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RINGKASAN 

Identifikasi Protein Hemaglutinin Virus AI Subtipe HSNl Sebagai Kandidat 

Antigen Diagnostik 

Wabah Avian Influenza subtipe H5Nl pada unggas dan manusia telah terjadi 

sejak tahun 1997. Kejadian yang terbaru terjadi pada tahun 2003, dimana virus ini 

yang awalnya hanya menyerang unggas disepuluh negara di Asia kemudian menyebar 

luas sampai ke Eropa dan Afrika. Virus AI berasal dari family Orthomyxoviridae, 

determinan antigenik virus tersebut adalah protein hemaglutinin (HA) dan 

neuraminidase (NA). Berdasarkan antigenisitas kedua protein tersebut, didapatkan 16 

subtipe protein HA yang berbeda dan juga 9 subtipe protein NA yang berbeda. Virus 

AI subtipe H5Nl merupakan virus yang tergolong Highly Pathogenic Avian Influenza 

(HP AI) yang dapat menimbulkan kematian sampai dengan 100% dalam waktu 48 

jam. Deteksi dini antigen ataupun antibodi dari subtipe tersebut akan memberikan 

kontribusi penting dalam penanggulangan penyakit AI. Protein HA virus AI subtipe 

H5Nl memiliki potensi untuk dijadikan sebagai kandidat antigen diagnostik, karena 

antigenisitasnya yang tinggi dan kemampuannya untuk mendeteksi reaksi silang HA 

subtipe lain. 

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui berat molekul protein hemaglutinin 

serta antigenisitasnya apabila direaksikan dengan antibodi anti H5N I, anti H5N2 dan 

anti H5N9. 

Langkah awal yang telah dilakukan dalam penelitian ini adalah 

mengkarakterisasi protein hemaglutinin virus AI subtipe H5N 1 menggunakan metode 

SDS-P AGE, selanjutnya untuk mengetahui antigenisitas protein tersebut terhadap 
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antibodi anti H5Nl dilakukan Western Blotting dan yang terakhir adalah teknik 

indirect ELISA untuk mengetahui antigenisitas antara protein hemaglutinin dengan 

antibodi anti H5Nl, anti H5N2 dan anti H5N9. 

Hasil SDS-PAGE yang tampak pada gel adalah band-band protein HA, NP, 

NA, NS dan Ml dengan berat molekul berturut-turut 78 kDa; 59,4 kDa; 53,5 kDa; 

27,9 kDa dan 16,9 kDa. Dengan menggunakan teknik Western Blotting, protein 

hemaglutinin (HA) telah dibuktikan antigenisitasnya setelah direaksikan dengan 

antibodi anti H5Nl, dan yang terakhir adalah teknik indirect ELISA untuk menguji 

antigenisitas antara protein HA dengan antibodi anti H5N I, anti H5N2 dan anti 

H5N9, hasil pemeriksaannya yang dinyatakan dalam nilai Optical Density (00) 

didapatkan kisaran berturut-turut 0,3280-0,4120; 0,1150-0,2870 dan 0,1360-0,3250, 

dari hasil post hoc test HSD diketahui bahwa antibodi anti H5Nl berinteraksi paling 

kuat dengan protein hemaglutinin 

Berdasarkan penelitian ini dapat ditarik kesimpulan bahwa protein 

hemaglutinin virus AI subtipe H5Nl bersifat antigenik terhadap antibodi anti H5Nl, 

anti H5N2 dan anti H5N9 sehingga dapat dimanfaatkan sebagai kandidat antigen 

diagnostik. 
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SUMMARY 

Identification of Hemaglutinin Protein of AI Virus HSNl as A Candidate for 

Diagnostic Antigene 

The outbreak of avian influenza of H5N 1 subtype in poultry and human beings 

have occurred since 1997. The newest incidence occurred in 2003 , when the virus, 

which at first only affected poultry in ten Asian countries and then spread through 

Europe and Africa. AI virus originates from the family Orthomyxoviridae. The 

antigenic determinant of that virus is the hemaglutinin (HA) and neuraminidase (NA) 

proteins. Based on the antigenicity of both proteins, there are 16 different subtypes of 

HA protein and 9 different subtypes of NA protein. The AI virus of H5NI subtype is a 

virus belonging to Highly Pathogenic Avian Influenza (HPAI) that may lead to 100% 

mortality in 48 hours. Early detection of antigene and antibody of those subtypes may 

provide important contribution in the eradication of AI disease. HA protein of AI 

virus H5N 1 subtype has a potential to become a candidate for diagnostic anti gene due 

its high antigenicity and its capability to detect cross reactivity with other HA 

subtypes. 

The objectives of this study were to find the molecular weight of hemaglutinin 

protein and its antigenicity if being reacted with anti-H5N 1, anti-H5N2 and anti

H5N9 antibodies. 

The first step conducted in this study was to characterize hemaglutinin protein 

of AI virus H5N 1 subtype using SDS-PAGE. Subsequently, to identify the 

antigenicity of the protein against anti-H5N 1 we conducted Western Blotting test and, 

finally, we used indirect ELISA to find the antigenicity between hemaglutinin protein 
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and anti-H5N1, anti-HSN2 and anti-HSN9 antibodies. 

The protein bands of HA, NP, NA, NS and M1 with molecular weights of 78 

kDa; 59,4 kDa; 53,5 kDa; 27,9 kDa and 16,9 kDa were apparent in the gel as the 

result of SDS-PAGE. Using Western Blotting technique, the antigenicity of 

hemaglutinin (HA) protein has been proved after being reacted with anti-H5Nl 

antibody. Finally, indirect ELISA technique was used to test antigenicity between HA 

protein and anti-H5N1, anti HSN2 and anti H5N9 antibodies. The result of 

examination, which was stated in Optical Density (OD), revealed ranges as follows: 

0.3280-0,4120: 0.1150-0,2870 and 0.1360-0,3250. From the result of HSD, it was 

found that anti-H5N 1 antibody had the strongest interaction with hemaglutinin 

protein. 

Based on this study, it can be concluded that hemaglutinin protein of AI virus 

H5N1 subtype is antigenic against anti-H5N1, anti-H5N2 and anti-H5N9 antibodies, 

so that it can be used as candidate for diagnostic antigene. 

Xll 

IR – PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

TESIS Identifikasi Protein Hemaglutinin ... Retina Yunani



ABSTRACT 

Identification of Hemaglutinin Protein of AI Virus H5Nl as A Candidate for 
Diagnostic Antigene 

The objectives of this study were to find the molecular weight of hemaglutinin 
protein and its antigenicity if being reacted with anti-H5Nl , anti-H5N2 and anti
H5N9 antibodies. 

The first step conducted in this study was to characterize hemaglutinin protein 
of AI virus H5Nl subtype using SDS-PAGE. Subsequently, to identify the 
antigenicity of the protein against anti-H5Nl we conducted Western Blotting test and, 
finally, we used indirect ELISA to find the antigenicity between hemaglutinin protein 
and anti-H5Nl, anti-H5N2 and anti-H5N9 antibodies. 

The protein bands of HA, NP, NA, NS and Ml with molecular weights of 78 
kDa; 59,4 kDa; 53,5 kDa; 27,9 kDa and 16,9 kDa were apparent in the gel as the 
result of SDS-PAGE. Using Western Blotting technique, the antigenicity of 
hemaglutinin (HA) protein has been proved after being reacted with anti-H5N 1 
antibody. Finally, indirect ELISA technique was used to test antigenicity between HA 
protein and anti-H5N 1, anti H5N2 and anti H5N9 antibodies. The result of 
examination, which was stated in Optical Density (OD), revealed ranges as follows: 
0.3280-0,4120; 0.1150-0,2870 and 0.1360-0,3250. From the result of HSD, it was 
found that anti-H5N1 antibody had the strongest interaction with hemaglutinin 
protein. 

Based on this study, it can be concluded that hemaglutinin protein of AI virus 
H5Nl subtype is antigenic against anti-H5Nl, anti-H5N2 and anti-H5N9 antibodies, 
so that it can be used as candidate for diagnostic antigene. 

Keywords: hemaglutinin, AI virus H5N1 subtype, ELISA 
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BAB 1 

PENDAHULUAN 

MILIK 
PE.iPUSTAKAAN 

UNlV!RSlT AS AlRLANGGA 

su~~ s --.yA 

1.1 Latar Belakang 

Wabah avian influenza (AI) H5Nl pada beberapa kejadian yang terjadi sejak 

tahun 1997, berpotensi menyebabkan terjadinya pandemi pada unggas dan manusia 

sehingga menimbulkan kematian yang tinggi. Wabah H5Nl pada unggas yang terjadi 

pada akhir tahun 2003, mulanya hanya terjadi pada sepuluh negara Asia, tetapi setelah 

itu menyebar sampai ke Eropa dan Afrika (WHO, 2006). 

Virus AI adalah virus RNA yang termasuk ke dalamfamily Orthomyxoviridae 

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

berbagai spesies unggas dan mamalia termasuk manusia. Virus AI tipe A tersusun atas 

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

polymerase basic-1 (PB 1 ), polymerase acidic (PA), hemaglutinin (HA), nucleoprotein 

(NP), neuraminidase (NA), matrix (M) dan non-structural (NS). Masing-masing 

segmen menyandi satu macam protein, kecuali segmen M menyandi protein M 1 dan 

M2 serta segmen NS menyandi protein NS I dan NS2. Berat molekul protein berturut-

turut adalah: 87, 96, 85, 77, 50-60, 48-63, 24, 15, 26 dan 12 kDa (Suzuki and Nei, 

2002). 

Hasil anal isis antigenik dan filogenetik virus av1an influenza H5N 1, 

mengindikasikan virus tersebut mengalami evolusi menjadi subtipe yang berbeda. 

Perubahan genetik dan antigenik terjadi pada virus H5N1 yang diisolasi mulai tahun 

1997 sampai dengan 2005. Perbedaan antigenik antara beberapa virus influenza dapat 

diidentifikasi menggunakan antiserum ferret yang telah diinfeksi dengan uji 

hemaglutination inbition (HAl) (Suguitan, 2006). Virus influenza A dibagi menjadi 
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beberapa subtipe berdasarkan antigenisitas kedua glikoprotein permukaannya, yaitu 

hemaglutinin (HA) dan neuraminidase (NA). Saat ini virus avian influenza 

diklasifikasikan menjadi 16 subtipe HA dan 9 subtipe NA (Subbarao and Murphy, 

2006). 

