fragmen gen I dari virus
ND isolat Indonesia. untuk menghasilkan protein permukaan HA dan ND schagai antigen
seed vaksin) oleh enzim restriksi: (3) insersi dan ligasi segmen gen insert yang akan
dickspresikan pada gen PB2 dan plasmid ekspresi VRNA yakni pPoll: (4) transformasi
pada bakteri E. coli: serta (3) analisis bioinformatik plasmid KO.

Gen HA yang di insersikan pada penelitian int adalah gen HA dari virus 1Tu burung
HSN1 dan fragmen gen I dari virus ND yang diisolasi dari unggas di Indonesia, juga
diinsersikan pada kerangka dasar virus flu. Gen HA ini telah dilakukan mutagenesis pada
multibasic amino acid di daerah cleavage site menjadi low pathogenic (Reviany et al..
2017), sedangkan fragmen gen virus ND telah diuji serologis dan filogentika molekuler
terhadap virus ND yang berkembang di Indonesia. Pada penelitian ini. dilakukan
identifikasi molekuler werhadap virus ND sebagai kandidat seed vaksin bivalen untuk
tahapan awal dari keseluruhan tahap penelitian.

Kata Kunci: H3N . Newcastle Disease. Teknologi Knockout. Vaksin
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PRAKATA

Assalamu’alaikum warahmatullahi wabarakatuh. Puji syukur penulis panjatkan
kepada Allah SWT yang telah melimpahkan rahmat, karunia, dan hidayah-Nya, sehingga
penulis dapat menyelesaikan penelitian tahun pertama program Pendidikan Magister
Menuju Doktor untuk Sarjana Unggul (PMDSU) Batch Il berjudul *Konstruksi Seed
Vaksin Bivalen Virus Influenza melalui Metode Knockout Menggunakan Virus
Newecastle Disease dan Flu Burung H5N1 di Indonesia” dengan lancar. Penelitian ini
merupakan penelitian tahun pertama dari keseluruhan tiga tahun penelitian. Penulis
menyadari banyak kekurangan dalam penyusunan laporan ini, sehingga memerlukan
perbaikan. Oleh karena itu. kritik dan saran yang bersifat membangun sangat penulis
harapkan. Penulis berharap semoga penelitian ini dapat bermanfaat bagi semua pihak
vang membaca.

Surabaya. 29 November 2018

Penulis
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PENDAHULUAN

1.1 Latar belakang

Penyakit tetelo atau Newcastle disease (ND) disebabkan oleh galur virulen dari
avian paramyxovirus virus serotype 1 (APMV-1) yang juga dikenal sebagai virus
Newcastle disease. Infeksi oleh virus ND yang virulen dikaitkan dengan gejala Klinis
neurologis. pernapasan. paralisis. dan mortalitas tinggi pada unggas. termasuk avam,
Penvakit ND menyebabkan kerugian ekonomi karena kematian, morbiditas, retardasi
pertumbuhan. dan penurunan produksi telur. serta kerugian yang terkait dengan reaksi
pasca vaksinasi (Xiang ¢f al.. 2017).

Penyakit ND telah mengakibatkan kerugian yang sangat besar dalam industri
unggas di seluruh dunia. terutama di negara-negara berkembang termasuk Indonesia
(Miller er al.. 2010). Selain itu, sejak 2003 hingga saat ini unggas Indonesia terserang
penyakit baru yang lebih mematikan dan menular kepada manusia vaitu virus avian
influenza (A1) (Nidom ¢r al.. 2012). Pengendalian kedua virus tersebut yvaitu virus ND
dan Al dilakukan melalui program vaksinasi.

Virus ND adalah virus yang berbentuk pleomorfik dengan diameter sekitar 200-
300 nm. Virus ND memiliki serotipe tunggal (APMV-1) dan memiliki ukuran genom
sekitar 13.2 kb yang tidak tersegmentasi. beruntai wnggal. genom RNA negative-sense
vang menyandikan nukleokapsid protein (NP), fosfoprotein (P). marrix protein (M),
fusion protein (F). protein hemaglutinin-neuraminidase (HN). RNA-dependent RNA
polymerases atau RdRps (L), serta dua tambahan protein nonstruktural. V dan W. yvang
dihasilkan oleh proses RNA editing dari gen P (Ganar ef al.. 2014: Xiang ¢ al.. 2017).
Dari sejumlah protein tersebut hanya protein I' dan HN yang mempunyai peranan dalam
proses kekebalan karena dapat merangsang pembentukan antibodi protektif. Protein F
merupakan target utama respon imun dan memiliki sifat imunogenik vang tinggi (Choi ¢/
al.. 2010),

Penyakit ND ditularkan melalui kontak langsung dengan unggas vang terinfeksi
atau karier. melalui kontak dengan sekresi dan ckskresi unggas vang terinfeksi. serta
melalui udara (Li er «f.. 2009). Kutu. hewan pengerat. serangga. dan anjing juga dapat

berperan sebagai vektor mekanik virus ND dari feses vang terinfeksi. Virus NI mampu
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menginfeksi hampir semua spesies unggas. baik unggas liar maupun yang sudah
didomestikasi. Selain menginfeksi unggas, infeksi alami virus ND juga ditemukan pada
babi. domba, dan cerpelai. bahkan ada laporan kasus pada manusia (Yune and Abdela.
2017).

Penyakit ND merupakan penyakit yang sangat penting dalam dunia peternakan
vang dikategorikan olch OIE sebagai notifiable disease. Infeksi virus ND selain dapat
menyebabkan angka kematian mencapai 100%. juga dapat memberi dampak yang hebat
bagi sektor ekonomi sehingga menimbulkan terjadinya pembatasan perdagangan
internasional pada produk unggas dan embargo pada area atau negara vang mengalami
wabah ND (Capua and Alexander, 2009; Cornax ¢f al.. 2012).

Qutbreak dari ND telah dilaporkan diberbagai negara di dunia. seperti Jepang
(Mase ¢f al., 2002). Timor Lesté (Serrdo ef al.. 2012). Yordania (Ababneh ¢7 al.. 2012).
Pakistan (Farooq ¢t «l.. 2014), India (Nath and Kumar. 2017). Mesir (Ewies ¢r a/.. 2017).
Isracl (Wiseman ¢f ai.. 2018), dan juga di Indonesia (Xiao er al.. 2012; Panus e al.. 201 5:
Putri ¢ al.. 2017). Hal ini memberikan dampak yang besar pada peternakan unggas
khususnya di negara berkembang. Disisi lain. industri unggas adalah penyumbang utama
terhadap pasokan pangan global. Daging unggas dan telur adalah sumber protein hewani
yang paling ekonomis yang tersedia di seluruh dunia. Pada tahun 2013, Amerika Serikat
menduduki peringkat pertama sebagai penghasil daging unggas. Selain itu di Asia,
Indonesia menduduki peringkat keempat setelah Cina. India, dan Iran (Wahyono and
Utami. 2018),

Penyakit Al di Indonesia terutama disebabkan oleh virus Al subtipe H3N1 adalah
penyebab penyakit yang paling merugikan dalam sektor ekonomi. Oleh karena itu, akibat
dari signifikannya kerugian yang didapat, banyak upaya dan sumber daya diinvestasikan
dalam pencegahan dan pengendalian terhadap virus ND dan Al (Miller er ol.. 2015). salah
satunva adalah program vaksinasi.

Saat ini. berbagai vaksin aktif dan inaktif untuk virus ND, serta hanya vaksin
inaktit untuk beberapa serotipe virus Al. telah tersedia untuk digunakan (Kapczynski er
al.. 2013). Penggunaan vaksin bivalen ditujukan untuk menghasilkan respon antibodi
terhadap dua antigen vang berbeda dalam satu suntikan. Umumnya vaksin bivalen ini
memerlukan sumber dan proses penyediaan dua buah antigen. Teknologi ini memerlukan

dua macam biaya yaitu pengadaan antigen untuk vaksin Al dan ND.
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Kesulitan lain dalam mengembangkan vaksin untuk memberikan hasil vang lebih
baik terkait imunogenisitas. perlindungan silang terhadap galur heterogen. biaya yang
lebih murah, cakupan yang luas, masa simpan vang lama, dan pengiriman yang efisien.
Virus Al dan ND merupakan virus RNA yang mudah terjadi perubahan dan pergeseran
antigenik dalam gen H dan N dari virus Al, vaksin tersebut dapat kehilangan
keampuhannya. Masalah ini terutama menjadi perhatian untuk virus highiy pathogenic
avian influenza (HPA1) (Kawaoka and Neumann. 2012). Vaksin virus ND juga dapat
menghadapi masalah yang besar yang diakibatkan oleh keragaman gen fusi, yang
diekspresikan dalam 16 genotipe virus yang berbeda dengan beberapa keragaman
antigenik (Miller et «l.. 2013).

Upaya terkini yang bisa dilakukan adalah dengan menggunakan teknologi reverse
genetic terutama untuk mengubah sifat ganas dari suatu virus (Nidom er al.. 2017).
Sedangkan untuk pencrapan efisiensi dalam pembuatan vaksin bivalen dilakukan melalui
teknologi knockout (KQ) dengan dasar tubuh (huckbone) virus influenza, dimana teknik
ini didesain agar satu virus direkayasa untuk bisa membawa dua (bivalen) atau tiga
(trivalen) protein antigen (Uraki er al.. 2015). Keuntungan dan kelebihan dari teknologi
KO ini adalah virus seed vaksin yang dihasilkan dapat sekaligus membawa dua atau tiga
antigen sekaligus dan dapat digunakan untuk menjawab persoalan efisicnsi biaya serta
waktu. seperti yang dihadapi pada produksi vaksin secara tradisional (Wong and Webby.
2013).

Berdasarkan permasalahan tersebut perlu dilakukan penelitian untuk mengetahui
tingkat homologi nukleotida gen penyandi protein F virus ND dari ayam isolat lapang
dibandingkan dengan virus vaksin lentogenik vang digunakan di Indonesia. menganalisis
hubungan kekerabatan gen penyandi protein F virus ND dari ayam isolat lapang dengan
virus vaksin lentogenik yang digunakan di Indonesia dan virus ND lainnya pada
GenBank®. Untuk selanjutnya. dapat dimanfaatkan sebagai acuan untuk pengembangan
dasar kandidat seed vaksin bivalen dengan H3NI menggunakan teknologi KO pada
industri vaksin dalam inovasi produk vaksin vang mampu melawan serangan ND dan
H5N'1 secara lebih efektif.

1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang di atas dapat dirumuskan masalah sebagai berikut:

I
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l. Berapa tingkat homologi nukleotida gen penyandi protein F virus ND dari ayam isolat
lapang dibandingkan dengan virus vaksin lentogenik yang digunakan di Indonesia?