Protein HA dan NA adalah target utama yang mampu menimbulkan respon 

imun yang protektif. Protein NA memiliki struktur tetramerik yang terdapat pada 

permukaan luar sel serta memiliki ekor sitoplasmik. NA bertindak sebagai enzim, 

yang memecah sialic acid dari molekul HA, molekul NA dan dari glikoprotein dan 

glikolipid permukaan sel. Protein NA juga dapat bertindak sebagai antigenic site 

penting, sehingga memungkinkan virus untuk masuk pada lapisan mucin epitel 

saluran pemafasan. Protein NA membawa residu beberapa asam amino yang jika 

terjadi mutasi pada asam-asam amino tersebut maka dapat menyebabkan virus 

resisten terhadap inhibitor neuraminidase. Semen tara itu protein M 1 dan M2 

mempunyai peran dalam penyusunan virion AI. Protein M 1 tidak hanya sebagai 

komponen struktural virus, tetapi juga berperan pada awal infeksi dalam pemisahan 

protein M I dan RNP untuk masuk ke dalam sitoplasma sel tropisme. Di lain pihak, 

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

berperan sebagai saluran ion (Reid et a/, 2002). Peran protein NS 1 adalah menekan 

respon interferon pada sel yang terinfeksi virus sehingga virus dapat terns diproduksi . 

Protein NS2 dapat melekat pada protein M1 , fungsi protein NS2 adalah membantu 

transport RNP yang baru saja disintesis dari nukleus menuju sitoplasma untuk 

mempercepat produksi virus (Gurtler, 2006). 

Dari beberapa protein virus avian influenza yang disebutkan diatas, protein 

HA adalah antigen virus influenza yang paling utama. Hemaglutinin adalah 
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glikoprotein yang mempunyai 2 dari 3 tempat glikosilasi. Merniliki paling sedikit 5 

domain antigenic yang terdapat pada permukaan luar. Protein HA bertindak sebagai 

reseptor yang berikatan dengan sialic acid (N-acetyl-Neuraminic Acid) dan 

menginduksi masuknya permukaan virus pada saat fusi dengan membran sel. 

Antigenic site protein HA terdapat pada kepala molekul, kaki molekul HA masuk 

pada lapisan lipid, sedangkan badan molekul memiliki domain fusiogenik yang 

diperlukan pada saat fusi membran, ketika virus menginfeksi sel baru. Pada pH 

rendah, peptida yang mengalami fusi berubah ke posisi bagian dalam. Protein HA 

membentuk struktur trimer, beberapa trimer membentuk pori-pori yang berfungsi 

pada saat fusi. Dari data analisis genetik dan antigenik protein HA pada virus 

influenza A H3N2 yang menyerang manusia, diketahui bahwa perubahan 2 atau lebih 

asam amino pada 2 atau lebih tempat ikatan antibodi pada protein HA, 

memungkinkan virus untuk dapat menghlndar terhadap netralisasi antibodi (Wilson 

and Cox, 1990). 

Mutasi yang teljadi pada antigenic site akan mengurangi atau menghambat 

ikatannya dengan neutralizing antibodies, sehingga dapat menyebabkan subtipe baru 

menyebar pada populasi yang belum memiliki kekebalan. Fenomena tersebut disebut 

dengan antigenic drift. Respons imun terhadap HA antigenic site diikuti dengan 

produksi neutralizing antibody (Gurtler, 2006). 

V ariasi antigen dapat membatasi penggunaan reagen yang dapat digunakan 

untuk mendeteksi virus. Strurm-Rarnirez (2004) menemukan bahwa sebagian besar 

virus H5Nl tahun 2001 dan 2002 di Hongkong tidak dapat dideteksi menggunakan 

referensi reagen H5 yang sudah digunakan. Begitu juga dengan antibodi monok.lonal 

yang digunakan sebagai reagen diagnostik untuk virus H5N 1 pada saat wabah tahun 
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1997, sudah tidak dapat digunakan lagi untuk uji HI pada virus H5N1 tahun 2001 dan 

2002. Oleh karena itu disarankan reagen untuk uji diagnostik perlu untuk diperbarui. 

Terdapat beberapa uji diagnostik yang digunakan untuk mendeteksi virus AI 

tipe A. Deteksi antigen dengan cara cepat membutuhkan waktu 15-30 menit. Deteksi 

antigen tipe cepat lainnya adalah immunofluorescence assay yang sudah digunakan 

secara luas, sensitif serta dapat digunakan pada spesimen klinis atau kultur sel. 

Prosedur lain yang digunakan adalah kultur virus yang membutuhkan waktu 2-10 hari. 

ELISA spesifik HA adalah tes deteksi antigen. Pengujiannya memerlukan pemurnian 

pada antigen yang akan digunakan, tes tersebut mampu untuk mendeteksi reaksi 

silang pada HA subtipe lain (Strurrn-Ramirez, 2004), karena kema1npuannya itu maka 

protein HA berpotensi untuk digunakan sebagai antigen untuk uji diagnostik (Nwe et 

a!, 2006). 

Protein merupakan komponen virus yang berperan penting dalarn menentukan 

antigenitas virus. Oleh karena itu peneliti melakukan karakterisasi virus AI subtipe 

H5Nl menggunakan metode SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulphate Polyacri/amid 

Gel Electrophoresis) yang dapat memisahkan protein berdasarkan berat molekulnya 

(Albert eta/, 1994), lalu dilanjutkan dengan Western Blotting dimana protein-protein 

terse but direaksikan dengan antibodi anti AI subtipe H5N 1, sehingga diketahui 

protein antigeniknya, dan yang terakhir adalah uji indirect ELISA untuk mengetahui 

antigenisitas protein hemaglutinin terhadap antibodi anti H5N1, anti H5N2 dan anti 

H5N9, yang dapat diharapkan membantu dalarn pengembangan antigen diagnostik kit 

untuk penanggulangan wabah AI. 
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1.2 Rumusan Masalah 

Berdasar latar belakang tersebut dapat dirumuskan permasalahan sebagai 

berikut: 

1. Berapakah berat molekul protein hemaglutinin virus AI subtipe H5N1 isolat 

Blitar? 

2. Apakah protein hemaglutinin merupakan protein yang antigenik? 

3. Apakah terdapat perbedaan antigenisitas protein hemaglutinin terhadap 

antibodi anti H5N1, anti H5N2 dan anti H5N9? 

1.3 Tujuan Penelitian 

1.3.1 Tujuan Umum 

Penelitian ini bertujuan untuk mempelajari dan mengidentifikasi protein 

hemaglutinin virus AI subtipe H5N1 yang dapat digunakan sebagai kandidat antigen 

diagnostik. 

1.3.2 Tujuan Khusus 

1. Mengetahui berat molekul protein hemaglutinin virus AI subtipe H5N 1 isolat 

Blitar. 

2. Mengetahui antigenisitas protein hemaglutinin. 

3. Mengetahui perbedaan antigenisitas protein hemaglutinin terhadap antibodi anti 

H5Nl, anti H5N2 dan anti H5N9 
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1.4. Manfaat Hasil Penelitian 

14.1 Manfaat teoritis 

6 

Karakterisasi protein hemaglutinin virus avian influenza subtipe H5Nl isolat 

Blitar (Bl/03/Ind) dapat menambah informasi mengenai virus AI subtipe HSN 1 isolat 

Indonesia 

1.4.2 Manfaat praktis 

Untuk pengembangan kajian penelitian dalam rangka pemberantasan penyakit 

avian influenza, khususnya penggunaan protein hemaglutinin sebagai kandidat 

antigen diagnostik. 
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2.1 Virus 

BAB2 

TINJAUAN PUST AKA 

Virus influenza termasuk: dalam famili Orthomyxoviridae, virus ini berbentuk: 

sferis, berdiameter 120 nm, membentuk: amplop, tergolong dalam virus bergenom ss

RNA, permuk:aan pertikel virus diselubungi oleh hemaglutinin dan neuraminidase 

.Virus influenza diklasifikasikan menjadi tipe A, B dan C berdasarkan pada perbedaan 

antigenisitas nuk:leoprotein dan matriks. Virus avian influenza termasuk: dalam tipe A 

( Sidoronko dan Reichl, 2005). 

Genom virus influenza A dan B terdiri atas 8 segmen yang terpisah yang 

diselubungi protein nucleocapsid, menyatu membentuk ribonuk:leoprotein (RNP). 

Masing-masing segmen mengkode protein fungsional penting, yaitu: protein 

polymerase B2 (PB2), protein polymerase B 1 (PB 1 ), protein polymerase A (P A), 

hemaglutinin (HA atau H), protein nucleocapsid (NP), neuraminidase (NA atau N), 

protein matriks (M): M1 menyusun matriks, pada virus influenza A, M2 bertindak 

sebagai ion channel pump untuk menurunkan atau mempertahankan pH endosom dan 

protein non-struktural (NS), dimana fungsinya belum diketahui (Gurtler, 2006). 

Gambar 2.1 Struktur virus AI dan komponen proteinnya (Mac Kenzie, 2006) 

7 
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PB2, PB 1 dan PA membentuk RNA polymerase yang bertanggung jawab 

untuk replikasi dan transkripsi. RNA polymerase memiliki aktivitas endonuklease dan 

terhubung pada RNP. Protein NS 1 dan NS2 berfungsi sebagai regulator yang 

meningkatkan sintesis komponen viral pada sel yang terinfeksi. Amplop virus adalah 

membran lipid bilayer yang berasal dari sel pemroduksi virus , memiliki tonjolan

tonjolan yang dibentuk oleh protein HA, NA dan M2. Lipid bilayer menyelubungi 

matriks yang dibentuk oleh protein Ml (Gurtler, 2006). 

2.2 Antigenitas virus AI 

Determinan antigenik utama virus AI A dan B adalah protein hemaglitinin (H 

atau HA) dan neuraminidase (N atau NA). Protein HA dan NA adalah glikoprotein 

transmembran yang mampu menentukan subtipe spesifik virus AI, serta mampu untuk 

menimbulkan respons imun yang sangat protektif ,tetapi sebagian menimbulkan 

reaksi silang dengan subtipe yang berbeda. Antigenitas glikoprotein virus influenza A 

dikelompokkan menjadi 16 subtipe hemaglutinin (H1-Hl6) dan 9 subtipe 

neuramidase (Nl-N9). Pengelompokan tersebut diperkuat secara filogenik melalui 

analisis nukleotida dan juga dapat dilihat dari sisi berkurangnya rangkaian asam 

amino gen HA dan NA (Fouchier eta/, 2005). 

2.3 Reseptor virus AI 

Virus avian influenza umumnya menunjukkan afinitas yang tinggi terhadap 

a2-3 sialic acid. a2-3 sialic acid merupakan reseptor yang mendominasi jaringan 

epitel endodermis intestinal dan paru-paru pada burung yang menjadi target virus 

tersebut. Sebaliknya virus influenza pada manusia umumnya berhubungan dengan a2-
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6 yang mendominasi sel epitel tidak bersilia pada saluran pernafasan manus1a. 

Predileksi pada reseptor-reseptor tersebut mencegah transmisi virus dari unggas ke 

manusia (Suzuki et al, 2000). Baru-baru ini ditemukan bahwa sel epitel bersilia pada 

trakea manusia membawa reseptor yang menyerupai reseptor unggas, dalam jumlah 

yang tidak banyak (Matrosovitch et al, 2004), dan juga sel epitel pada ayam 

membawa reseptor tipe manusia dalam jumlah yang juga tidak banyak. Hal tersebut 

yang menjelaskan mengapa manusia tidak sepenuhnya sukar untuk disembuhkan 

terhadap infeksi virus beberapa strain unggas. Babi dan burung puyuh, memiliki 

kedua tipe reseptor tersebut dalam jumlah besar. Diduga spesies-spesies tersebut 

mixing vessel strain avian dan manusia (Ito et al, 1998) 

2.4 Hospes Alami 

Unggas liar yang hidup di air, terutama Ordo Anseriformes (itik dan angsa) 

dan Charadriiformes (burung camar dan burung-burung yang hidup di pantai) adalah 

pembawa beberapa subtipe virus influenza A, sehingga otomatis menjadi reservoir 

alami semua virus influenza A (Widjaja eta/, 2004). Semua spesies burung rentan 

terhadap serangan AI, beberapa unggas domestik seperti ayam, kalkun dan burung 

puyuh juga dikenal mudah terserang. 

Hospes dan virus selalu dalam keadaan yang seimbang, hal tersebut dapat 

diamati dengan tidak munculnya gejala klinis serta virus tetap bisa bereplikasi. Virus 

diekskresikan diatas 108
•
7 x 50% egg-infective dose (EID50) per gram feses (Webster, 

1998). Ketika ditransmisikan kepada unggas yang peka, gejalanya bisa timbul tetapi 

ringan. Virus tersebut disebut sebagai low pathogenic influenza virus (LP AIV) yang 

pada umumnya menimbulkan penurunan produksi telur pada ayam layer dan 
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penurunan berat badan pada ayam broiler (Capua et a!, 2001). Subtipe H5 dan H7 

berpotensi untuk mengalami mutasi menjadi bentuk highly pathogenic setelah adanya 

transmisi dan adaptasi pada unggas yang menjadi hospes barunya. Munculnya bentuk 

highly pathogenic pada subtipe H5 dan H7 belum pemah diamati pada burung liar 

(Webster, 1998),tetapi sekali HPAIV muncul pada unggas domestik, maka virus dapat 

ditransmisikan secara horizontal dari unggas ke populasi burung liar. Kepekaan 

burung liar terhadap HP AIV bergantung pada spesies, umur dan strain virusnya. 

2.5 Patogenesis 

Umumnya virus AI subtipe H5 dan H7 terdapat dalam hospes alami dalam 

bentuk low pathogenic. Dari reservoir tersebut, virus menyebar dalam beberapa cara 

ke peternakan, kemudian masuk pada hewan yang rentan dan bermutasi menjadi 

bentuk highly pathogenic (Rohm et a!, 1995). Pada penelitian rangkaian nukleotida 

menunjukkan bahwa sebagian besar HP AIV sating berbagi gen HA, sehingga hal 

tersebut dapat digunakan sebagai marker virulensi pada unggas (Perdue and Suarez 

2000). 

Virion influenza A harus memasukkan protein HA yang telah diproses secara 

endoproteolitik dari precursor HA menjadi HAu dimer, supaya infektif. N terminus 

subunit HA2 yang baru saja terbentuk memiliki peptide fusogenik yang banyak 

mengandung banyak domain lipofilik (Skehel eta/, 2001 ). Domain tersebut penting 

selama proses fusi virus dengan membran lisosomal karena memungkinkan tetjadinya 

proses penetrasi segmen genom virus kedalam sitoplasma sel host. Tempat 

pembelahan HA low pathogenic virus terdiri atas 2 ascan amino basic pada posisi -11-

4 (H5) dan -11-3 (H7) (Wood eta/, 1993), tempat ini dapat diakses oleh tissue-specific 
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trypsin-like protease yang diekspresikan oleh epitel sel saluran pemafasan dan 

gastrointestinal, oleh karena itu replikasi virus yang tergolong LP AI sebagian besar 

terikat pada tempat tersebut yang merupakan hospes alaminya, hal tersebut 

berlawanan dengan HPAI virus (Capua eta/, 2000). 

2.6 Gejala Klinis 

Masa inkubasi avian influenza wnumnya beberapa hari Uarang diatas 21 hari), 

tergantung karakteristik isolat, dosis inokulasi, spesies dan umur burung, Gejala klinis 

avian influenza pada burung bervariasi dan gejalanya kurang begitu spesifik (Elber et 

a/, 2005) karena itu diagnosis yang berdasarkan gejala klinis tidak memungkinkan. 

Gejala yang mengikuti infeksi low pathogenic avian influenza virus adalah 

bulu menjadi kusut, menurunnnya produksi telur atau turunnya berat badan diikuti 

gangguan pemafasan ringan. Beberapa strain low pathogenic seperti H9N2 

melakukan replikasi pada unggas, sehingga menimbulkan gejala klinis yang parah 

sampai kematian. Pada bentuk highly pathogenic ditandai dengan timbulnya gejala 

yang terjadi secara tiba-tiba dan berat disusul dengan kematian yang mencapai 100% 

dalam waktu 48 jam (Swayne and Suarez, 2000). 

Pada industri perunggasan, penurunan konsumsi air dan makanan bisa sebagai 

sinyal adanya penyakit sistemik. Pada petemakan ayam petelur terjadi penurunan 

produksi telur. Burung yang terinfeklsi HPAI terlihat lesu, mobilitasnya berkurang, 

muncul gejala oedem, bagian kepala mengalami kerontokan bulu, jengger, pial dan 

kaki berwama kebiruan, diare kehijauan dan pemafasan tidak wajar. Pada ayam 

petelur gejala yang muncul adalah kerabang telur menjadi lunak sampai terhentinya 

aktivitas bertelur seiring dengan meningkatnya perkembangan penyakit. Gejala syaraf 
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termasuk tremor, torticolis dan ataksia terjadi pada spesies yang tidak begitu rentan 

seperti pada itik dan angsa (K won eta/, 2005). 

2. 7 Patologi 

Burung yang mati karena penyakit yang akut menunjukkan dehidrasi dan 

kongesti pada viscera dan otot. Pada burung yang mati setelah penyakit berjalan 

dalam waktu yang agak lama, terlihat adanya ptechiae dan hemoragi diseluruh badan 

terutama pada laring, trakea, proventrikulus dan lemak epicardial, foci nekrotik 

berwama kuning dan abu-abu pada limpa, hepar, ginjal dan paru-paru, kantung udara 

berisi eksudat, limpa membesar dan hemoragis. Pada HP AI secara histologis ditandai 

dengan gangguan vascular sarnpai oedem, hemoragis dan perivascullar cuffing 

terutama pada myocardium, limpa, paru-paru, otak dan pial. Otak mengalami gliosis, 

proliferasi vascular dan degenerasi neuronal (NADIS, 2006). 

2.8 Uji Laboratoris 

Banyak faktor yang perlu diperhatikan dalam memutuskan uji yang akan 

digunakan. Sensitivitas, spesifitas, waktu dan biaya harus menjadi pertimbangan. RT

PCR umumnya lebih sensitif daripada uji serologis dan kultur. Kombinasi RT-PCR 

dengan uji serologis umumnya lebih sensitif (Zambon, 2001 ). Sensitivitas kultur lebih 

banyak tergantung pada masing-masing laboratorium yang digunakan untuk 

pemeriksaan. Uji serologis tidak semahal RT-PCR, selain itu uji serologis sangat 

berguna untuk mendiagnosa pasien yang baru saja terinfeksi , tetapi diagnosa serologis 

tidak peka untuk deteksi akut. Uji serologis digunakan untuk deteksi antibodi yang 

spesifik terhadap virus influenza di dalam serum (atau cairan tubuh yang lain), uji ini 
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dapat mendeteksi total antibodi atau kelas antibodi (IgG, IgA atau IgM). Teknik uji 

serologis yang berbeda dapat digunakan untuk diagnosa influenza, yaitu antara lain, 

hemaglutination inhibition (HI), complement fzxation (CF), enzyme immunoassay 

(EIA) dan indirect immunofluorescent. Uji laboratoris dengan metode kultur 

memakan banyak waktu tetapi teknik ini mampu mendiagnosa dalam waktu 48-72 

JaiD. 

Teknik enzyme immunoassay (EIA) dapat digunakan untuk bedside testing 

sedangkan direct immunofluorescence memungkinkan preparasi slide pada klinik-

klinik. Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction(RT-PCR) digunakan pada 

laboratorium dengan fasilitas yang dilengkapi untuk pelaksanaan metode tersebut 

beserta personel yang terlatih. Metode-metode tersebut dapat mendeteksi baik 

influenza A dan B atau membedakan antara keduanya. Satu-satunya metode yang 

dapat membedakan diantara beberapa subtipe berdasarkan hemaglutinin dan 

neuraminidasenya adalah RT-PCR (Zyl, 2006). 

2.9 Diferensial Diagnosis 

Penyakit avian influenza harus dibedakan dari penyakit yang memiliki gejala 

klinis dan patologis yang sama yaitu antara lain pada penyakit Viscerotropic 

Velogenic Newcastle Disease (VVND), Mycoplasmosis, Acute fowl cholera, 

Infectious laryngotracheitis, infectious coryza, infectious bronchitis, pulmonary 

aspergillosis, chlamydiosis. Pada umumnya terdapat kesamaan tanda-tanda klinis 

terutama antara Viscerotropic Velogenic Newcastle Disease (VVND) dan highly 

pathogenic avian influenza(HP AI). Hal ini termasuk pembengkakan kepala dan pial, 

kematian mendadak, penurunan produksi telur, nervous, tanda-tanda yang terjadi pada 
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enterik dan saluran respiratorius. Lesi meliputi hemoragi dan nekrosis pada saluran 

gastrointestinal dan saluran respiratorius. Karena HP AI berdampak pada kondisi sosio 

ekonomik dan kesehatan masyarakat, maka disarankan selalu waspada terhadap 

gejala-gejala yang menunjukkan gangguan pernafasan, gangguan pada sistem syaraf, 

diare, penurunan produksi telur dan kematian tinggi pada peternakan (NADIS, 2006). 