2. Bagaimana hubungan kekerabatan gen penyandi protein F virus NI dari ayam isolat
lapang dengan virus vaksin lentogenik yang digunakan di Indonesia dan virus ND

lainnya pada GenBank®?
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BAB 2 SURABAYA
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Sejarah Penyakit Newcastle Disease

Newcastle disease (ND) adalah penvakit virus vang sangat menular dari spesies
unggas. Infeksi ND telah dilaporkan dari berbagai jenis burung dengan berbagai tingkat
kerentanan (Ganar er al., 2014). Kraneveld (1926) menyebutkan bahwa penyakit ND
pertama Kali dilaporkan di Indonesia pada tahun 1926. tepatnya di Pulau Jawa. Setelah
itu, Doyle (1927) melaporkan pada tahun 1927 di Inggris terjadi wabah penyakit yang
ganas pada unggas di daerah New Castle upon Tyne (Newcastle). Samal (1997)
menyebutkan jika setelah tahun 1935, nama Newcastle disease digunakan oleh Doyle.
Selain itu, Doyle (1997) melaporkan jika penyakit yang menunjukkan gejala vang sama
dengan ND sebelumnya pernah diidentifikasi pada tahun 1924 di Semenanjung Korea,
selanjutnya ND menyvebar dengan cepat ke beberapa negara. Ganar er al. (2014)
menyebutkan NI juga disebut penyakit Ranikhet di India. Penyakit ND adalah
ancaman global dan endemik di banvak bagian dunia yang sedang berkembang. Panus
et al. (2015) menvebutkan jika Newcastle disease di Indonesia telah menyebar ke
berbagai daerah. termasuk di Pulau Jawa. Selain itu. serangan ND umumnya mulai
meningkat pada awal musim hujan dan terus meningkat hingga mencapai puncak pada
pertengahan musim hujan. Selain itu, wabah biasanya terjadi pada saat peralihan dari

musim hujan ke musim kemarau,

2.2 Etiologi Virus Newcastle Disease

Doyle pada tahun 1927 pertama kali mengidentifikasi bahwa ND disebabkan oleh
virus yang dapat difilter yang berbeda dari penvakit unggas vang kemudian dinamakan
sebagai virus ND (Doyle. 1927). Virus ND diklasitikasikan sebagai anggota dari genus
Avulavirus - di subtamili - Paramyxovirinae dan famili - Paramyxoviridae. Genus
Avulavirus dibagi menjadi sembilan serotipe berdasarkan uji hemagglutination
inhibition dan uji newraminidase inhibition. Virus ND termasuk ke dalam serotipe |
dari avian paramyxovirus (Lamb and Parks. 2007). Virus ini relatif stabil pada alam

bahkan pada suhu sub-optimal dan rentang pH yang luas, namun telah diamati bahwa
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virus ND menjadi tidak stabil pada suhu 56 °C. Virus ND juga sensitif terhadap
detergen, pelarut lipid. formaldehid. dan bahan oksidator (Ganar ¢f /.. 2014).

Virus ND memiliki serotipe tunggal (APMV-1) dan memiliki ukuran genom sekitar
15.2 kb yang tidak tersegmentasi, beruntai tunggal, genom RNA negative-sense yang
menyandikan nukleokapsid protein (NP). fosfoprotein (P), matrix protein (M), fusion
protein (F). protein  hemaglutinin-neuraminidase (HN). RNA-dependent RNA
polvmerases atau RdRps (L). serta dua tambahan protein nonstruktural, V dan W, yang
dihasilkan oleh proses RNA editing dari gen P (Ganar et al., 2014; Xiang ef al.. 2017).
Dari sejumlah protein tersebut hanya protein F dan HN yang mempunyai peranan dalam
proses kekebalan karena dapat merangsang pembentukan antibodi protektif. Protein F
merupakan target utama respon imun dan memiliki sifat imunogenik yang tinggi (Choi
ef al., 2010). Selain itu, bertanggung jawab untuk penempelan virus dan fusi ke
membran sel inang. Spike F dan HN memiliki panjang sekitar 8 nm dan masing-masing
sebagai trimer dan tetramer (Lamb and Parks. 2007).

Galur virus ND vang diisolasi dari berbagai belahan dunia dikelompokkan ke dalam
tiga kelompok ukuran genom. yaitu 15.186 nt yang ditemukan sekitar tahun 1930-1960
serta mencakup genotipe I, 11, 111, dan [V: 15.192 nt pada isolat yang ditemukan setelah
tahun 1960 serta mencakup genotipe V. VI. VII, VIII. X-XVIII: dan 15.198 nt pada
galur avirulen dari Jerman. Semua isolat virus ND mengikuti "rule of six” yang berarti
bahwa replikasi virus paling efektif ketika urutan nukleotida di genom berada dalam
kelipatan enam mulai nukleosapsid (N) mengikat protein secara efektif dengan enam
nukleotida (Gambar 2.2). Enkapsidasi 6 nukleotida terakhir pada promoter ujung 3-'
oleh protein N tunggal penting untuk inisiasi replikasi genom paramyxovirus oleh

polimerase virus (Ganar ef al.. 2014).

2.3 Replikasi dan Patogenesitas Virus Newcastle Disease
Virus ND menyerang sel epitel pernapasan dengan mengikat pada senyawa yang
mengandung asam  sialat seperti gangliosida dan reseptor N-glikoprotein oleh
glikoprotein permukaannya. Infeksi virus ND terjadi terutama melalui cara dimana
envelope virus bergabung dengan membran sel inang. Selain itu. infeksi juga dapat
terjadi oleh reseptor mediated endocytosis dan kadang-kadang melalui caveolue-

dependent endocyiosis. Setelah masuk ke dalam sitoplasma sel inang. genom RNA

14
LAPORAN PENELITIAN KONSTRUKSI SEED VAKSIN BIVALEN.. CHAIRUL A. NIDOM



IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

negative-sense ditranskripsi menjadi positive-sense yang kemudian ditranslasi menjadi
protein virus. Transkripsi dimulai pada 3' dan mensintesis mMRNA gen individu mulai
dari gene-start ke urutan gene-end. Reinisiasi transkripsi ke gen hilir di situs gene-start
tidak seragam. yang mengarah ke gradien populasi mRNA yang menurun sesuai dengan
jarak dari 3" akhir genom virus. Protein N, P, dan L sangat penting untuk perakilan
nukleokapsid. Positive-sense RNA kemudian digunakan sebagai template untuk
sintesis RNA genomik regarive-sense. Perakitan dan budding virus ND dewasa
tergantung pada protein M dan lipid yang ada di membran sel. Infektivitas virus ND
tergantung pada pembelahan prekursor protein FO ke F1-F2 subunit. Urutan asam
amino dari situs pembelahan protein F dengan demikian postulasikan sebagai penentu
utama infeksi. Protein HN dengan pengenalan reseptor dan aktivitas neuraminidase dari
virus menentukan dan juga berkontribusi terhadap virulensi virus ND. Selain itu. telah
ditemukan bahwa protein F dan HN dalam virus ND adalah penentu virulensi virus ND
pada ayam dan makrofag yang terinfeksi. Virus ND juga patogen bagi manusia dan

dapat menyebabkan konjungtivitis jika terkena mata (Ganar ef «/.. 2014).

2.4 Sifat Virus Newcastle Disease

Sifat-sifat virus ND penting untuk diketahui guna menentukan model atau cara-cara
pencegahan dan penanganan vaksin. Sifat virus ND antara lain mampu menggumpalkan
eritrosit karena hemaglutinin virus berinteraksi dengan permukaan critrosit. Selain itu.
jika dipapar dengan sinar ultra violet. virus ND akan mati. Sifat lainnya adalah rentan
terhadap zat-zat kimia dan mudah mati dalam keadaan sekitar yang tidak stabil. Disisi
lain. desinfektan vang peka untuk virus ND adalah NaOH 2%. formalin (1-2%). lysol
3%. alkohol 95%. dan fumigasi dengan kalium permanganat. Pada subu 100 °C selama
I menit, aktivitas virus ND akan hilang serta beberapa bulan pada suhu 37 °C. Virus ND
stabil pada pH 3-11. Virus ND dapat bereplikasi pada beberapa kultur sel, misalnya pada
sel chicken embryo fibroblast (CEF). chicken embryo liver (CEL). sel chicken embryo
kidney (CEK). sel African green monkev kidney (Vero). sel chicken embrvo reluted

(CER). dan avian myogenic (QMS) (Terregino and Capua. 2009).

15
LAPORAN PENELITIAN KONSTRUKSI SEED VAKSIN BIVALEN.. CHAIRUL A. NIDOM



IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

2.5 Galur Virus Newcacstle Disease

World Organisation for Animal Health (OIE) (2012) membagi galur virus ND
menjadi lima patotipe berdasarkan gejala klinis yang ditimbulkan pada unggas yang
terinfeksi sebagai berikut, yaitu enterik asimtomatik yang merupakan infeksi enterik
subklinik tanpa adanya gejala yang jelas: lentogenik yang ditandai dengan infeksi
pernapasan ringan: mesogenik yang ditandai dengan gejala neurologis vang jarang dan
gangguan pernapasan dengan angka mortalitas yang berhubungan dengan usia unggas
yang rentan (unggas muda lebih rentan); viserotropik velogenik vang menyebabkan
pendarahan dan lesi pada saluran pencernaan serta merupakan virus vang memiliki
patogenesitas tinggi: dan neurotropik velogenik yang menyebabkan angka mortalitas

tinggi dengan diikuti gejala gangguan sistem saraf dan pernapasan.

2.6 Epidemiologi Virus Newcastle Disease
Virus ND galur virulen endemik pada unggas di sebagian besar Asia. Afrika. dan
beberapa negara di Amerika Utara dan Selatan. Negara-negara lain. termasuk Amerika
Serikat dan Kanada, bebas dari galur pada unggas dan mempertahankan status itu
dengan pembatasan impor dan pemberantasan dengan menghancurkan unggas vang
terinfeksi. Kormaran. merpati. dan burung bayan impor lebih sering terinfeksi virus ND
dan juga merupakan sumber infeksi virus ND pada unggas. Virus ND galur virulen
rendah memiliki prevalensi pada unggas dan burung liar, terutama unggas air. [nfeksi
unggas domestik dengan virus loND memberikan kontribusi untuk menurunkan
produktivitas. Virus ND infektif untuk hampir semua spesies unggas. baik domestik
maupun liar. Ayam sangat rentan terhadap infeksi virus ND. termasuk varian merpati
APMV-1. Virus ND lebih tahan terhadap suhu tinggi bila dibandingkan dengan
sebagian besar paramyxovirus. Hal ini tetap menular di sumsum tulang dan otot ayam
vang disembelih setidaknya enam bulan pada -20 °C dan hingga empat bulan dalam
suhu refrigerator dan juga virus menular dapat bertahan selama berbulan-bulan pada
suhu kamar di telur yang dihasilkan oleh ayam yang terinfeksi dan selama lebih dari
setahun pada 4 °C. Prevalensi ND lebih tinggi pada musim kemarau dibandingkan

musim hujan (Abdisa and Tagesu. 2017).
Jenis virus ND vang baru diisolasi terus menerus dilaporkan dari seluruh dunia.