2.10 Isolasi virus pada Telur Ayam Berembrio (TAB) 

Sebagai pengganti hewan percobaan dan perbenihan jaringan dapat digunakan 

TAB untuk isolasi dan identifikasi dari berbagai virus serta produksi vaksin seperti 

halnya pada New Castle Disease, Infectious Bronchitis, Infectious Laryngotracheitis, 

Avian Influenza, Fowl Pox, Infectoous Bursal Disease dan Swine Influenza. Di dalam 

TAB, virus dapat hidup pada beberapa bagian dari telur, tergantung dari sifat virus. 

Umur TAB yang digunakan tergantung pada tempat inokulasi dan sifat virus. Perlu 

diperhatikan bahwa TAB harus berasal dari induk yang sehat, tidak pemah divaksin 

dan tidak pemah tertular penyakit atau specific pathogen free (SPF). Sebelum TAB 

diinokulasikan, harus dilakukan pemeriksaan terlebih dahulu untuk mengetahui 

apakah em brio dalam TAB masih hidup. Hal ini dilakukan dengan cara meneropong 

telur didepan lampu (candling). Pada embrio yang masih hidup, tampak embrio 

bergerak dan pembuluh darah terlihat dengan jelas, sedangkan pada em brio yang mati, 

pembuluh darah tidak tampak dengan jelas. Bahan pemeriksaan untuk virus pada 

umurnnya terdapat dalam bentuk cairan tubuh atau jaringan tubuh. Untuk dapat 

diinokulasikan, virus harus dalarn bentuk cairan; oleh karena itu bahan pemeriksaan 

ya11g berupa jaringan tubuh harus digerus terlebih dahulu dan supernatannya 

digunakan sebagai suspensi virus. Untuk pertumbuhan virus pada TAB, maka 
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suspensi virus atau suspensi jaringan yang diduga mengandung virus diinokulasikan 

ke dalam TAB. Rute inokulasi dan jenis virus serta umur embrio sangat menentukan 

pertumbuhan virus dalam TAB (Ernawati dkk, 2007). 

Kebanyakan virus avian influenza dapat tumbuh pada telur ayam berembrio 

(TAB) sedangkan beberapa virus manusia dan babi tidak dapat tumbuh dengan baik 

pada telur, terutama apabila diinokulasikan pada cairan alantois (WHO, 2005). 

Spesimen diinokulasikan pada amnion cavity telur a yam berembrio yang berumur 10-

12 hari. Virus dapat dipanen 3 hari setelah inkubasi. Isolasi virus pada TAB 

digunakan untuk memperbanyak virus, cara ini merupakan sistem kultur yang sensitif 

(Zyl, 2006). 

2.11 Transmisi virus AI 

Rute penularan AI dapat terjadi secara langsung ataupun tidak langsung. Pada 

burung, virus avian influenza tersebar melalui rute fecal-oral. Virus avian influenza 

bereplikasi pada jaringan epitel intestinal burung kemudian dikeluarkan melalui 

kloaka 2-14 hari setelah infeksi (Lu and Castro, 2004). Burung yang terinfeksi 

mengeluarkan virus melaui fesesnya ke air, hewan-hewan lain akan mengalami 

infeksi apabila meminum air yang terkontaminasi tersebut (Lai and McPhilips, 1999). 

Virus cukup stabil di dalam air, tetapi infektivitasnya akan bertahan lebih lama di 

dalam temperatur yang lebih dingin. Virus aktif dapat hidup kembali setelah 220 hari 

berada pada suhu 180°C dan setelah 90 hari berada pada suhu 26°C didalam air yang 

terkontaminasi . Infektifitas berkurang dengan bertambahnya kadar garam dan pH 

(Stallknecht et a/, 1990). Pengamatan di lapangan menunjukkan bahwa virus juga 

dapat tetap aktif di dalam kolam meskipun membeku selama musim dingin serta dapat 
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bertindak sebagai sumber penularan pada unggas air (Ito et a/, 1995). Unggas 

domestik beresiko tertular apabila menggunakan kolam yang sama dengan unggas air. 
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Gambar2.2 Transmisi virus AI 

Kontaminasi sumber air juga dapat terjadi melalui tanah yang terkontaminasi, 

kemudian diserap oleh air tanah sehingga bisa mengenai sumber air atau bisa juga 

melalui pupuk yang berasal dari kotoran temak yang terinfeksi. Virus pada kotoran 

ayam (Gallus domesticus) yang terinfeksi menjadi inaktif setelah seminggu karena 

panas dari proses fermentasi, pH lingkungan, pengeringan atau kombinasi faktor-

faktor tersebut diatas. Feses yang mengering kemudian debunya diterbangkan oleh 
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angin sehingga dapat menginfeksi hewan secara oral dan melalui saluran pemafasan 

(Clark and Hill, 2006) 

2.12 Replikasi virus 

Replikasi te:rjadi melalui serangkaian proses yaitu : 

• 

Gambar 2.3 Replikasi virus AI (Mac Kenzie, 2006) 

a. Absorbsi virus 

Virus influenza berikatan dengan permukaan sel hospes melalui ikatan sialic 

acid host dengan hemaglutinin (HA) virus. Hubungan sialic acid dengan 

penultimate galactose a2,3 (pada burung) atau 

menentukan spesifitas hospesnya. 

b. Masuknya virus 

a2,6 (pada manusia) 

Setelah berikatan , virus ditelan oleh sel melalui reseptor c/athrin-coated yang 

memperantarai proses endositosis. Ketika diintemalisasi, molekul c/athrin 

dibebaskan kemudian vesikelnya menyelubungi virus sehingga masuk dalam 

endosom. lsi vesikel dicerna dengan menurunkan pH didalam fagosom. 
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c. Uncoating virus 

Penurunan pH berhenti ketika protein M2 menginduksi fusi peptida HA. Fusi 

HA dengan membran vesikel diikuti dengan pembebasan ribonukleoprotein 

(RNP) ke sitoplasma. Influx ion dari endosom ke partikel virus menyebabkan 

diskoneksi protein virus yang berbeda. Protein Ml mengalami agregasi, RNP 

tidak lagi melekat pada komplek protein M 1. 

d. Sintesis RNA viral dan protein viral 

RNP ditransport menuju nukleus, dimana kompleks polymerase berikatan 

dengan RNA viral. RNP memecah RNA viral dengan aktivitas 

endonukleasenya, RNA kemudian mengalami elongasi. Produksi RNA viral 

dibatasi oleh NP. Keduanya kemudian ditransport menuju sitoplasma dimana 

protein viral akan diproduksi pada ribosom. Bagian dari mRNA viral dipotong 

oleh enzim sel sehingga akhimya protein viral seperti M 1 dan NS2 dapat 

disintesis. Beberapa protein viral yang barn saja disintesis ditransport ke 

nukleus untuk berikatan dengan RNA viral sehingga membentuk RNP. Protein 

viral lain yang barn saja disintesis diproses di endoplasmic reticulum dan 

apparatus golgi untuk proses glikosilasi. Protein-protein tersebut kamudian 

ditransport ke membran sel dan melekat pada lipid bilayer. Apabila protein 

yang berada pada membran plasma telah mencapai konsentrasi cukup, partikel 

virus dimunculkan pada membran untuk segera dikeluarkan. 

e. Pelepasan virus 

Gambar yang dihasilkan dari teknik immunohistologi menunjukkan bahwa 

foci sel pernroduksi virus berkumpul pada permukaan mukosa saluran 

penafasan, usus dan lapisan endothelial myocardium dan otak. Didalam 
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sekresi nasal, jutaan parikel virus dikeluarkan, tiap 0,1 111 partikel aerosol 

berisi lebih dari 100 partikel virus (Gurtler, 2006). 

2.13 Respons imun 

Influenza menyebabkan infeksi akut pada hospes sehingga mengaktifkan 

sistem imun. Respon yang muncul di awal adalah respon imun alami, termasuk 

didalamnya pengeluaran sitokin (IFN alp), influx netrofilgranulosit atau sel natural 

killer (NK) (Mandelboim, 2001). Aktivasi sel bertanggung jawab atas awal 

munculnya gejala klinis akut. Respon imun alami adalah prasyarat penting untuk 

membangkitkan respon imun adaptif, pertama, untuk membatasi replikasi virus 

dan masuknya antigen. Kedua, respon imun adaptif diaktifkan oleh molekul 

costimulator yang diinduksi sel-sel sistem imun alami selama interaksi dengan 

virus. Virus influenza memberikan sinyal pada protein non structural 1 (NS 1) 

untuk menghindarkan diri dari respon IFNa/~, selain itu NS 1 menyembunyikan 

RNA virus dengan tujuan menghindarkan pengenalan molekul berbahaya oleh 

sensor seluler yang dapat memicu pelepasan IFN a/~ (Garcia-Sastre et al, 2005). 

Respons imun adaptif membutuhkan beberapa hari untuk menjadi efektif 

dalam membantu mengatasi penyebaran virus, mengeradikasi virus dan 

menimbulkan respon memori pada sel yang terkena sehingga menjadi resisten 

terhadap infeksi oleh virus yang sama. Proteksi silang dalam beberapa subtipe 

influenza jarang diamati dan infeksi oleh subtipe lain tidak menginduksi proteksi 

(Treanor et a/, 2006). lnfeksi influenza menginduksi antibodi sistemik dan lokal 

(imunitas humoral) dan juga respon sel T sitotoksik (imunitas seluler). Masing-
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masmg penting untuk penyembuhan dari infeksi akut dan resisten terhadap 

reinfeksi. 

2.14 Hemaglutinin 

Haemaglutinin memainkan peran yang penting pada patogenesis influenza. 

HA adalah salah satu determinan antigenik yang penting yang dapat dikenali oleh 

neutralizing antibody hospes, rentan mengalami pembelahan oleh protease hospes 

serta menentukan jaringan mana yang bisa digunakan oleh virus influenza untuk 

bereplikasi. HA adalah polipeptida yang terdiri dari 550 asam amino yang 

membentuk homotrimer (spike) pada eksterior partikel virus influenza. HA yang 

mulai muncul, langsung menuju membran sel hospes yang terinfeksi, menempel 

melalui region transmembran dan terminus. Pada saat itu HA disebut HAo, yaitu 

HA yang belum mencapai modiflkasi akhir yang memiliki kemampuan untuk 

melakukan ak.tivitas biologis. Selanjutnya terjadi pembelahan pada region spesiflk 

oleh enzim hospes, menghasilkan 2 subunit, HA1 dan HA2, yang dihubungkan 

jembatan disulfide. Pembelahan HA0 terjadi didekat tempat masuknya HA pada 

membran virus (Zambon, 1999). 

Ketika HA telah mengalami modifikasi tahap akhir dan digabungkan dalam 

partikel virus yang barn dirakit, HA sudah dapat difungsikan untuk melekat, 

masuk dan fusi pada sel hospes. Perlekatan HA pada sel hospes adalah pada residu 

terminal sialic acid. Proses selanjutnya adalah masuk ke dalam sel. Virus yang 

masuk kedalam endosom, kemudian mengalami asidifikasi oleh proton pump sel, 

pada pH antara 5 sampai 6, selanjutnya protein HA mengalami perubahan 

konformasi yang irreversible sehingga menampakkan terminal N pada domain 
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HA2. Dengan ditampakannya terminal N, protein HA sudah mampu untuk 

melakukan fusi membran virus dengan membran sel hospes untuk dimulainya 

aktivasi replikasi virus (Zambon, 1999). 

2.15 Vaksin 

Beberapa konsep vaksin yang berbeda telah dikembangkan, yaitu antara lain: 

vaksin virus inaktif, vaksin virus utuh dengan adjuvant yang pemberiannya 

dengan cara disuntikkan dan vaksin virus hidup attenuasi melalui spray nasal. 

V aksin inaktif homolog, dapat menginduksi perlindungan yang lebih baik tapi 

tidak dapat membedakan secara serologis vaksin untuk burung yang terinfeksi, 

sebaliknya vaksin inaktif heterolog dapat digunakan sebagai vaksin marker ketika 

vaksin virus mengekspresikan HA yang sama tetapi dengan subtipe NA yang 

berbeda, dibandingkan dengan virus lapangan ( contohnya vaksin H5N9 vs H5N2 

HPAI). Dengan mendeteksi antibodi spesifik subtipe NA, maka vaksin ini dapat 

membedakan burung yang telah divaksin dan burung yang terinfeksi (Catolii, 

2003). Tetapi metode ini kurang sensitif. Teknologi reverse genetic akan sangat 

membantu dalam memproduksi vaksin, baik untuk hewan dan manusia dengan 

kombinasi HxNy yang diinginkan sesuai latar belakang genetiknya. Saat ini 

vaksin inaktif heterolog digunakan dilapangan pada daerah yang terkena H5N 1 di 

Asia Tenggara, Mexico. Pakistan dan ltalia utara (Swayne et a/, 2001). Vaksin 

rekombinan menggunakan virus hid up yang mengekspresikan gen H5 a tau H7, 

karena merupakan vaksin virus hidup, aplikasinya melalui penyemprotan. 

Penggunaan vaksin rekombinan yang mengekspresikan protein HA atau vaksinasi 
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DNA menggunakan plasmid yang mengekspresikan HA telah dibuktikan secara 

eksperimental keberhasilannya (Crawford eta!, 1999). 

Vaksin influenza rnenggunakan baik virus inaktif ataupun virus hidup yang 

diatenuasi saat ini sedang dikembangkan. Seed virus untuk vaksin inaktif 

menggunakan subtipe H5, H7 dan H9 (Hehrne et a!, 2005). Menurut hasil 

pengamatan vaksin inaktif yang menggunakan subtipe H5 dan H9 kurang 

imunogenik dibandingkan subtipe HI dan H5. 

Beberapa pertirnbangan penting untuk perkembangan vaksin mengikuti 

interaksi antara virus influenza dan hospes. Pertama, virus influenza bereplikasi 

secara cepat pada sel hospes. Titer puncak tercapai sebelum respons imun 

diperantarai sel muncul atau sebelum adanya sel-sel memori yang dapat 

membatasi replikasi . Oleh karena itu tujuan utama vaksinasi influenza adalah 

meningkatkan pembentukan antibodi yang dapat memperkecil replikasi. Kedua, 

influenza adalah infeksi saluran pemafasan, antibodi yang di.induksi oleh vaksin 

dapat membatasi replikasi pada saluran pemafasan bagian atas dan bawah. 

Pemberian vaksin virus hidup atenuasi secara intranasal dapat menginduksi 

respons antibodi sisternik dan mucosal. Antibodi mukosal lebih efektif 

diba.'lrlingkan antibodi sisternik. karena dapat mernbantu membatasi replikasi virus 

influenza pada traktus respiratorius bagian atas . Sebaliknya pemberian vaksin 

inaktif parenteral dapat menginduksi antibodi yang bisa membatasi replikasi virus 

pada saluran pemafasan bagian bawah. Oleh karena itu vaksin inaktif efektif 

untuk mencegah beberapa penyakit dan komplikasi influenza tetapi tidak seefektif 

vaksin virus hidup atcnuasi dalam memproteksi saluran respiratorius bagian atas. 
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Ketiga, kemampuan virus untuk menghindarkan diri dari deteksi sistem imun dan 

kurangnya epitop yang menyimpan HA yang mampu menginduksi antibodi 

protektif atau neutralizing antibody yang mampu bereaksi silang, adalah 

tantangan tersendiri pada usaha pengembangan vaksin. Keempat, vaksin inaktif 

dibutuhkan untuk meningkatkan titer antibodi yang protektif pada individu yang 

belum pemah terinfeksi .Vaksin virus hidup yang diatenuasi lebih efektif 

dibandingkan veksin inaktif pada individu yang belum pemah terinfeksi 

(Subbarao et a/, 2006). 

2.16 SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulpltate-Polyarilamid Gel Electrophoresis) 

SDS-P AGE dianggap sebagai prosedur yang lebih baik disbanding metode 

analisis yang terdahulu, karena dapat digunakan untuk memisahkan jenis-jenis 

protein menurut ukuran serta dapat memperoleh informasi mengenai berat 

molekul dan komposisi subunit pada suatu kompleks protein (Alberts eta/, 1994). 

Metode ini diperkenalkan pada pertengahan 1960an, bahan yang digunakan 

adalah gel poliakrilamid dengan strukturnya yang sating silang sebagai matriks 

lembam yang harus dilalui oleh protein-protein. Gel tersebut biasanya disiapkan 

langsung sebelum digunakan dengan cara polimerisasi dari monomer

monomemya, ukuran poli gel dapat diatur sedemikian rupa sehingga cukup kecil 

untuk menghambat migrasi molekul-molekul yang diminati . Protein-protein itu 

sendiri tidak sekedar dilarutkan dalam air tetapi dicampur dengan semacam 

detergen yang bermuatan sangat negatif, yaitu natrium dodecil sulfat atau SDS, 

karena detergen ini mengikatkan diri dengan bagian-bagian yang hidrofobik pada 

molekul-molekul protein, sehingga protein-protein tersebut menguraikan lipatan-
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lipatannya menjadi rantai-rantai polipeptida yang memanJang, maka setiap 

molekul protein terbebas dari molekul-molekullipid dan membuatnya larut secara 

bebas dalam larutan detergen (Alberts eta/, 1994). 

Molekul-molekul protein bermigrasi kearah elektroda positif apabila 

mengalami tegangan listrik. Protein-protein lebih besar, dengan muatan yang juga 

lebih besar akan mengalami gaya listrik yang lebih besar sekaligus gaya tarik yang 

lebih besar pula, Di dalam jalinan gel poliakrilamid yang bertindak sebagai 

penyaring molekul, protein-protein besar mengalami hambatan yang jauh lebih 

besar dibandingkan protein-protein kecil, akibatnya dalam suatu campuran yang 

kompleks protein-protein saling terpisah membentuk pita-pita yang tersusun 

menurut berat molekul setiap protein (Alberts eta/, 1994). 

2.17 Western Blotting 

Metode ini dilakukan setelah semua protein yang terpisah-pisah dalam gel 

poliakrilamid dipindahkan pada sehelai kertas nitroselulosa ( dengan oara blotting). 

Sebuah protein tertentu dapat diidentifikasi pada gel semacam itu dengan 

mencampur semua protein dengan antibodi yang digandengakan dengan isotop 

radioaktif, dengan enzim atau zat wama berpendar. Protein-protein yang besar 

dengan mudah dapat terdeteksi melaui pewamaan gel dengan zat warna biru 

Coomasie, sedangkan protein-protein kecil dideteksi melaui perlakuan dengan zat 

wama perak (Alberts eta/, 1994). 
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2.18 Indirect ELISA 

Model ini banyak digunakan di berbagai tingkatan laboratorium, karena bahan 

yang digunakan untuk uji ini sudah banyak dipasarkan dan mudah dibeli dipasaran. 

Model ini tidak memerlukan keahlian khusus untuk konjugasi hanya saja dari segi 

biaya sedikit lebih besar. Hal ini disebabkan karena model ini memerlukan 

konjugat fragmen immunoglobulin anti immunoglobulin yang akan dideteksi . 

Misalnya yang akan dideteksi adalah IgG maka diperlukan konjugat fragrnen 

immunoglobulin anti IgG. Hasil dari uji ini Jebih spesifik dibandingkan dengan 

direct ELISA. Model ini sering digunakan secara rutin untuk diagnosis antigen 

maupun antibodi (Rantarn, 2003). 
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KERANGKA KONSEPTUAL PENELITIAN 

3.1 Kerangka Konseptual 

Sejak tahun 2003 virus AI subtipe H5Nl menjadi wabah pada perunggasan di 

Asia Tenggara. Virus AI merupakan virus influenza tipe A yang berasal dari 

family Orthomyxoviridae, determinan antigenik virus tersebut adalah protein 

hemaglutinin (HA) dan neuraminidase (NA). Berdasarkan antigenisitas kedua 

protein tersebut, didapatkan 16 subtipe protein HA yang berbeda dan juga 9 

subtipe protein NA yang berbeda. Virus AI subtipe H5Nl merupakan virus yang 

tergolong Highly Pathogenic Avian Influenza (HPAI) yang dapat menimbulkan 

kematian sampai dengan 100%. Deteksi dini antigen ataupun antibodi dari subtipe 

tersebut akan memberikan kontribusi penting dalam penanggulangan penyakit AI. 

Karakterisasi protein dan beberapa metode untuk menentukan antigenisitas protein 

yang akan digunakan sebagai kandidat antigen diagnostik sangat perlu dilakukan. 

Protein HA yang merupakan reseptor virus yang mampu berikatan dengan sialic 

acid sel hospes serta menginduksi masuknya permukaan virus pada membran sel 

hospes, merupakan suatu determinan antigenik yang penting yang dapat dikenali 

oleh neutralizing antibody sel hospes. Protein HA memiliki potensi untuk 

dijadikan antigen diagnostik, menggunakan teknik ELISA, kemampuannya dapat 

dibuktikan bahwa protein HA mampu untuk mendeteksi antibodi dan reaksi silang 

pada HA subtipe lain. 