Baru-baru ini. wabah virus ND telah dilaporkan dari Vietnam, Indonesia. Malaysia. dan
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Kamboja (Choi ¢r «l.. 2014). Pada tahun 2013, 96 wabah NDV dilaporkan pada unggas
dari Kamerun. Republik Afrika Tengah, Pantai Gading. dan Nigeria. Pada tahun 2011.
wabah virus ND velogenik dilaporkan dari Israel di burung hantu dan pinguin Afrika.
Terlepas dari wabah rutin. ketidakmampuan vaksinasi juga telah dilaporkan
menyebabkan munculnya galur virus ND baru. Di Amerika Serikat. virus ND (juga
disebut virus ND eksotis) isolat dilaporkan dari kormoran dan camar di negara bagian
Minnesota, Massachusetts, Maine, New Hampshire. dan Maryland. Keberhasilan virus
ND mewabah juga dilaporkan dari benua Eropa dan Cina (Xic ¢/ «l.. 2012). Analisis
filogenetik virus ND yang diisolasi dari berbagai belahan dunia tidak dapat memberi
kita gambaran yang jelas tentang bagaimana melintasi penghalang topografi. Namun.
galur virus ND virulen yang diisolasi dari Texas menunjukkan identitas yang tinggi
pada genom mercka dengan galur dari zona iklim panas menunjukkan prevalensi galur
vang sangat ganas di daerah-daerah tersebut (Gambar 2.1). Galur virus ND yang
diisolasi dari Mesir dan Afrika Tengah menunjukkan identitas yang tinggi pada genom
mereka dengan galur virulen seperti Fontana dan Texas GB yang menunjukkan patotipe
virulennya. Menariknyva. isolasi virus ND dilaporkan dari kolam nyamuk di Jakarta
(Forrester er al.. 2013). Meskipun Australia telah bebas dari wabah virus ND dari tahun
1932 hingga 1998. beberapa wabah dilaporkan dari New South Wales dari tahun 1998
hingga 2002. Kehadiran virus ND juga telah dilaporkan dari populasi burung liar.
Selain itu. virus NI telah diisolasi dari spesies non-unggas seperti babi. domba. dan

cerpelai (Zhao er af.. 2017).
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Gambar 2.1 Analisis filogenetik virus ND yang diisolasi dari berbagai negara (Ganar
etal..2014).

2.7 Vaksinasi terhadap Virus Newcastle Disease

Vaksinasi adalah metode pengendalian dan pencegahan penyakit baru yang paling
penting. Saat ini. vaksin inaktif dan aktif untuk virus ND tersedia di seluruh dunia.
Selain itu. terdapat juga thermostable vaccine yang secara khusus dikembangkan untuk
digunakan pada avam kampung. Berbagai rute dapat digunakan untuk pemberian
vaksin aktit' dan jadwal dari menetas sampai tumbuh. Vaksin emulsi minyak virus
inaktif diberikan scbelum dimulainya produksi telur. Vaksin virus lentogenik umumnya
direkomendasikan dalam air minum, dengan tetes mata, oleh aerosol atau intranasal.
Vaksin menggunakan galur V4 tahan panas telah dikembangkan untuk memberi makan
avam kampung di berbagai negara yang memiliki produksi unggas tinggi. Meskipun
raksinasi yang tepal melindungi unggas dari penyakit klinis tetapi tidak mencegah
replikasi virus dan shedding. yang menghasilkan sumber infeksi (Markos and Abdela.
2016).

Vaksin aktif: vaksin aktif relatif murah. dijual dalam bentuk kering beku. mudah
dikelola. dan dapat digunakan untuk vaksinasi masal. Hal ini telah dibagi ke dalam

kelompok mesogenik dan lentogenik dengan cara yang lebih disukai yaitu pemberian
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lctes mata, pemasangan intranasal paruh, atau mencelupkan untuk vaksin lentogenik
sementara vaksin mesogenik memerlukan suntikan intramuskular. Pemberian melalui
air minum dan acrosol juga dapat digunakan. Di sebagian besar negara, vaksin Hitchner
B dan LaSota digunakan dan berasal dari virus ND galur mesogenik. Beberapa vaksin
mesogenik dapat menyebabkan penyakit: terutama pada unggas muda. terutama jika
ada infeksi ganda dengan organisme yang memperburuk kondisi (Yune and Abdela.
2017).

Vaksin inaktif: vaksin inaktif dapat digunakan pada situasi yang tidak cocok untuk
vaksin aktif dan menyebabkan tingkat antibodi protektif yang tinggi selama jangka
waktu yang panjang. Vaksin-vaksin ini dihasilkan dari cairan alantois infektif dari virus
ND virulen yang dipapar dengan -propiolactone atau formalin untuk membunuh virus
dan kemudian dicampur dengan adjuvan. Vaksin dapat diberikan melalui injeksi
subkutan atau intramuskular (Yune and Abdela. 2017).

Program vaksinasi: program vaksinasi memengaruhi durasi imunitas. Salah satu
pertimbangan paling penting yang mempengaruhi program vaksinasi adalah tingkat
maternal immunity pada ayam muda. yang dapat bervariasi dari batch ke batch.
peternakan ke peternakan, dan di antara ayam individu. Untuk alasan ini, salah satu dari

beberapa strategi digunakan (Yune and Abdela. 2017).

2.8 Vaksin dengan Valensi Lebih dari Satu

Vaksin virus dengan valensi lebih dari satu dapat ditemukan pada vaksin
konvensional. Namun. pembuatan vaksin dengan valensi antigen yang lebih dari | jenis
pada metode konvensional. menggunakan metode yang laborous. dimana masing-
masing seed dipersiapkan tersendiri untuk selanjutnya dicampur pada saat formulasi
(Wong and Webby. 2013). Virus ND adalah kandidat vektor vaksin yang menarik untuk
pemanfaatan pada manusia dan hewan (Samal. 2011). Hal ini menyajikan kandidat
vang menjanjikan untuk desain rasional vaksin aktif dan vektor vaksin karena sifal
modular transkripsi. frekuensi rekombinasi minimum, dan tidak adanya fase DNA
sclama replikasi.

Genom virus ND cukup mudah dimanipulasi menggunakan teknologi reverse
genetic (Liu ¢f «/.. 2017). Vaksin aktif dan vaksin bivalen sccara ekonomi sangat

populer untuk industri unggas. Galur lentogenik virus ND tampaknya merupakan
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vaksin vang baik. Baik virus aktit’ dan rekombinan dieksplorasi sebagai vaksin dan
vekior vaksin dengan berbagai tingkat keberhasilan. Virus ND rekombinan yang
mengekspresikan protein asing dieksplorasi sebagai vektor virus oleh banyak ilmuwan
di seluruh dunia. Sitat berikut mungkin dapat dikaitkan untuk keseuaian virus ND
sebagai vektor virus (Ganar ef af., 2014). vaitu (1) virus ND tumbuh dengan titer tinggi
dalam TAB. kultur sel. dan saluran pernapasan spesies unggas dan non-unggas: (2)
infeksi virus NI) secara alami melalui saluran pernapasan dan ini berguna untuk
mengantarkan antigen protektif yang berasal dari patogen pernapasan. Sclain itu. virus
ND menginduksi respon imun lokal dan sistemik: (3) virus ND memunculkan respon
imun humoral dan seluler; (4) virus ND memiliki genom modular dengan hanya enam
gen esensial dan dua gen aksesori yang mudah direkayasa: (5) virus ND tidak
berintegrasi dengan genom inang karena bereplikasi dalam sitoplasma inang dan
menunjukkan rckombinasi genetik terkecil: dan (6) virus ND rekombinan yang
mengekspresikan antigen asing menunjukkan ekspresi protein asing yang cukup tinggi
dan stabil setelah banvak bagian baik in vitro dan in vivo.

Untuk konstruksi vektor vaksin. gen asing harus diapit oleh gene-start dan gene-
end urutan virus NI spesifik di persimpangan gen atau urutan intergenik tanpa
mengganggu rule of six. Tingkat ekspresi gen asing ditemukan lebih dalam kasus
penyisipannya di 3' akhir genom. Virus ND rekombinan dapat bertindak sebagai vektor
vaksin potensial untuk manusia. Virus ND menawarkan kandidat vaksin vang penting
dalam hal keamanan. cfektivitas. dan efektivitas biaya. Sejumlah vaksin berbasis virus
ND dihasilkan untuk menyelesaikan masalah berbagai infeksi virus pada manusia.
Virus ND rekombinan memberikan respon imunogenik terhadap tantangan antigenik
vang berbeda seperti hemagglutinin protein (HA) virus influenza manusia. gag protein
dari HIV dan SIV. glikoprotein HIV. F glikoprotein dari human respiratory syacyvtial
virus. protein HIN dari fniman parainfluenza virus 3. dan spike glvcoprotein dari SARS-
CoV (Samal. 201 1.

Selain itu. virus NI bertindak sebagai vektor vaksin yang sangat baik untuk patogen
hewan dan berhasil dipasarkan. Virus ND rckombinan mengekspresikan protein VP2
vang digunakan scbagai vaksin bivalen terhadap virus ND dan virus IBD pada ayam.
Virus ND rekombinan mengekspresikan protein HA dari HSN1 dan virus influenza

H7NT7 melindungi terhadap virus ND dan infeksi virus influenza pada ayam. Virus ND
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rckombinan yang mengekspresikan glikoprotein gN dan gG dari virus Rifi Valley fever
(RVF) terbukti mclindungi tikus dan anak domba. melawan infeksi virus dengan
memunculkan  respon antibodi - yang  cfektif.  Virus ND  rekombinan  yang
mengekspresikan ¢l glikoprotein secara parsial melindungi sapi terhadap infeksi virus
herpes sapi. Dalam penelitian lain, Virus ND rekombinan yang mengekspresikan
protein G dan I dari virus Nipah menginduksi respon antibodi penctral pada tikus dan
babi. Banyak penciitian telah dilakukan di seluruh dunia untuk meningkatkan elisiensi
vaksin virus NI. Telah ditunjukkan bahwa virus ND rekombinan mengekspresikan
protein HA HSNI pada bebek menunjukkan perlindungan steril dengan tidak adanya

antibodi yang diturunkan secara maternal (I erreira ¢f of.. 2012).

2.9 Vaksin Virus Knockout

Teknologi virus knockour (KQ) adalah suatu metode dimana satu subtipe virus
direkayasa untuk bisa membawa dua (bivalen) atau tiga (trivalen) protein antigen virus.
Hasilnya nanti adalah ckspresi lebih atau sama dengan dua antigen. Vaksin ini juga
menggunakan  propagasi berbasis kultur sel yang dapat mengatasi risiko yang
berhubungan dengan alergi komponen telur dan keterbatasan pasokan TAB pada
kondisi pandemik (Murakami ¢ al.. 2012). Metode ini dapat digunakan untuk
menjawab  persoalan cfisiensi biaya dan waktu dalam pembuatan vaksin sistem
konvensional. Keuntungan dari metode proses produksi ini dalam satu propagasi virus
vaksin dengan teknologi KO, dapat sekaligus membawa dua atau tiga antigen sekaligus.
Keunggulan lainnyva dari metode ini diantaranya dihasilkannya titer antibodi yang
tinggi meski hanmva satu kali pemberian, proteksi sempurna pada uji 1antang yang
dilakukan pada hewan coba serta antigenisitas virus vang tidak berubah karena dipasase
di kultur sel dan tidak di TAB. Dalam skala produksi. oleh karena pasase vaksin ini
dilakukan di lini sel. schingga dapat diakukan scale up sesuai kebutuhan (Kobayashi ¢/
al..2013).

Teknologi KO bisa melalui cara dengan menghilangkan sebagian dari gen untuk
digantikan posisinva dengan gen-gen yang dikehendaki. Tahapan ini adalah tahap yang
paling krusial dalam tcknologi ini. Bagian dari gen vang dihilangkan merupakan bagian

dari urutan peny andi untuk kemudian digantikan dengan urutan penyandi dari gen yang
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dikehendaki ataupun urutan penyandi dari patogen lain seperti bakteri (Murakami e/
al..2012).

Teknologi KO merupakan salah suatu metode vang digunakan pada teknologi
reverse genetic, Pada virus influenza misalnyva. teknologi ini awalnya dikembangkan
dari studi mengenai genome packaging dari virus influenza oleh kelompok penelitian
vang dipimpin oleh Profesor Yoshihiro Kawaoka dari Institute of Mcdical Science. The
University of Tokyo (IMSUT). Jepang. Kelompok penelitian ini menyisipkan gen
green fluorescence protein (GFPY pada daerah urutan penyandi dari gen PB2 dan NS,
Dalam perkembangannya, metode ini bisa digunakan sebagai landasan untuk membuat
seed vaksin multivalen dengan menyisispkan gen patogen yany kita inginkan dalam
urutan gen penvandi PB2 atau non struktural dari virus master donor PRE (Ozawa ¢/
af..2011). Selain i, Qurnianingsih (2013) telah melakukan desain seed vaksin bivalen
virus influenza A melalui teknologi KO dengan menggunakan virus HINT dan H3N|
(1Tu burung) isolat manusia di Indonesia.

Secara umum. tahapan dari pembuatan seed vaksin bivalen dengan teknologi KO
terdiri dari (1) tahapan awal adalah desain atau penyiapan plasmid KQO. (2) tahapan
kedua adalah transteksi plasmid KO dan plasmid lain yang diperlukan pada kultur sel
293T yakni plasmid untuk sintesis RNA virus dan plasmid untuk ekspresi protein
kompleks polimerase. (3) tahapan ketiga adalah propagasi pada kultur sel yang
dilanjutkan dengan (1) tahapan lanjut yakni uji stabilitas molekuler. uji imunogenisitas
- dan uji patogenisitis yang dilakukan pada kultur sel maupun hewan coba (Ui er al..
2007).
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SURABAYA
TUJUAN DAN MANFAAT :

3.1 Tujuan Penclitian
3.1 Tujuan Jangha Panjang

Tujuan  umum penelitian ini adalab  untuk  mengetahui  tingkat  homologi
nukleotida gen penyandi protein I virus ND dari avam isolat lapang dibandingkan dengan
virus  vaksin lentogenik - yang  digunakan  di Indonesia. menganalisis  hubungan
Kekerabatan gen penyandi protein I virus ND dari ayam isolat lapane dengan virus vaksin
lentogenik yvang diconaban di Indonesia dan virus ND lainnya pada GenBank™ . Untuk
selanjutnya. dapat dimantaatkan sebagai acuan untuk pengembangan dasar kandidat seed
vaksin bivalen denzan TISNT menggunakan teknologi KO pada industri vaksin dalam
inovasi produk vaksin vang mampu melawan serangan ND dan HSN | secara lebih efektif.
3.1.2 Tujuan Khusuos

e Menentukan urutan nukleotida gen penvandi protein F virus ND dari ayam

isolat lapany

o Menganalisis susunan filogenetik virus ND dari avam isolat lapang.

3.2 Manfaat Penclitian
3.2.0 Manfaat Teoritis

Hasil dari penclitian ini diharapkan  mampu memberikan  informasi ilmiah
mengenai urutan nukleotida gen penyandi protein F dan informasi mengenai hubungan
kekerabatan virus ND berdasarkan gen penvandi protein | ovirus NI dari ayam isolat
lapang sebagai kandidat seed vaksin bivalen dengan H3N T menggunakan teknologi KO.
3.2.2  Manfaat Praktis

Penelitian tni diharapkan dapat dimantfaatkan sebagai acuan untuk pengembangan
dasar kandidat sced ks bivalen dengan HINT menggunakan teknologi KO pada
industri vaksin dalam inovasi produk vaksin yvang mampu melawan serangan ND dan

FISNT secara lebih efekul
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SURABAYA
METODE PENELITIAN Se—

4.1 Jenis Penelitian
Penelitian ini merupakan penelitian  observasional deskriptif’ menggunakan

rancangan penelitian chsploratif,

4.2 Tempat dan Walkiu Penelitian

Penelitian dilakukan dengan dua tahap. Tahap pertama pengambilan sampel dan
tahap kedua pengujian sampel. Penelitian dilakukan mulai April 2018. Pengambilan
sampel dilakukan ¢i peternakan ayam. Pemeri-saan molekuler sampel. uji PCR. serta
sehuensing DNA dilakolan di Laboratorium Voksinologi. Professor Nidom Foundation

(PNI). Surabaya.

4.3 Bahan dan Instrumen Penelitian
Bahan Penelitian

Isolasi virus menegunakan telur ayam berembrio (TAB) spesifik antibodi negatif
(SAN) berumur 8-10 hari. antibiotik (penicillin-streptomycin, Sigma). antifungi, media
tramsport brain heart infusion broth. dan alkohol. Uji Haemaghuination (HA) dan
Haemaglutination {nhihition (H1) mengeunakan phosphat buffer saline (PBS) pH 7.2,
dan eritrosit ayam. Primer reverse dan forwaid. serta perangkat untuk ekstraksi RNA dari
Roche High Pure Viral Nucleie Acid kit (Roche Molecular Systems. Inc.).
Instrumen Penelitian

[nstrumen yang dicunakan dalam penelitian ini adalah micronde (Eppendorfr),
multichanne! pipere (Lppendorfry, B BBL '™ CultureSwab™ (Becton. Dickinson and
Company). vellow tips (lTarson). white tips (Tarson). blue tips (Corning®). tabung
venoject. mikropipet  (Eppendorf®). 96-vwell microplate  (Applicd  Biosystems™).
centrifuge (my Fugc ™0 pelubang telur, rak telar, lampu candling. inkubutor telur. rak
tabung. spuit tubereulin (OneMed). pipet 1Ol (Falcon®). thermal cveler PCR (Applied
Biosystems™). perangkat elektroforesis (Bio-Rad Laboratories). 3130 xL Applied
Biosystems® Genetic Analyzers (Applied Fiosvstems™), refrigerator, vortex (Vortex-

Genme™ 2). dan hiosaten cabiner kelas 2 (BiobiseR!).
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4.4 Metode Penelitian
Pengambilan Sampel Penelitian

Sampel diambil dari swab kloaka avam di peternakan. Pengambilan sampel
dilakukan dengan cara Jdiulas menggunakan BD BBL™ CultureSwab!™. Tabung diberi
kode berdasarkan jenis. asal. dan tanggal pengambilan sampel. Sampel ditranportasikan
dalam ranmtai dingin (-8 () dan dibawa ke laboratorium untuk disimpan pada deep
[reezer (-80 °C) sampai saal akan dilakukan pengujian.

Isolasi Virus Newcastle Disease

Isolasi virus menggunakan TAB SAN yang berumur 8-10 hari. Proses sentrifugasi
dilakukan pada 300 rpin selama |5 menit. diinokulasikan pada cairan alantois TAB
masing-masing sebanvak 0.2 mL dan dilakukan inkubasi TAB dilakukan selama 5 hari
pada suhu 37 °C (O11: 2012). Pengamatan dilakukan setiap 8 jam untuk setiap TAB dan
untuk TAB yang wnat disimpan di dalam refrigerator. Sedangkan. jika TAB yang
cembrionya masih hidup ~ampai hari ke-3 inkubasic maka TAB disimpan semalaman pada
refrigerator. Cairan alantois dipanen dari TAI3 kemudian dilakukan uji ada tidaknya
aklivitas virus denzan uji HA dan RT-PCR scbagai penegakkan bahwa virus yang
terisolasi adalah virus \ND.
ldentifikasi Virus Newcastle Disease
Uji Hemaglutinasi (H.A)

Larutan PBS schanyak 25 pl. dimasukkan ke dalam setiap sumuran. Sumuran
pertama diisi 25 po. sampel cairan alantois yvang telah dipanen. Kemudian dilakukan
pengenceran hingga sumuran Ke-11 dan ditimbahkan kembali PI3S 235 pl. pada setiap
sumuran. Eritrosit s sebanyak 25 pl. ditambahkan pada setiap sumuran. Selanjutnya
dihomogenkan secira perlahan yang kemudian diinkubasi selama 40 menit pada suhu
ruang. Hasil positif’ Jitunjukkan dengan adan=a aglutinasi dari sel darah merah pada dasar
sumuran plat vang terlihat seperti pasir (OIE. 2012),

U)i Hambatan Hemaglutinasi (HI)

Sebanyak 2¢ pl. PBS dimasukkan ke dalam tiap sumuran plat mikrotiter. Sumuran
pertama dimasukkan 25 pl. serum  standar. Kemudian  dilakukan  pengenceran
menggunakan mul ichannel pipette (Eppendorl®). Selanjutnya ditambahkan  cairan
alantois 4 HALU ke sctiap sumuran sebanyak 235 pL dan di inkubasi selama 30 menit.

Suspensi sel darah merah | % sebanyak 25 i ditambahkan ke dalam semua sumuran dan

25
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digovang sccara perlahan yang selanjutnya ditempatkan pada suhu ruang. Reaksi dibaca
sctelah 30 sampai 6 ) menit. hasil positif ditunjukkan dengan terbentuknyva tear drop pada
saat plat dimiringkan (Ol 2012).
I kstraksi RNA Virus Newcastle Disease

Ikstraksi RNA virus ND dilakukan di biosafety cabinet kelas 2 (Biobase®).
Isolasi RNA virus {ari sampel mengeunakan Roche High Pure Viral Nucleic Acid kit
(Roche Molecular ¢ vstems, Inc.). Sampel swab Kloaka sebanyvak 200 ul. terlebih dahulu
dipersiapkan pada niicrombe (Eppendorfiry sebanyvak 2 mi. yang kemudian ditambahkan
waorking solution 200 ul. dan 50 pL proteinase K. Sampel diinkubasi pada suhu 72 °C
selama 10 menit dan dilunjutkan dengan penan babhan 100 pl. binding buffer. kemudian
dihomogenkan. Suspensi dipindahkan pada Figl pure filter tube kemudian disentrifugasi
selama | menit 8000 2. Supernatan dibuang. kemudian ditambabkan 500 pl. inhibitor
removal buffer. dan disentrifugasi selama | menit 8000 g. Supernatan dibuang. kemudian
ditambahkan 430 p . wash buffer dan disent-ifugasi selama | menit 8000 ¢ (supernatan
dibuang dan ulangi . Supernatan dibuang kemudian disentrifugasi selama 10 detik 13000
o, Filter nhe dipiv daiivan ke microtube baru dan ditambahkan 50 pl. cfution buffer
selanjutnya di inkuasi selama 10 menit. Tzshap (erakhir dilakukan sentrifugasi 8000 g
selama 1 menit. RMA yang berhasil ditsolasi kemudian disimpan dalam freezer -80 °C
sampai saat akan di akukan pengujian.
Pengukuran Konsentrasi RNA Virus Newcastle Disease

Konsentrasi RN A divkur untuk memestikan remplate untuk RT-PCR telah cukup.
Pertama, dimasukkan 200 ul. Quant-iT'TM Working Solution (Quant-iTT™M RNA Assay
Kit. Invitrogen) paca Qubit I'M Assay Tubes (Invitrogen). Lalu. 2 pl. RNA dimasukkan
ke dalam tube tersebur Campuran ini diinkubasi pada suhu ruang selama 2 menit. Setelah
itu. diproses untuk mengukur konsentrasi RNA menggunakan QubitT™ Fluorometer
(Invitrogen). Samp | RNA vang telah dideteksi oleh fluorometer diproses untuk RT-PCR.
Sintesis cDNA Vir s Newcastle Disease dengan One Step RT-POR

Reverse Troscripnase-Polvmerase Chain Reaction (RT-PCR) dilakukan untuk
mengamplitikasi genom RNA virus ND. Hal ini penting karena RNA harus diubah
terlebib dahulu merjadi DNA oleh metode reverse transeriptase sebelum diamplifikasi
di PCR. One Step R 1-POR dilakukan di hiosafen: cabinet kelas 2 (Biobase®). 24 plL RT-

- . . - - . N . . R®
PCR master mix (Superseriptk 11 One-Step RT-PCR System dengan Platinum™ Tagq

20
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DNA Polymerase. favitreren) dimasuhkan pada microtube 100 pl.. Lalu. ditambahkan |
ul. RNAL Tube dinvisubkan ke thermal cyeler PCR (Applied Biosystems™). Primer yang
digunakan untuk anplifikasi gen penyandi protein F virus ND disajikan pada tabel 4.1.
Reaksi PCR untuik menvamplifikasi DNA vaitu menggunakan hasil ¢DNA virus ND
dengan metode PCI.