Tahapan awal isolasi protein HA adalah karakterisasi virus AI subtipe H5N 1 

menggunakan teknik SDS-PAGE untuk memisahkan protein virus berdasarkan 

berat molekulnya, selanjutnya Western Blotting untuk menentukan antigenisitas 

26 

IR – PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

TESIS Identifikasi Protein Hemaglutinin ... Retina Yunani



27 

protein HA, dan yang terakhir adalah teknik indirect ELISA untuk menguji 

antigenisitas antara protein HA dengan antibodi anti H5Nl, anti H5N2 dan H5N9. 

Mengingat banyaknya subtipe pada virus AI diharapakan protein HA dapat 

menjadi antigen diagnostik yang memiliki jangkauan luas dalam mengenali 

antibodi-antibodi dari subtipe lain. 
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3.2 Alur Kerangka Konseptual 

Keterangan : 

Virus AI subtipe H5N 1 

Berat Molekul Protein 

Antigenisitas ... 

dilakukan 

tidak dilakukan 

---- -------------, 
Protein NA : 
Protein PB2 
Protein PB 1 
Protein PA 
Protein NP 
Protein NS 

I Protein M 
I 

~-------------------· 

Antibodi H5N 1 
Antibodi H5N2 
Antibodi H5N9 

Gam bar 3.1 Kerangka Konseptual Penelitian 
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BAB4 

MA TERI DAN METODE 

4.1 Jenis Penelitian 

Penelitian ini merupakan penelitian eksplorasi laboratoris yang bertujuan guna 

mendapatkan protein antigenik dengan cara melakukan isolasi dan karakterisasi 

protein hemaglutinin serta untuk mengetahui antigenisitas antara protein hemaglutinin 

virus AI subtipe H5Nl dengan antibodi anti H5Nl , anti H5N2 dan anti H5N9. 

4.2 Definisi Operasional Penelitian 

a. Virus AI subtipe HSNl 

Virus AI tergolong virus ssRNA yang terrnasuk kedalam family 

Orthomyxoviridae. Virus AI adalah penyebab influenza pada berbagai spesies 

unggas dan mamalia terrnasuk manusia. 

b. Protein HA 

HA. adalah salah satu deterrninan antigenik yang penting yang dapat dikenali 

oleh neutralizing antibody hospes. Protein HA bertindak sebagai reseptor yang 

berikatan dengan sialic acid (N-acety/-neuraminic-acid) dan menginduksi 

masuknya perrnukaan virus pada saat fusi dengan membran sel. 

c. Antibodi anti HSNl 

Antibodi ini dibuat dengan cara menyuntikkan suspens1 v1rus AI subtipe 

H5Nl pada kelinci, antibodi anti H5Nl merupakan antibodi poliklonal yaitu 

antibodi yang tidak spesifik terhadap satu macam epitop. 
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d. Antibodi anti HSNl, anti HSN2 dan anti HSN9 

Antibodi anti H5N I, anti H5N2 dan anti H5N9 diperoleh dari hasil vaksinasi 

pada itik yang divaksin dengan menggunakan vaksin virus AI subtipe H5Nl, 

H5N2 dan H5N9. 

4.3 Prosedur pengumpulan data 

Pengumpulan dan pencatatan data dilakukan pada saat perbanyakan virus pada 

TAB, uji HA, pengukuran titer virus, pembuatan antibodi anti H5N I dan 

penghitungan kadar protein. Pada isolasi dan karakterisasi protein hemaglutinin 

hasilnya dinyatakan dalam Berat Molekul (BM), sedangkan hasil dari ELISA yang 

didapatkan dinyatakan berupa nilai Optical Density (OD). 

4.4 Sampel virus 

Virus AI subtipe H5N 1 yang digunakan dalam penelitian ini diperoleh dari 

Laboratorium Virologi dan lmunologi, Departemen Mikrobiologi Fakultas 

Kedokteran Hewan Universitas Airlangga. Virus berasal dari swab tracheal dan 

cloacal atau internal organ (paru, trachea, limpa, ginjal, otak atau pankreas) dari 

wabah AI di Blitar tersebut, diisolasi pada telur ayam berembrio (TAB) dan telur itik 

berembrio (TIB) dengan pengamatan selama tujuh hari. Setelah pengamatan selesai, 

baik TAB dan TIB yang mati atau tetap hidup selama pegamatan diuji melawan 

antibodi anti-H5Nl dengan uji HI. Cairan alantois dari TAB dan TIB yang positif 

terdapat virus AI kemudian dipanen dan disimpan dalam 4 °C sampai digunakan 

peneliti . 
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4.5 Waktu dan tempat penelitian 

4.5.1 Tempat penelitian 
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Karakterisasi protein hemaglutinin v1rus AI subtipe H5N1 dilakukan di 

Institute of Tropical Disease (lTD) Universitas Airlangga. Uji antigenisitas antara 

protein hemaglutinin dan antibodi anti H5N1, anti H5N2 dan anti H5N9 

menggunakan teknik ELISA dilakukan di Laboratorium Virologi dan Imunologi 

Fakultas Kedokteran Hewan Universitas Airlangga Surabaya. 

4.5.2 Waktu Penelitian 

Penelitian ini dilakukan mulai bulan April-Agustus 2008, meliputi : 

1. Perbanyakan virus : 1 bulan 

2. Pembuatan antibodi poliklonal 

3. Karakterisasi protein virus 

4. Tes antigenisitas 

4.6 Bahan Penelitian 

: 1,5 bulan 

:2 bulan 

:2 hari 

Telur Ayam Berembrio (TAB) berumur 10 hari, selotip, suspensi protein 

hemaglutinin virus AI subtipe H5Nl dan virus AI subtipe H5Nl (Bl/lnd/03), PZ, 

eritrosit ayam 0,5%, Triton X-100 2%, asam sitrat 2,5% pH 4, Bis-acrylamid, Tris, 

SDS, Temed, Ammonium persulfat, Glycerol, Glycine, Coomasie Brilliant Blue, 

Marker protein (produksi Fermentas), Asam sitrat 10%.Membran nitroselulose, 

Marker Rainbow (produksi Fermentas), Kertas Whatman, Glycine, TBS Tween 

0,05%, Bovine Serum Albumin, Antibodi polivalen, konjugat anti-itik lgG Alkalin 

phosphatase, konjugat anti-rabbit IgG Alkalin phosphatase Substrat p-NPP, western 

blue, O,OSM Sodium Acetet Buffer, H202, complete freund adjuvant dan incomplete 
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4. 7 AI at Penelitian 

Lampu peneropong, pensil, bor, spuit, almari es, incubator, Microplate bentuk 

(v) atau (u), yellow tip, Spektrofotometer UV -1601 merek Shimatsu, Incubator shaker, 

Ultrasentifus merek Beckman TMLE-80K produkasi AS, Waterbath , Refrigerated 

sentrifuge merek Hitachi tipe Himac SCR 20 B, Ultrasonic homogenizer tipe 4710 

series, produksi Cole-Parmer instrument Co. Chicago Illinois, Shaker model VRN-

2000, Cetakan dan chamber untuk SDS merek Biometra, Power supply merek Bio

Rad, Shaker GFL, Blotter merek Biometra, Cutter, Plastik selofan. 

4.8 Hewan Coba 

Kelinci berumur 5 bulan sebanyak 3 ekor, dengan rincian, kelinci jantan 

sebanyak 1 ekor dan kelinci betina sebanyak 2 ekor. Kelinci tersebut diperoleh dari 

pasar di jalan Semarang, Surabaya. 

4.9 Perbanyakan virus AI pada TAB 

Umur TAB yang digunakan adalah yang berumur 10 hari, dengan bantuan 

lampu peneropong, antara ruang hawa dan isi telur diberi tanda menggunakan pensil. 

Kulit telur pada daerah ruang hawa (3-5 mm dari tanda batas ruang hawa) dibuat 

lubang dengan bor/paku. Melalui lubang paku, jarum spuit dimasukkan sedalam ± 1 

em sejajar sumbu panjang telur, kemudian suspensi virus AI (Bl/lnd/03, berasal dari 

Blitar) disuntikkan pada cairan allantois sebanyak 0,1 ml, setelah disuntik, lubang 

paku ditutup dengan selotip. Telur dierarnkan pada suhu 37°C selama 48 jam atau 

lebih dengan posisi vertical (ruang hawa sebelah atas). Pengamatan dilakukan setiap 

hari, apabila em brio mati lebih dari 24 jam atau jika terdapat embrio yang masih 
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hidup sampai akhir pengamatan, maka telur dimasukkan dalam almari es untuk 

pengamatan, selanjutnya daerah ruang hawa dipecah untuk melakukan pengujian 

terhadap cairan alantois. 

4.10 Uji HA 

Untuk mengetahui titer virus dilakukan uji hemagglutinasi (HA), tiap-tiap 

lubang microplate diisi dengan 0,025 ml PZ mulai dari lubang 1-6 dari baris 1-4, 

kemudian diisi dengan virus AI subtipe H5Nl 0,025 ml, selanjutnya antigen dan PZ 

dicampurkan menggunakan pipet, setelah itu dipindahkan ke baris selanjutnya, Proses 

pencampuran dilakukan dengan cara yang sama seperti pada baris pertama sampai 

baris ke empat. Selanjutnya semua lubang diisi dengan PZ 0,025 ml. Terakhir, semua 

lubang diisi dengan 0,05 ml eritrosit ayam 0,5%. Microplate diinkubasikan pada suhu 

kamar selama 30 menit. Hasil aglutinasi sempurna (100%) apabila aglutinasi terlihat 

jelas berupa lapisan eritrosit secara merata (difuse) pada dasar sumuran dan 

penjernihan dari cairan bagian atas tanpa teijadinya pengendapan eritrosit berbentuk 

titik ditengah sumuran, kemudian dilakukan pembacaan titer. Titer antigen adalah 

jumlah terkecil dari pengenceran tertinggi yang masih mampu menunjukkan reaksi 

aglutinasi. 

4.11 Pengukuran titer virus 

Masing-masing dari 10 buah tabung venoject diisi dengan PZ yang 

mengandung antibiotik yaitu Penicillin dan Streptomycin sebanyak 4,5 ml. 

Selanjutnya dilakukan pengenceran virus dengan cara mengambil 0,5 mllarutan virus, 

lalu dimasukkan kedalam tabung 1 yang berisi 4,5 ml PZ dan antibiotik, suspensi 
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vtrus didalam larutan PZ yang mengandung antibiotik dihomogenisasikan 

menggunakan vortex mixer, selanjutnya diambil 0,5 ml dari tabung 1 kemudian 

dimasukkan kedalam tabung 2 dan dihomogenisasikan, cara yang sama dilakukan 

seperti di atas, pada tabung 3 hingga 10. 