Thermal oy cler PCR diatur dengan pre-denaturation selama 10 menit dengan suhu
94 C L denaturation sclama 1 menit dengan suhu 94 °C. annealing selama | menit dengan
suhu 56 °C. extens on selama 2 menit dengan wuha 72 °C. dan perpanjangian extension
selama 10 menit desean suha 72 °C. Siklus PCR ini berulang selama 40 Kali. Produk dari
PCR (amplikony disimpan pada suhu 4 °C. Produk PCR tersebut diproses berikutnya

untuk elektroforesis untuk mendeteksi genom virus ND vang telah diamplitikasi.

Label 4.1 Dafttar Pvonser £ orward dan Rever:e pada Deteksi Virus NI berdasarkan Gen

Fasion (F) (Faroog o a 2014).

CNIESTMSE? ) o

Forvard

GACCGOTGACCNCGAGGETA <700bp 1306-4326 |

v Reverse

AGICGG AGG ATG 111G GCA GC 4981-5005

Elektroforesis Gel

Elektroforesis vel digunakan untuk visualisasi hasil dari produk PCR. 1.5% gel
agarosa  dimasukhan he  dalam  perangkat  clekiroforesis  (Bio-Rad |.aboratories).
Selanjutnya. 7wl Blachuice (10X Blueduice I'M Gel Loading  Bulfer. Invitrogen)
diletakkan di parafi o, Ll T pl. amplikon d tambahkan. Berikutnya. campuran tersebut
dimasukkan kedalan well gel agarosa. Sebenvak 8 pul. 100 bp DNA ladder digunakan
sehagai marker (GIENEON) dimasukkan ke well gel agarosa. Marker ditempatkan pada
well nomor 1. Tale sampel ditempathan di w el berikutnyva. Perangkat clektroforesis
diquunkan pada 00 N 400 mA  selama 0 menit. Hasil  dari celekiroforesis
divisualisasihan dercan menggunakan Gel Doc'™ EZ Gel Documentation System (Bio-

Rad Laboratorics).
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Schuensing cDNA Virus Newcastle Diseasc

Sekuensing whalah metode untuk mengetahui tipe nukleotida yang tersusun pada
genom vang teramy Hitiosi (produk PCRY. Prodak PCR diparifikasi dengan QIAquick ®
PCR - Purificanon ko iQiagen). Scielah proses  purilikasic  dilakukan  pelabelan
menggunakan Bigl ve o Terminator v3. | Cycle Sequencing Kit (Applicd Biosystems™).
Ialu dilakukan pen unbahan sebanvak 3 pl. BigDye™ Terminator SN Sequencing Bufter
(Applied Biossste u=M 0 Selanjutnye. diturbahkan 5 ul. amphikon sang  welah
dipuritikasi. 1S5 b cooer forward daa rev erse dimasukhan, dan 7 pl. Nuclease Free
Water (Promega). Proses berikutnya adalah memasukkan kedalam thermal cycler
(Applied Biosysten ~ SESON Genetie Analyzer, Applied Biosystems ™). Thermal cyeler
tersebut diprogeam desoan suhu 96 VCountuk proses fearing pada mierotihe selama 3
menit lalu 96 °C we e i detike 30 °C selama S detik, 60 °C selama - menit. Siklus ini
berulang selama 235 Kali. | angkah terakhir adakih dengan suhu 4 °C hingea sampel siap
dipresipitasi. Presipitast dilakukan dengan men :gunakan 100 ul. dari 100°, konsentrasi
alkohol untuk setiag -
Analisis Data Molokuic

Analisis mo ckuler adalah metode vang melakukan kombinasi dan perbandingan
urutan nukleotida yang elah dibaca oleh thermal eveler. Uratan nukleotida dianalisis
dengan perangkat ok Biodogical Seanence lignment Editor (Biol.dit) versi 8.0 dan
Volecular Fyaive eneties doaoses NIEGA)Y verst 6.0 Proses  alignmem
difakukan menggur ihun Clustal W yang terscdia di Biobdit versi 8.0,
I’éll_\'i;lpan Plasmict Knockout

Virus TSN pada penelitian on e ab dilakukan rekazasa melalui teknologi
reverse genetic olel v Chelumnya (Nidon er gl 2007). Viras tersebut awalnya adalah
hiehly pathogenic cvicr influenza (HPAD), lidu diubah menjadi low pathogenicity avian
ifluenza (LPALD deazan teknologi revesse  genetic. Berikutnva  adalah  tahapan
penghilangan open cocding frame (ORE) dan uratan gen penyvandi dari gen PB2 virus
FISNT yang diguna o ohagai hackbone vicus KO. Tahapan digesti gen PB2 dan gen
unert (gen penvanci protein Fovirus NDy oleh enzim restriksi. Selanjutnya. insersi dan
higasi segmen gen nsert vang akan dickspresihan pada gen PB2 dan plasmid ekspresi

RNA virus. yaknt p ot
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4.5 Kerangka Ope asonal Penelitian

' wiegstviws ND dari avam ]

[ Lackulai: pade cavan alantors TAB SAN vanur §-10 han. ]

|

Tmbs o ang man Simungan edaiarn

tz mzith lndup pada har: ke-5 d:horbankan dengan
k cmamemasts . X2 Jalam refnigerator. Dilzkukan u EA dan HIL

homelogs

o Anahins Zlogenetik
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HASIL DAN LUARAN YANG DICAPAI

5.1 Inokulasi Sampel Virus ND
Sampel yang telah didapatkan pada penelitian ini, dilakukan inokulasi pada telur

ayam berembrio (TAB). Tujuan dan inokulasi virus pada TAB adalah untuk

memperbanyak virus ND yang telah didapatkan.

Gambar 5.1 Proses inokulasi virus ND pada TAB.

5.2 Uji Haemaglutination (HA)

Hasil positif pada uji ini adalah ditunjukkan dengan adanya aglutinasi dari sel
darah merah pada dasar sumuran plat yang terlihat seperti pasir. Uji HA digunakan untuk
mengukur titer virus/antigen secara kuantitas. Virus yang bisa dilakukan uji HA hanya
virus yang dapat mengaglutinasi sel darah merah seperti virus ND. Prinsip uji HA adalah
terjadinya ikatan antara virus/antigen dengan sel darah merah yang ditandai dengan
adanya agglutinasi (butiran seperti pasir). Pembentukan agglutinasi ini disebabkan
karena adanya ikatan virus/antigen dengan sel darah merah. Titer virus/antigen dapat
diketahui dengan melihat adanya agglutisai di dasar lubang dari microplate pada lubang
terakhir/pengenceran tertinggi, misal terjadinya agglutinasi sampai lubang ke 8, maka
titer virus/antigen tersebut adalah log 2%, sementara untuk wel/ yang negatif (tidak adanya

virus/antigen) apabila microplate dimiringkan 45 derajat sel darah merah akan turun.

30
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Gambar 5.2 Hasil uji HA dari sampel virus ND.

5.3 Ekstraksi RNA Virus ND

Ekstraksi RNA virus ND dilakukan di hiosafety cabinet kelas 2 (Biobase®). Isolasi
RNA virus dari sampel menggunakan QIAamp Viral RNA Mini Kit, Sampel sebanyak
140 pL terlebih dahulu dipersiapkan pada microtube (Eppendorf®) sebanyak 2 mL yang
kemudian ditambahkan working solution 200 pL. dan 50 pL proteinase K. Sampel
diinkubasi pada suhu 72 °C selama 10 menit dan dilanjutkan dengan penambahan 100 pul.
binding buffer, kemudian dihomogenkan. Suspensi dipindahkan pada high pure filter tube
kemudian disentrifugasi selama 1 menit 8000 g. Supemnatan dibuang, kemudian
ditambahkan 500 pl. inhibitor removal buffer, dan disentrifugasi selama 1 menit 8000 g.
Supernatan dibuang, kemudian ditambahkan 450 pl. wash buffer dan disentrifugasi
selama | menit 8000 g (supernatan dibuang dan ulangi). Supernatan dibuang kemudian
disentrifugasi selama 10 detik 13000 g. Filter tube dipindahkan ke microtube baru dan
ditambahkan 50 pl. elution buffer selanjutnya di inkubasi selama 10 menit. Tahap terakhir

33
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dilakukan sentrifugasi 8000 g selama 1 menit. RNA virus yang berhasil diisolasi

kemudian disimpan dalam freezer -80 °C sampai saat akan dilakukan pengujian.

Gambar 5.3 Proses ekstraksi RNA virus ND.

5.4 Pengukuran Konsentrasi RNA Virus ND

Konsentrasi RNA diukur untuk memastikan template untuk RT-PCR telah cukup.
Pertama, dimasukkan 200 pL. Quant-iTTM Working Solution (Quant-iTTM RNA Assay
Kit, Invitrogen) pada QubitTM Assay Tubes (Invitrogen). Lalu, 2 pl. RNA dimasukkan
ke dalam tube tersebut. Campuran ini diinkubasi pada suhu ruang selama 2 menit. Setelah
itu, diproses untuk mengukur konsentrasi RNA menggunakan QubitTM Fluorometer
(Invitrogen). Sampel RNA vang telah dideteksi oleh fluorometer diproses untuk one step
RT-PCR.

5.5 Sintesis cDNA Virus ND dengan One Step RT-PCR

Reverse Trascriptase-Polvmerase Chain Reaction (RT-PCR) dilakukan untuk
mengamplifikasi genom RNA virus ND. Hal ini penting karena RNA harus diubah
terlebih dahulu menjadi DNA oleh metode reverse transcriptase sebelum diamplifikasi
di PCR. One Step RT-PCR dilakukan di biosafety cabinet kelas 2 (Biobase™). Produk
PCR tersebut diproses berikutnya untuk elektroforesis untuk mendeteksi genom virus ND

yang telah diamplifikasi.

34
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Gambar 5.4 Elektroforesis untuk deteksi genom virus ND hasil amplifikasi dengan
primer MSF1 dan MSF2. Target hand berukuran sekitar 700 bp (warna
merah). M adalah marker. Nomor | dan 2 adalah sampel virus ND.
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KESIMPULAN DAN SARAN

i
)
]
1

Kesimpulan dari hasil penelitiar ini adalah telah didapatkan isolat-siolat virus ND

vang telah dilakukan inokulasi pada ietur axam berembrio (TAB). untuk selanjutnya

dilakukan karakterisasi secara molekuler dan berikutnya dapat dimanfaatkan sebagai

acuan untuk pengembangan  dasar Kandidar seed vaksin bivalen  dengan HSNI

menggunakan teknologr KO pada incustei vaksin dalam inovasi produk vaksin yang

mampu melawan scerangan ND dan HSN | secara lebih efektif.

7.2 SARAN

Saran dari penclitan ini adalah perlu adanya hasil dari inokulasi virus ND pada

[AB SPF (spesific pathogen free) dan el kultur.

LAPORAN PENELITIAN

- -
b N,

KONSTRUKSI SEED VAKSIN BIVALEN.. CHAIRUL A. NIDOM



IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA MILIRE
FERPUSTAK A

«MIVERSITAS AIRLANG®A

SURABAYA
DAFTAR PUSTAKA

Ababneh, M.M.. AL Dalab. S.R. Alsaad. M.B. Al-Zghoul and M.Q. Al-Natour, 2012,
Molecular Characterization of a Recent Newcastle Disease Virus Outbreak in
Jordan. Res Vet Sci 93(8): 151244,

Abdisa. T. and T. Tagesu. 2017. Review on Newcastle Disease of Poultry and Its Public
Health Importance. ) Vet Sci Technol. 8: 441,

Choi. K.S.. ELK. Lee. W I Jeon and L. Kwon. 2010. Antigenic and Immunogenic
[nvestigation of the Virulence Motif of the Newcastle Disease Virus Fusion
Protein. J Vet Sci. T1(3): 205-21 1.

Doyle. T. 1927. A Hitherto Unrecorded Disease of Fowls due to Filter Passing Virus. ).
Comp. Pathol. Therap. 40: 144169,

Ewies. S.S.. S. AL S Tamam and HM. Madbouly. 2017, Molecular Characterization
of Newcastle Discase Virus (Genotype VII) from Broiler Chickens in Egypt.
Beni-Seuf Univ. 1. Appl. Sci. 6(3): 232-237.

Farooq. M.. U. Saliha. M. Munir and QN Khan, 2014, Biological and Genotypic
Characterization ol the Newcastle Disease Virus Isolated from Disease Outbreaks
in Commercial Poultry Farms in Northern Punjab. Pakistan. Virol Rep. 3-4: 30-
39.

Ferreira, H.L. 1L.F. Pirlot. I, Reynard. T. van den Berg. M. Bublot and B. Lambrecht.
2012, Immune Responses and Protection against HSN | Highly Pathogenic Avian
Influenza Virus Induced by the Newcastle Disease Virus HS Vaceine in Ducks.
Avian Dis. 56(4 Suppl.): 940-948.

Forrester. N.L.. S.Gi. Widen. T.G. Wood. A.P. Travassos da Rosa. 1.G. Ksiazek. \.
Vasilakis and R.B. Tesh. 2013, Identification of a New Newcastle Discase Virus
Isolate from Indonesia Represents an Ancestral Lineage of Class 11 Genotype
X1 Virus Genes. 47(1): 168-172.

Ganar. K..M. Das. S, Sinhaand S, Kumar. 2014, Newecastle Disease Virus: Current Status
and Our Understanding. Virus Res. 184: 71-81.

KNapczynski. D.R.. C.1.. Atonso and P.J. Miller. 2013, Immune Responses of Poultry to
Newcastle Discase Virus. Dev Comp Immunol. 41(3): 447-455.

Kawaoka. Y. and ;. Neumann. 2012, Influenza Viruses: an Introduction. Methods Mol

Biol. 865: 1-9

38
LAPORAN PENELITIAN KONSTRUKSI SEED VAKSIN BIVALEN.. CHAIRUL A. NIDOM



IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

Kobayashi. H.. K. Iwatsuki-Horimoto. M. Kiso. R. Uraki. Y. Ichiko. T. Takimoto and Y.
Kawaoka. 2013. A Replication-incompetent Influenza Virus Bearing the HN
Glycoprotein of Human Parainfluenza Virus as a Bivalent Vaccine. Vaccine.
31(52): 6239-46.

Kraneveld, F. 1926. Over ¢en in Ned-Indie heerschende Ziete under het pluimves. Ned.
Indisch Bl. Diergencesk. 38: 448-450.

Lamb. R. and G. Parks. 2007. Paramyxoviridae: The Viruses and Their Replication. In:
Knipe. D.M.. P.M. Howley. D.E. Griffin. R.A. Lamb, M.A. Martin. B. Roizman.
S.E. Straus. (Fds.) Fields Virology. 5th. ed. Lippincott Williams & Wilkins.
Philadelphia. 1449-1496.

Li. X.. Y. Qiu. A, Yu. T. Chai, X. Zhang, J. Liv. D. Wang. H. Wang. Z. Wang and C.
Song. 2009. Degenerate Primers based RT-PCR for Rapid Detection and
Differentiation of Airborne Chicken Newcastle Disease Virus in Chicken Houses.
J Virol Methods. 158: 1-5.

Liu. H.. R.S. de Almeida. P. Gil and E. Albina. 2017. Comparison of The Efficiency of
Different Newecastle Disease Virus Reverse Genetics Systems. J Virol Methods.
249: 111-116.

Markos. T. and N. Abdela. 2016. Epidemiology and Economic Importance of Pullorum
Disease in Poultry: A Review. Gilob Vet. 17: 228-237.

Mase. M., K. Imai. Y. Sanada, N. Sanada. N. Yuasa, T. Imada. K. Tsukamoto and S.
Yamaguchi. 2002. Phylogenetic Analysis of Newcastle Diseasc Virus Genotypes
[solated in Japan. J Clin Microbial. 40(10): 3826-3830.

Miller. P.J.. C.L. Afonso. ). El Aurache. K.M. Dorsey. S.C. Courtney. Z. Guo and D.R.
Kapczynski. 2013. Effects of Newcastle Disease Virus Vaccine Antibodies on the
Shedding and Transmission of Challenge Viruses. Dev. Comp. Immunol. 41: 505-
513.

Miller, P.J., E.L. Decanini and C.L. Afonso. 2010. Newcastle Discase: Lvolution of
Genotypes and The Related Diagnostic Challenges. Infect. Genet. Evol. 10: 26-
35.

Miller. P.J.. K.M. Dimitrov. D. Williams-Coplin. M.P. Peterson. M.J. Pantin-Jackwood.

D.E. Swayne. D.1.. Suarez and C.L. Afonso, C.L. 2015. International Biological

"()
R
LAPORAN PENELITIAN KONSTRUKSI SEED VAKSIN BIVALEN.. CHAIRUL A. NIDOM



IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

Engagement Programs Facilitate Newcastle Disease Epidemiological Studies.
Front. Public Health. 3: 235.

Murakami, S., T. Horimoto, M. lto. R. Takano. H. Katsura. M. Shimojima and Y.
Kawaoka. 2012. Enhanced Growth of Influenza Vaccine Seed Viruses in Vero
Cells Mediated by Broadening the Optimal pH Range for Virus Membrane
Fusion. J Virol. 86(3): 1405-1410.

Nath. B. and S. Kumar. 2017. Emerging Variant of Genotype X!l Newecastle Disease
Virus from Northeast India. Acta Trop. 172: 64-69.

Nidom. C.A.. S. Yamada., R.V. Nidom. K. Rahmawati. M.Y. Alamudi. Kholik. S.
Indrasari. R.S. Havati. K. lwatsuki-Horimoto and Y. Kawaoka. 2012. Genetic
characterization of HSN 1 influenza viruses isolated from chickens in Indonesia in
2010. Virus Genes, 44(3): 459-165,

Nidom. R. V.. MY, Alamudi, S. Sillehu. S. Indrasari, R.D. Suindarti. . Qurnianingsih.
Y.P. Dachlan. Arvati. A. Syahrani, K. Rachmawati, K.P. Santoso and Chairul A
Nidom. Construction of Indonesian-Strain Avian Flu Virus Seed Vaccine Using
Low Pathogenic llemagglutinin Gene and Neuraminidase Pr8 Gene through
Reverse Genetics. | Vaccines Immunol. 3¢1): 005-011.

Ozawa, M., S.T. Victor. A.S. Taft. S. Yamada. C. Li, M. Hatta, S.C. Das. .. Takashita,
S. Kakugawa. [L.A. Maher. GG. Neumann and Y. Kawaoka. 2011. Replication-
incompetent Influenza A Viruses that Stably Express a Foreign Gene. ] Gen Virol.
92(Pt 12): 2879-2888.

Panus. A.. S. Sctivaningsih and N.L.P.l. Mavasari. 2015. Newcastlc Disease Virus
Infection Study on Duck and Chicken in Subang District. JITV. 20(2): 56-69.

Putri. D.D.. E. Handharvani. R.1. Soejoedono. A. Setivono, N.L.P.I. Mayasari and O.N.
Poetri. 2017. Pathotypic Characterization of Newcastle Disease Virus Isolated
from Vaccinated Chicken in West Java. Indonesia. Vet World. 10(4): 438-444,

Qurnianingsih. E. 2018. Desain Seed Vaksin Bivalen Virus Influenza A melalui Metode
Knockout dengan Menggunakan Virus HINI dan HSNI1 (Fiu Burung) Isolat
Manusia di Indonesia. Disertasi. Universitas Airlangga. Surabaya.

Samal. S.K. 1997. Newcastle Disease Virus. Maryland Regional College of Veterinary

Medicine University of Maryland. Virginia. USA.

40
LAPORAN PENELITIAN KONSTRUKSI SEED VAKSIN BIVALEN.. CHAIRUL A. NIDOM



IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

Samal. S.K. 201 1. Newcastle Disease and Related Avian Paramyxoviruses. Vol. I. The
Biology of Paramyxoviruses. Caister Academic Press. Norfolk. United Kingdom.
Serrdo. E.. J. Meers. R Py, R, Copland. D. Fagles and J. Henning. 2012, Prevalence
and Incidence of Newcastle Disease and Prevalence of Avian Influenza Infection
of Scavenging Village Chickens in Timor-Lesté. Prev Vet Med. 104(3-4): 301-8.

Terregino C. and [. Capua. 2009. Clinical Traits and Pathology ol Newcastle Disease
Infection and Guidelines tor Farm Visit and Differential Diagnosis. In: 1. Capua
and D.J. Alexander. Avian Influenza and Newcastle Disease. Springer. Milano.

Ui. H.. S. Yamayoshi. R. Uraki. M. Kiso. K. Oishi and S. Murakami. 2017. Evaluation of
Seasonal Influenza Vaccines for HINIpdm09 and Type B Viruses based on a
Replication-incompetent PB2-K0O) Virus. Vaccine. 35(15): 1892-1897.

Uraki. R.. Z. Piao. Y. Akeda, K. lwatsuki-Horimoto. M. Kiso. M. Ozawa. K. Oishi and
Y. Kawaoka. 2013, A Bivalent Vaccine based on a PB2-Knockout Influenza Virus
Protects Mice from Secondary Pneumococcal pneumonia. J. Infect. Dis. 212(12):
1939-1948.

Wahyvono, N. D. and M. M. D. Utami. 2018. A Review of the Poultry Meat Production
industry lor Food Safety in Indonesia. 10P Conf. Series: Journal of Physics: Conf.
Series. 953: 012125,

Wiseman, A.. EM. Berman and E. Klement. 2018. Risk Factors for Newcastle Disease
in Broiler Farms in Israel. Prev Vet Med. 149: 92-97,

Wong. S.and R.J. Webby. 2013. Traditional and New Influenza Vaccines. Clin Microbiol
Rev. 26(3): 476-492.

Xiang. B.. L. Han. P. Gao. R. You, F. Wang. I. Xiao. M. Liao. Y. Kang and T. Ren. 2017.
Spillover of New castle Disease Viruses from Poultry to Wild Birds in Guangdong
Province. Southern China. Infect Genet Lvol. 55: 199-204.

Xiao. S.. A. Paldurai. B. Nayak. A. Samuel. E.E. Bharoto. T.Y. Prajitno. P.L. Collins and
S.K. Samal. 2012, Complete CGicnome Sequences of Newcastle Disease Virus
Strains Circulating in Chicken Populations of Indonesia. J Virol. 86(10): 5969-
70.