Tiap-tiap tabung pada pengenceran 10-1, 10-2,10-3, 10-4, 10-5
, 10-6, 10-7

, 10-8
, 

10-9
, 10-10 diambil 0,1 ml lalu diinokulasikan pada cairan alantois TAB. Masing

masing pengenceran menggunakan 5 butir TAB, sehingga untuk 1 0 pengenceran 

dibutuhkan 50 butir TAB. Pengamatan terhadap TAB dilakukan setiap hari, meliputi 

pengamatan TAB yang mati ataupun yang hid up. Embrio yang mati dimasukkan 

kedalam lemari es. Di akhir pengamatan, embrio yang masih hidup dimasukkan ke 

dalam lemari es untuk mematikan embrio yang masih hidup. Setelah itu dilakukan uji 

serologis dengan menggunakan uji HA untuk mengetahui apakah embrio terinfeksi 

virus AI H5Nl dengan melihat adanya reaksi agluinasi. Hasil uji HA digunakan 

untuk menghitung titer virus (EID5o) dengan metode Reed and Muench. 

4.12 Pembuatan vaksin inaktifvirus AI subtipe H5Nl 

Virus AI subtipe H5Nl diinaktivasi terlebih dahulu menggunakan formalin 

0,1 %. Suspensi virus diambil sebanyak 3 ml, kemudian ditambahkan complete freund 

adjuvant (CFA) dalamjumlah yang sama banyak, kemudian divortex selama 30 menit. 

Untuk penyuntikkan kedua dan selanjutnya menggunakan incomplete freund adjuvane 

(IF A). 
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4.13 Pembuatan antibodi anti HSN1 virus AI 

Antibodi anti H5N 1 dibuat dengan cara menyuntikkan suspenst vtrus AI 

subtipe H5N1 dengan dosis 1 cc secara sub cutan pada kelinci sebanyak 3 kali dengan 

interval waktu 2 minggu. Pemanenan dilakukan 2 minggu setelah penyuntikkan 

terakhir. Pengambilan darah dilakukan melalui vena auricularis sebanyak 5 mi. Darah 

selanjutnya disentrifus selama 20 menit dengan kecepatan 1500 rpm, kemudian serum 

yang terkumpul disimpan difreezer. 

4.14 Persiapan sampel protein 

Protein yang telah terpresipitasi diambil 1 OOJ.!l, kemudian dicampur dengan 

RSB (Reducing Sample Buffer) sebanyak 100J.!l, ke dalam eppendorf RSB 

mengandung indikator. Selanjutnya dilakukan denaturasi protein dengan cara 

memanaskan campuran tersebut pada suhu 42°C selama 1 jam. 

4.15 SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulphate-Polyacrilamid Gel Electrophoresis) 

a. Mencetak separating/main gel 

Langkah awal membuat running gel 12% yaitu dengan mencampurkan: 

akrilamid, Tris HCI pH 8,8, SDS 10%, aquadest, temed, APS 10% sampai 

homogen. Campuran dituang dalam plate yang sebelumnya telah disiapkan. 

Dibiarkan selama 25 menit hingga terbentuk gel. 

b. Membuat stacking gel 

Membuat stacking gel 12% dengan menambahkan: akrilamid, 1M Iris HCI pH 

6,8, SDS 10%, aquadest, temed, APS 10%. Kemudian stacking gel terse but 

dimasukkan dalam cetakan running gel sampai penuh. Comb dimasukkan 
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kedalam stacking gel dan diinkubasikan selama 25 menit pada suhu kamar 

sampai stacking gel memadat. Langkah terakhir yaitu comb dilepaskan dan 

dibersihkan, serta stacking gel dicuci dengan Electrophoresis buffer satu kali. 

c. Electrophoresis 

Tahap ini dimulai dengan memasukkan agar comb kedalam bio rad lalu 

dituangi Electrophoresis buffer. Sampel dan marker yang telah dibuat 

dimasukkan dalam lubang gel comb dan gelembung udara dihilangkan. Anoda 

dihubungkan dengan reservoir bawah dan katoda dihubungkan dengan 

reservoir atas, power supply dihidupkan pada 125V, arus listrik sebesar 40mA 

tiap gelnya. Proses pemisahan (running) dihentikan setelah warna biru dari 

penanda ±0,5 em dari batas bawah plat gel. 

d. Pewarnaan dan pencucian gel 

Pewarnaan (staining) gel dilakukan dengan merendam gel dalam larutan untuk 

staining yang terdiri atas campuran commasie brilliant blue R-250, methanol 

50%, acetic acid glacial 10% dan aquadest, selama 1 jam. Selanjutnya 

penghilangan warna (destaining) dilakukan dengan merendam gel dalam 

larutan acetic acid 10% selama 1 hari. 

4.16 Western Blotting 

a. Semi dry electrophoresis 

Pertama-tama hasil SDS-P AGE tanpa dilakukan pencuc1an dan pewarnan 

ditransfer ke membran nitroselulosa. Cara mentransfer dilakukan dalam 

beberapa tahap. Tahap pertama yaitu dengan cara memotong kertas Whatman 

dan membran nitroselulosa sama besar dengan gel, kemudian merendamnya 
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selama kurang lebih 40 menit dalam transfer buffer, yang dibuat dengan cara 

mencampurkan tris, glysin, methanol dan aquadest. Tahap kedua pada anode 

elektroblotting transfer apparatus diletakkan secara berturut-turut, 5 lembar 

kertas Whatman, 1 lembar membran nitroselulosa, gel, 1 lembar membran 

nitroselulosa, 5 lembar kertas Whatman. Setelah tersusun rapi dan dipastikan 

sudah tidak terdapat gelembung udara, dilanjutkan dengan memasang katode 

dan menghubungkannya dengan aliran listrik dengan voltase kurang atau sama 

dengan 125 volt, 40mA selama 1-2 jam. Tahap akhir mengambil membran 

nitroselulosa dari alat tersebut. 

b. Immunoblotting 

Diawali dengan mencuci membran nitroselulosa kedalam larutan Trans Buffer 

Salin dan 0,05% Tween 20, yang dibuat dengan cara mencarnpurkan Tris dan 

0,05% Tween 20, dengan pH 7,4. Pencucian dilakukan sebanyak 5 kali, 

masing-masing I 0 menit. Kemudian untuk memblok protein yang tidak 

spesifik, membran nitroselulosa dimasukkan dalam larutan Trans Buffer Salin 

(TBS) 0,05% ditambah Bovine Serum Albumin (BSA) 10% selama 1 jam pada 

temperature ruangan. Setelah itu dilakukan pencucian dengan TBS dan 0,05% 

Tween 20 sebanyak 5 kali masing-masing 1 0 menit. Langkah selanjutnya 

memasukkan membran nitroselulosa dalam larutan antibodi primer (serum 

kelinci yang mengandung antibodi terhadap virus AI subtipe H5Nl) dalam 

TBS dan BSA 1% dengan perbandingan 1: 100, inkubasi selama 1 jam pada 

temperatur ruangan. Setelah itu dilakukan pencucian dengan TBS dan 0,05% 

Tween 20, sebanyak 5 kali masing-masing selama 10 menit. Tahap berikutnya 

membran nitroselulosa dimasukkan dalam larutan antibodi sekunder lgG (anti) 

IR – PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

TESIS Identifikasi Protein Hemaglutinin ... Retina Yunani



38 

rabbit berlabel alkalin phosphatase (konjugat) , dalam TBS dan BSA 1% 

dengan perbandingan 1: 1 000 selama 1 jam dalam temperatur ruangan, 

selanjutnya mencuci membran nitroselulosa dengan larutan TBS dan 0,05% 

Tween 20 selama 10 menit sebanyak 5 kali . Tahap akhir adalah pewarnaan 

penambahan substrat western blue sebanyak 10 cc, kemudian diletakkan pada 

shaker sampai terlihat pita (band). Reaksi dihentikan dengan mencelupkan 

membrane nitroselulosa kedalam aquadest. Hasil proses ini sudah dapat untuk 

menentukan protein yang antigenik. 

4.17 Penghitungan berat molekul antigen protein 

Berat molekul antigen protein dilakukan dengan menghitung nilai Rf 

(Retardation factor) dari marker dan masing-masing pita (band), dengan rumus 

sebagai berikut: 

Rf = Jarak pergerakan protein dari tempat asal 
J arak pergerakan warna dari tempat asal 

Selanjutnya kurva standar dibuat dengan mencntukan Rf pada garis x dan log 

marker pada garis y. Berat molekul protein ditentukan dengan cara mengkonversikan 

data nilai Rf dan berat molekul protein standar. 

4.18 Elusi 

Dari elektroforesis (seperti dalam rangkaian SDS-P AGE) akan diperoleh hasil 

gambaran protein berupa band yang mempunyai berat molekul tertentu. Band yang 

muncul di semua reaksi protein antigenik dengan antibodi poliklonal, dipotong dan 

dielusi. Hasilnya ialah protein yang mempunyai berat molekul sesuai yang 

dikehendaki. 
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4.19 Indirect ELISA 

Teknik ELISA diawali dengan melakukan coating antigen. Antigen yang 

digunakan adalah protein HA sebanyak 4 7 J..lg/ml. Pertama-tama, antigen yang telah 

diencerkan didalam 5 ml buffer coating, dimasukkan sebanyak 1 OOJ..ll ke dalam tiap 

sumuran microplate selanjutnya diinkubasi pada suhu 4°C (dalam lemari es selama 

satu malam). Keesokan harinya, microplate dikeluarkan dari lemari es untuk 

kemudian dicuci menggunakan buffer washing sebanyak tiga kali dengan cara 

mengisikan 200 J..ll pada tiap sumurannya. Setelah tahap pencucian, tiap sumuran 

microplate diisi dengan Blocking Buffer 4% selanjutnya diinkubasi selama 1 jam pada 

suhu 3 7°C. Setelah diinkubasi, isi mikroplate dibuang dan dicuci dengan buffer 

washing sebanyak 3 kali. 

Proses selanjutnya adalah penambahan antibodi anti H5Nl sebanyak lOOJ.l1 

yang telah diencerkan 1:100 pada sumuran Al-A5 dan El-E5, antibodi anti H5N2 

pada surnuran B1-B5 dan F1-F5, antibodi anti H5N9 pada sumuran Cl-C5 dan G1-G5, 

kontrol pada surnuran D1-D5 dan Hl-H5. PBS pada A6-H6, kemudian microplate 

diinkubasi selama 1 jam. Setelah itu dicuci dengan buffer washing sebanyak 3 kali. 