Xie. Z.. L. Xie. A. Chen. I, Liu. Y. Pang. X. Deng and Q. Fan. 2012, Complete Genome
Sequence Analysis of a Newcastle Discase Virus Isolated from a Wild Egret. J
Virol. 86(24): 13854-13855.

41
LAPORAN PENELITIAN KONSTRUKSI SEED VAKSIN BIVALEN.. CHAIRUL A. NIDOM



IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

Yuan, X., Y. Wang. ). Vang, H. Xu. Y. Zhang. 7. Qin. H. Ai and ). Wang. 2012, Genetic
and Biological Characterizations of a Newcastle Disease Virus from Swine in
China. Virol 1. 9: 129.

Yune. N. and N. Abdela. 2017, Update on lipidemiclogy. Diagnosis and Control
Technique of Newcastle Disease. J Vet Sei Technol. 8: 429,

Zhao. P., L. Sun. X, Sun. S. Li. W. Zhang. l..A. Pulscher. H. Chai and M. Xing. 2017.
Newcastle Disease Virus from Domestic Mink, China, 2014. Vet Microbiol. 198:

104-107.

42
LAPORAN PENELITIAN KONSTRUKSI SEED VAKSIN BIVALEN.. CHAIRUL A. NIDOM



IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLAN_GGA_\__

/ Nyigp———
/ PERPUST A x
LAMPIRAN (ARTIKEL ILMIAH) SUR G, ,kt‘"om

KONSTRUKSESEZ D VARSIN BIVALEN VIRUS INFLUENZA MELALUI
METODE KNOCKOU T MENGGUNAKAN VIRUS NEWCASTLE DISEASE DAN
FEU BURUNG HSNT DIINDONESIA

Latar Belakang

Penvakit terelo g Nev castle disease (ND) disebabkan oleh galur virulen dari
avian paramyxovivas vicos serotype T (APNV-1) yang juga dikenal scbagai virus

Newcastle disease. Infeksi oleh virus ND yang virulen dikaitkan dengan gejala klinis
neurologis. pernapasan. paralisis. dan mortalitas tinggi pada unggas. termasuk ayam.
Penyakit ND ment chabhin kerugian echonomi karena kematian. morbiditas, retardasi
pertumbuhan, dan sencranan produks tetur, serta Kerugian yang terkait dengan reaksi
pasca vaksinasi (Nanc ol 2007y Selain o, sejak 2003 hingea saat ini unggas
Indonesia terserany perakit boru yanze lebih mematikan dan menular kepada manusia
saitu virus avian intluenza (Al (Nidom e al.. 2012). Pengendalian kedua virus tersebut
vaitu virus ND dan AT dilakukan melalui program vaksinasi.

Virus ND a falah virus yang berbentuk pleomorfik dengan diameter sekitar 200-
300 nm. Virus ND me niiki serotipe tunggal (APMV-1) dan memiliki ukuran genom
sekitar 15.2 Kb yvanu ticak terse 2xmentesi. beruntai tunggal. genom RNA negative-sense
vang menyandikan nal cokapsid protein (NP fostoprotein (). matrix protein (M).
tusiont protein (1), pretein hemaglutinin-neuraminidase (HN). RNA-dependent RNA
polvmerases atau KdRp- (1), serta dug tambahan protein nonstruktural. V dan W, yang
dihasilkan oleh proses RNA ediring duri gen P (Ganar ¢ al.. 2014: Xiang ¢ al.. 2017).
Dari sejumlah protcin tersebut hanva protein I dan HN vang mempunyai peranan dalam
proses kekebalan harcra dapat meranzsang pembentukan antibodi protektif. Protein F
merupakan target u ani cespon mun dan memiliki sitat imunogenik vang tinggi (Choi ef
al.. 2010).

Penyakit ND ditvlorkan melalui hontak langsung dengan unggas vang terinfeksi
atau karier. melalur kontak dergan sekresi dan ekskresi unggas vang terinfeksi. serta
melalui udara (1.0 ¢/ o/ 2)09), Kutu. wewan pengerat. serangga. dan anjing juga dapat
berperan sebagai vohtor mekanis virus ND dari feses vang terinfeksi. Virus NID mampu
menginfeksi hampu Vi spesies anggas. baik unggas liar maupun yang sudah
didomestikasi, Sclom moenaintelsi ungeas, infeksi alami virus ND juga ditemukan pada
babi. domba. dan cerpelai bahhan ada laporan kasus pada manusia (Yune and Abdela.
2017). Penyakit N moerapakar penyukit yang sangat penting dalam dunia peternakan
vang dikategorikan ole s OIE sebagai awrifichle disease. Infeksi virus ND selain dapat
menyvebabkan ancka kematian mencap i 100%. juga dapat memberi dampak vang hebat
bagi  sektor ehenen nngea mermmbulkan terjadinya pembatasan  perdagangan
mternasional pada orodul unggas dan embargo pada area atau negara vang mengalami
wabah ND (Capua ind \lexander, 2009: Cornax et al.. 2012).

Outbreak d i N1 telah dilaporkan diberbagai negara di dunia. seperti Jepang
(Mase et al.. 2002) Livun Leste (Serriio ¢f al.. 2012). Yordania (Ababneh er al.. 2012).
Pakistan (Farooq ¢ a/.. 20 14), India (Nath and Kumar. 2017). Mesir (Lwies eral.. 2017).
Isracl (Wiseman o7 o/ 2018 ) den juga di Indonesia (Xiao er al.. 20120 Panus et al.. 2015:
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Putri ef af.. 2017). IHut i memberikan dampak yang besar pada pelernakan unggas
kKhususnya di negar.a berkembang, Disisi lain. industri unggas adalah penyumbang utama
terhadap pasokan panzon clobal. Daging unggas dan telur adalah sumber protein hewani
vang paling ckonomis yvana tersedia di seluruh dunia. Pada tahun 2013. Amerika Serikat
menduduki peringlhat per:ama sebagai penghasil daging unggas. Selain itu di Asia,
Indonesia menduduki peringkar keempat setelah Cina. India. dan Iran (Wahyono and
LUtami. 2018).

Kesulitan fin daiam mengembangkan vaksin untuk memberikan hasil vang lebih
baik terkait imunogzenisiies, perlinduncan silung terhadap galur heterogen. biaya yang
lebih murah, cakupar van.s luas. masa simpan yang lama. dan pengiriman vang efisien.
Virus Al dan NI> meropakan virus RNA vang mudah terjadi perubahan dan pergeseran
antigenik dalam gen 1 dan N dari virus AL vaksin tersebut dapat kehilangan
keampuhannya. Misaliis ini terutama menjadi perhatian untuk vivus highty pathogenic
avian influenza (NP AL Hawaoka and Neumann. 2012). Vaksin virus NI juga dapat
menghadapi masalill vz berar yvarg diakibatkan oleh keragaman gen fusi. yang
diekspresikan dalam [0 genotipe virus yang berbeda dengan beberapa keragaman
antigenik (Miller er af.. 2013).

Upaya terkini vine bisa dilakukan adalah dengan menggunakan teknologi reverse
genetic terutama untul o-engubah sifat ganas dari suatu virus (Nidom er al.. 2017).
Sedangkan untuk pencrapan efisiensi dalam pembuatan vaksin bivalen ditakukan melalui
teknologi knockom (KC cengan dasar tabuh (hackbone) virus influenza. dimana teknik
ini didesain agar satu vras divekayasa untuk bisa membawa dua (bivalen) atau tiga
(trivalen) protein antigen (Urak: ¢f al.. 2015). Keuntungan dan kelebihan dari teknologi
KO ini adalah virus sced vaksin yang dihasilkan dapat sekaligus membawa dua atau tiga
antigen sekaligus dan copat digunakar untuk menjawab persoalan cfisiensi biava serta
waktu. seperti vang dihadapi pada produksi vaksin secara tradisional (Wong and Webby.
2013),

Berdasarkan per salab an terscbut pertu dilakukan penelitian untuk mengetahui
tingkat homologi nukleotida gen penvandi protein F virus ND dari ayam isolat lapang
dibandingkan dengan vicas vaksin lentogenik vang digunakan di Indonesia. menganalisis
hubungan kekerabatan cor penyvandi protein F virus ND dari ayam isolat lapang dengan
virus vaksin lentozenr. Lang digunckan di Indonesia dan virus NI) lainnva pada
GenBank™. Untuk ~elariarnya, dapat dimanfaatkan sebagai acuan untuk pengembangan
dasar kandidat sced viwsn bivalen dengan H3NT menggunakan teknologi KO pada
industri vaksin dalam ino.asi produk vaksin vang mampu melawan serangan ND dan
FISN| secara lebih efehntl

Bahan dan Metode
Pengambilan Sampel Venelitizn

Sampel diambl dari swab kloaka axam di peternakan. Pengambilan sampel
dilakukan dengan cara Jdiulas menggunakan BD BBL™ CultureSwab™. Tabung diberi
Kode berdasarkan jenis. asal. dan tanggal pengambilan sampel. Sampel ditranportasikan
dalam rantai dingin (4-8 °C) dan dibawa ke laboratorium untuk disimpan pada decp
Sreezer (<80 °C) sarapar ~at akan dilakukan pengujian.
Isolasi Virus Newcasile L:iseas.

Isolasi virus e cunakan TAR SAN yang berumur 8-10 hari. Proses sentrifugasi
dilakukan pada 1300 7in selaina 15 menit. diinokulasikan pada cairan alantois TAB
masing-masing sebanyi:h 1.2 mL dan dilakukan inkubasi TAB dilakukan selama 5 hari
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padit suhu 37 7C (O11 21 2), Pengamatan dilakukan setiap 8 jam untuk setiap TAB dan
untuk TAB »anyg mat disimpan di Jalam retrigerator. Sedangkan. jika TAB yang
embrionya masih hidup ~sampai hari ke- 3 inkubasi. maka TAB disimpan semalaman pada
refrigerator. Cairan alntois dipanen dari TAB kemudian dilakukan uji ada tidaknya
aktivitas virus dengan up HA dan RT-PCR scbagai penegakkan bahwa virus yang
terisolasi adalab virus N D)
Ideatifikasi Virus Newcastle Disease

Larutan P8BS sebanyak 25 pl. dimasukkan ke dalam setiap sumuran. Sumuran
pertama diisi 25 nl. samypel cairan alantois yvang telah dipanen. Kemudian dilakukan
pengenceran hingga siviuran ke- i1 dan ditambahkan kembali P3S 25 ul. pada setiap
sumuran. Eritrosit 1o ~chanval 235 pl ditambahkan pada setiap sumuran. Selanjutnya
dihomogenkan secars peahan yang kemudian diinkubasi selama 40 menit pada subu
ruang. Hasil positif dituniekkan dengan adanya aglutinasi dari sel darah merah pada dasar
sumuran plat vang terliliat seperti pasir (011, 2012),
I'kstraksi RNA Virus Vewcastle Disease

Ekstraksi RN A virus ND dilakukan di hiosafery cabinet kelas 2 (Biobase®).
Isolasi RNA vires Ll ~ampel mengeunakan Roche High Pure Viral Nucleie Acid kit
(Roche Molecular Syvtome Inc.). Samipel swab kloaka sebanyak 200 ul. terlebih dahulu
dipersiapkan pada roccse (Eppendorv ) sebanvak 2 mlL yang kemudian ditambahkan
working solution 200 ul dan 50 pL proteinase K. Sampel diinkubasi pada suhu 72 °C
sclama 10 menit dun dilinjutkan dengan penambahan 100 pL binding buffer, kemudian
dihomogenkan. Suspen-i Cipindahkan pada high pure filter tube kemudian disentrifugasi
selama I menit 8000 ¢ Supernatan dibuang. kemudian ditambahkan 300 ul. inhibitor
removal buffer. dan disecvilugasi selama | menit 8000 g. Supernatan dibuang. kemudian
ditambahkan 450 ut oo baffer dan disentrifugasi selama | menit 8000 ¢ (supernatan
dibuang dan ulangi. Supernatan dibuang kemudian disentrifugasi sclama 10 detik 13000
g, Filter tuhe dipindabkan Ke inicrorube baru dan ditambahkan S0 pl. eluiion buffer
selanjutnya di inkubasi ~seiama 10 menit. Tahap terakhir dilakukan sentrifugasi 8000 g
sclama 1 menit. RNA +ong bernasil diisolasi kemudian disimpan dalamy freezer -80 °C
sampai saat akan dilak: La pengzujian,
Pengukuran Koasentrast RNA Virus Newcastle Disease

Konsentrasi RN\ ¢iukur untuk memastikan template untuk RT-PCR telah cukup.
Pertama. dimasukkan 200 al, Quant-i'T I'M Working Solution (Quant-iTTM RNA Assay
Nt Invitrogen) pada Qub 1TM Assay Tubes (Invitrogen). Lalu. 2 pul. RNA dimasukkan
ke dalam tube tersebut. ¢ aonpuran ini drinkubasi pada suhu ruang selama 2 menit. Setelah
itu, diproses untuk menenkur konsentrasi RNA menggunakan Qubitt™ Fluorometer
(Invitrogen). Savepel R\ vang telah dideteksi oleh fluorometer diproses untuk RT-PCR.
Sintesis cDNA Virus Newceastle Disease dengan One Step RT-PCR

Reverse Trascriprese-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) dilakukan untuk
mengamplitikasi genom RNA virus ND. Hal ini penting karena RNA harus diubah
terlebih dahulu menjadi DNA oleh metode reverse transeriptase sebelum diamplifikasi
di PCR. One Step R E-PO K dilabukan dv hiosafeny cabinet kelas 2 (Biobase k). 24 pL RT-
PCR master miv (Supercripte L One-Step RE-PCR System dengan Platinum™ Tagq
DNA Polymerase. invitrogen) dimasukkan pada microtube 100 pL. Lalu, ditambahkan |
il RNA. Tube dimasukkan ke thermal cyeler PCR (Applied Biosystems™). Primer yang
digunakan untuk amplitikasi gen penyvandi protein F virus ND disajikan pada tabel 4.1.
Reaksi PCR untuk mencemplifikasi DNA vailu menggunakan hasil ¢cDNA virus ND
dengan metode PCR
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Thermal ¢xcler I'OR diatur dengan pre-denaturation selama 10 menit dengan suhu
04 °C. denaturation ~clrne | menit dengan suhu 94 °CLannealing selama | menit dengan
suhu 36 °C. extens on ~claima 2 menit dengan suhu 72 °C. dan perpanjangan extension
selama 10 menit deagi -chu 72 °CL Siklus PCR ini berulang selama 40 kali. Produk dari
PCR (amplikon) disminn padia subu 4 °C. Produk PCR tersebut diproses berikutnya
antuk elektroforesis uniuk mendeteksi eenom virus ND yang telah diamplifikasi.

Tabel 1. Daftar Primer Fo0v ard can Reverse pada Deteksi Virus ND berdasarkan Gen
Fusion (F) (barcoc eral 2014y

[ MFSI/MSF2

Forand__ -

GACCGCTGA CONCGAGGTTA <700 bp 4306-4326
Reverse 7

AGICGGAGG A TG HTGGAGE 4981-5005 |

llektroforesis Gel

Elektroforesis got -ligunakan untuk visualisasi hasil dari produk PCR. 1.5% gel
agarosa  dimasukkan ke dalam  perangkat  elektroforesis  (Bio-Rad Laboratories).
Selanjutnya. 7 pl Blicluice (10X Blueluice M Gel Loading Buffer. Invitrogen)
diletakkan di paratilo: ok 1 pd amplikon ditambahkan. Berikutnya. campuran tersebut
dimasukkan Kedidan wot gel sgarosa. Sebansak 8 pl. 100 bp DNA ladder digunakan
sehagai marker (GENi-ON ) dindasukkan ke well gel agarosa. Marker ditempatkan pada
well nomor 1. lati sampe2l ditempatkan di well berikutnya. Perangkal elektroforesis
dijalankan  pada 100 V. 400 mA sclama 40 menit. Hasil dari elektroforesis
divisualisasikan dengw mengguenakan Gel Doc'™ EZ Gel Documentation System (Bio-
Rad Laboratories).
Sekuensing ¢cDNA N irus Newcastle Disease

Sckuensing adis o metode unteh mengetabui tipe nukleotida yang tersusun pada
genom vang teramplitikas (produk PCR). Produk PCR dipurifikasi dengan QIAquick®
PCR Purification  Kit (Qiagen). Sctelah  proses  purifikasi.  dilakukan  pelabelan
menggunakan BigDye' Torminator vi 1 Cycle Sequencing Kit (Applicd Biosystems™),
Lalu dilakukan penambuaan sekanyak 3 pl BigDyve® Terminator 3X Sequencing Buffer
(Applied Biosystems™ Selonjutny . ditambahkan  § pl. amplikon yang telah
dipurifikasi. 1.3 al poioaor forward dan reverse dimasukkan, dan 7 gl Nuclease Free
Water (Promega). Proses berikutnya adalah memasukkan kedalam thermal cycler
(Applied Biosystenis 31508 Genetie Analyzer. Applied Biosystems!™). Thermal cycler
tersebut diprogram denvan suhu 96 °C untuk proses heating pada microtube selama 3
menit. lalu 96 °C sclanis D) detic. 30 7°C selama 3 detik. 60 °C selama -+ menit. Siklus ini
berulang selama 28 Kadi. 1 angkah terachir adalah dengan suhu 4 °C hingga sampel siap
dipresipitasi. Presipitasi difakukan dengan menggunakan 100 pl. dari 100% konsentrasi
alkohol untuk setiap tibe,
Analisis Data Molekuler

Analisis melek fer adalely metode yang melakukan kombinasi dan perbandingan
urutan nukleotidi vine relah d baca cleh thermal eveler. Urutan nukleotida dianalisis
dengan perangkat lunii. Lodog cal Sequence Wignment Editor (Biolidity versi 8.0 dan
Volecular Evolutios. Genetics baalvsis (MEGA) versi 6.0, Proses  alignment
dilakukan menggunakan ClustalW yanyg tersedia di BioEdit versi 8.0.
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Hasil dan Pembabasan
Inokulasi Sampel Vieus WD

Tujuan dari inokulasi virus pada TAB adalah untuk memperbanyak virus ND
yang telah didapatkan.

Uji Haemaglutination (11\)

Hasil positit’ pada uji ini adalah ditunjukkan dengan adanya aglutinasi dari sel
darah merah pada dasar wonurar plat yvang werlihat seperti pasir. Uji HA digunakan untuk
mengukur titer virus a2 on secara kuantitas, Vicus yang bisa dilakukan uji HA hanya
virus vang dapat mengaziutinasi sel darah merah seperti virus ND. Prinsip uji HA adalah
terjadinya ikatan antara virus/antigen dengan sel darah merah yang ditandai dengan
adanva agglutinasi (butiran seperti pasir), Pembentukan agglutinasi ini disebabkan
karcna adanya ikatan yvirusiantizen dengan sel darah merah, Titer virus/antigen dapat
diketabui dengan metilio adanya agglutisai di dasar lubang dari microplate pada lubang
terakhir/pengenceran woringgi. misal tenjadinya agglutinasi sampai lubang ke 8. maka
titer virusfantigen tersebet adalan log 2°. sementara untuk well yang negatif (tidak adanya
virus‘antigen) apabilu seicroplare dimiringkan 43 derajat sel darah merah akan turun.

Tabel 2 Hasil Uji 1A Sienpel Vibas ND
| Nomor Sampel

~Hasil Uji HA (Titer)
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Ekstraksi RNA Virus \D

Ekstraksi RN virus ND dilakukan di hiosafeny: cabinet kelas 2 (Biobase™). Isolasi
RNA virus dari sampel menggunakan QlAamp Viral RNA Mini Kit. Sampel sebanvak
140 pl terlebih dahuiu dipersiapkan pada miicrotmbe (Eppendorf®) sebanyak 2 mL yang
kemudian ditambahkan voorking solution 200 pl. dan 50 pl. proteinase K. Sampel
diinkubasi pada suhu 72 C selama 10 menit dan dilanjutkan dengan penambahan 100 pl.
hinding buffer. Kemudian dihomoagenkan. Suspensi dipindahkan pada high pure filter tube
kemudian disentrifugasi selama 1T omenit 8000 g. Supernatan dibuang. kemudian
ditambahkan 500 ul inhibitor removal butfer. dan disentrifugasi selama 1 menit 8000 g.
Supernatan dibuange. kemudian ditambahkan 150 pl. wash buffer dan disentrifugasi
sclama | menit 8004 ¢ ¢supernatan dibuang dan ulangi). Supernatan dibuang kemudian
disentrifugasi selami e detik 13000 g, Filter tibe dipindahkan ke microtube baru dan
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ditambahkan 50 pL elution buffer selanjutnya di inkubasi selama 10 menit. Tahap terakhir
dilakukan sentrifugasi 8000 g selama 1 menit. RNA virus yang berhasil diisolasi
kemudian disimpan dalam freezer -80 °C sampai saat akan dilakukan pengujian,
Pengukuran Konsentrasi RNA Virus ND

Konsentrasi RNA diukur untuk memastikan remplate untuk RT-PCR telah cukup.
Pertama, dimasukkan 200 pl. Quant-iTTM Working Solution (Quant-iTTM RNA Assay
Kit, Invitrogen) pada QubitTM Assay Tubes (Invitrogen). Lalu, 2 pL. RNA dimasukkan
ke dalam tube tersebut. Campuran ini diinkubasi pada suhu ruang selama 2 menit. Setelah
itu, diproses untuk mengukur konsentrasi RNA menggunakan QubitTM Fluorometer
(Invitrogen). Sampel RNA yang telah dideteksi oleh fluorometer diproses untuk one step
RT-PCR.
Sintesis cDNA Virus ND dengan One Step RT-PCR

Reverse Trascriptase-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) dilakukan untuk
mengamplifikasi genom RNA virus ND. Hal ini penting karena RNA harus diubah
terlebih dahulu menjadi DNA oleh metode reverse transcriptase sebelum diamplifikasi
di PCR. One Step RT-PCR dilakukan di hiosafety cabinet kelas 2 (Biobase™). Produk
PCR tersebut diproses berikutnya untuk elektroforesis untuk mendeteksi genom virus ND
yang telah diamplifikasi.

Gambar 1. Elektroforesis untuk deteksi genom virus ND hasil amplifikasi dengan
primer MSF1 dan MSF2. Target hand berukuran sekitar 700 bp (warna
merah). M adalah marker. Nomor 1 dan 2 adalah sampel virus ND.

KESIMPULAN

Penelitian ini telah mendapatkan isolat virus ND isolat lapang dan dilakukan propagasi
di TAB lalu karakterisasi molekuler dengan menggunakan primer MSF1 dan MSF2.
Untuk selanjutnya dapat digunakan sebagai dasar pada penelitian selanjutnya.
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