Konjugat anti-chicken IgG Alkalin phosphatase dengan konsentrasi 1/4000 

ditambahkan ke dalam 10 ml blocking buffer 4% selanjutnya diisikan pada tiap 

sumuran sebanyak 1 00 J.ll. Microplate kemudian diinkubasikan selama 1 jam pada 

suhu 3 7°C. Tahapan akhimya adalah melarutkan substrat p-NPP dengan buffer 

substrat kemudian diisikan pada tiap sumuran microplate sebanyak 1 00 J.ll. 

Microplate diinkubasi dalam ruang gelap selama 30 menit, tiap 5 menit dilihat 

perubahannya. Hasii dibaca dengan menggunakan ELISA reader dengn panjang 

gelombang 415nm. 
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4.20 Analisis Data 

Penelitian ini merupakan penelitian observasional laboratorik. Data dari hasil 

isolasi dan karakterisasi protein melalui SDS-PAGE dan Western blotting dianalisis 

menggunakan regresi, dengan cara menghitung nilai Retardation factor (Rf) dan 

mencari persamaan garis untuk menghitung berat molekul protein AI subtipe H5Nl, 

sedangkan data ELISA dianalisis menggunakan One Way ANOVA untuk mengetahui 

perbedaan nilai rata-rata OD protein hemaglutinin dengan antibodi anti H5N I, anti 

H5N2 dan anti H5N9, post hoc HSD digunakan untuk mengetahui notasi kekuatan 

antibodi ketika berikatan dengan protein antigenik. 
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4.1 Skema Kerangka Operasional Penelitian 

Virus AI subtipe H5Nl 
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• Ti~asi 

Inoktasi pada TAB 

UjifA 

Ef so 
lnakttasi virus 

SDS-PAGE 

B~d 
• Weste1 Blotting -----. SDS-PAGE 
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Indirect ELISA 

+ Antig~isitas 

Kandidat antigen diagnostik 

Gambar 4.1 Skema Kerangka Operasional Penelitian 
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BAB5 

ANALISIS DAN HASIL PENELITIAN 

5.1 Data Penelitian 

Pencatatan data penelitian disusun sebagai berikut: 

Tahap pertama adalah perbanyakan virus dengan cara menginokulasikan virus 

AI subtipe HSNI (Bl/Ind./03) pada TAB, setelah embrio pada TAB mati , cairan 

alantoisnya diuji HA untuk mengetahui titer virus tertinggi. Titer tertinggi dititrasi 

dalam beberapa pengenceran, kemudian tiap-tiap pengenceran diinokulasikan pada 

TAB, dalam beberapa hari em brio didalam TAB akan mati, cairan alantoisnya diuji 

kembali menggunakan uji HA, hasil yang diperoleh digunakan untuk mengetahui egg 

infective dose 50 (EID50) menggunakan metode penghitungan Reed and Muench. 

Tahap kedua adalah pembuatan antibodi poliklonal. Stok virus titer tertinggi 

diinaktivasi terlebih dahulu dan ditambahkan adjuvan, setelah itu disuntikkan pada 

kelinci sebanyak 3 kali interval 2 minggu, 2 minggu setelah penyuntikkan terakhir, 

dilakukan pengambilan darah untuk memperoleh serumnya. 

Tahap ketiga adalah karakterisasi protein virus menggunakan metode SDS

PAGE untuk mengetahui berat molekul protein serta metode Western Blotting untuk 

mengkarakterisasi protein antigenik. 

Tahap kelima adalah menguji antigenisitas antara protein HA dengan antibodi 

anti H5Nl, anti H5N2 dan anti H5N3, menggunakan metode indirect ELISA. 
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5.2 Analisis dan Hasil Penelitian 

5.2.1 Perbanyakan virus AI subtipe H5Nl 

Untuk mendapatkan sediaan virus dalam jumlah yang cukup peneliti 

melakukan perbanyakan virus AI subtipe H5Nl (Bl/Ind/03) pada media TAB. Virus 

diinokulasikan sebanyak 0,1 ml. Pasca inokulasi virus, perkembangan hidup dan mati 

em brio yang terdapat dalam TAB harus diamati setiap harinya. Dalam waktu kurang 

dari 4 hari, em brio yang terdapat didalam TAB sudah mati sehingga cairan 

alantoisnya dapat digunakan untuk uji HA. Uji HA adalah metode untuk mengukur 

titer virus yang memiliki hemaglutinin sehingga apabila direaksikan dengan eritrosit 

akan terjadi hemaglutinasi. Dari hasil uji HA pada cairan alantois TAB didapatkan 

titer tertinggi 28
• Langkah selanjutnya adalah melakukan titrasi dari stok virus titer 

tertinggi yang telah didapatkan, dengan beberapa pengenceran yaitu mulai dari 1 o-l 

sampai dengan 10-10
• Masing-masing pengenceran diinokulasikan sebanyak 0,1 ml 

pada TAB. Sehari setelah inokulasi, dilakukan candling untuk mengamati hid up 

matinya embrio. Pada hari pertama setelah inokulasi, diketahui bahwa TAB yang 

diinokulasi virus dengan pengenceran 1 o-1 telah mati semua. Pada hari kedua, em brio 

yang mati adalah pada TAB yang diinokulasi virus dengan pengenceran 1 o-2
, 1 o-3

; 1 o-

4 dan sebagian 1 o-5
• Pada hari ketiga yang mati adalah em brio pada TAB dengan 

pengenceran 10-6, w-7
, w-8dan sebagian w-5 sedangkan sisanya yaitu w-9

, w-IO pada 

hari keempat. Dilakukan uji HA kembali pada masing-masing pengenceran, 

selanjutnya hasil yang didapatkan digunakan untuk menghitung egg infective dose 50 

(EIDso), menggunakan metode Reed and Muench didapatkan hasil sebesar I 085 

EID50• Dilakukan pemanenan pada TAB yang memiliki titer tertinggi dan digunakan 

sebagai stok virus. 
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Tabel 5.1 Hasil Penghitungan Egg Infective Dose5o (EID5o) virus AI subtipe H5Nl 

Pengenceran HA(+) 
Virus 

10-1 

10-.l 

10-j 

10-4 

10-) 

10-o 

w·' 

w·a 

to·~ 

to·lU 

PD= 

= 

71,4-50 
71,4- 28,6 

0,5 

5 

5 

5 

5 

5 

5 

3 

2 

0 

0 

50% DEP = 10.7-{)·5 = 10·7•5 

HA (-) 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

2 

3 

5 

5 

EIDso = 10·7•
5xl0-1 ml = 10-8,5 

Titer 1 08
•
5 EIDso/ml 

5.2.2 Pembuatan antibodi poliklonal 

:E (+) 

35 

30 

25 

20 

15 

10 

5 

2 

0 

0 

:E( -) Rasio (+) 0/o 

0 35/35 100 

0 30/30 100 

0 25/25 100 

0 20/20 100 

0 15115 100 

0 10/10 100 

2 517 71,4 

5 2/7 28,6 

10 0/10 0 

15 0/15 0 

Keterangan: 
PD : Proportional Distance 
DEP : Dilution End Point 
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Untuk membuat antibodi poliklonal yang akan digunakan pada saat pengerjaan 

Western Blotting, peneliti terlebih dahulu harus me1akukan inaktivasi stok virus 

dengan menambahkan formalin 0,1 %, selanjutnya stok virus yang telah diinaktivasi 
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ditambahkan complete freund adjuvan dalam jumlah yang sama banyak, kemudian 

divortex selama 30 menit, untuk menghasilkan vaksin inaktif. Vaksin diaplikasikan 

secara intramuscular sebanyak 1 ml, 2 minggu kemudian dibooster menggunakan 

incomplete freund adjuvan, dilakukan booster 2 kali, 2 minggu setelah booster 

terakhir dilakukan pengambilan darah. Darah yang telah membeku disentrifus dengan 

kecepatan 1500rpm selama 10 menit untuk memisahkan sel darah dan serumnya. 

Serum yang didapatkan sebanyak 15 m1 tersebut mengandung antibodi anti H5Nl, 

serum kemudian disimpan difreezer. 

5.2.3 HasH SDS-PAGE 

Dari hasil karakterisasi protein menggunakan metode SDS-PAGE didapatkan 

protein virus AI subtipe H5N1 dengan berat molekul 78kDa; 59,4 kDa; 53,5 kDa; 

3 7,6 kDa; 27,9 kDa dan 16,9 kDa 

Berat molekul antigen dilakukan dengan menghitung nilai Rf (Retardation 

factor) dari masing-masing pita (band) dengan rumus seperti dibawah: 

Jarak pergerakan protein dari tempat awal 
Rf= . Jarak pergerakan warna dari tempat awal 

Dan dari koefisien regresi untuk mendapatkan persamaan garis: 

I Y=5,663-5,867x + 8,985x2
- 4,993x3 

Dari hasil Rf dan persamaan garis tersebut diatas dapat digunakan untuk menghitung 

berat molekul sampel yang hasilnya dapat dilihat pada tabel dibawah ini 
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Tabel5.2 Nilai Rf(x) dan Berat Molekul (logy Da) Sampel 

Jarak sampel Rf logy Da yDa y kDa 
10,0 0,088 5,211 162554,8 162,6 
19,5 0,173 4,892 77983,0 78,0 
24,0 0 212 4,774 59429,2 59,4 
26,0 0,230 4,728 53456,4 53,5 
34,0 0,301 4,575 37583,7 37,6 

44,0 0,389 4,446 27925,4 27,9 
82,0 0,726 4,229 16943,3 16,9 

kDa kDa 

M 1 2 3 4 5 
200 

120 148,6 

100 

85 78,0 
-+ 

HA 

70 59,4 

60 53,5 
50 

40 
37,6 

30 27,9 

25 +-

20 

16.9 

10 

Gambar 5.1 Hasil identiflkasi protein virus AI subtipe H5N1 isolat 
Blitar dengan teknik SDS-PAGE. Kolom 1-5 merupakan 
pengenceran virus berturut-turut, 1:1 0; 1 :20; 1: 40; 1 :80; 1:80. 
M: Marker. 
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Hasil identiflkasi protein virus AI subtipe H5N1 isolat Blitar dengan teknik 

SDS-P AGE. Protein virus HA terdapat pada band dengan berat molekul 78 kDa. 
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5.2.4 Hasil Western Blotting 

M I LI K 
PERPUSTAkAAN 

UNIVERSITAS AIRLANGOA 

SURABAYA 
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Western Blotting digunakan untuk mengetahui apakah kar - erisasi protein 

hasil SDS-PAGE yang berupa band-band dengan berat molekul tertentu, memiliki 

antigenisitas apabila direaksikan dengan antibodi poliklonal yang didapat dari serum 

kelinci yang divaksinasi inaktif dengan virus AI subtipe H5Nl. Hasil analisis Western 

Blotting dapat diamati pada Gambar 5.2 

kDa M 1 2 3 kDa 

72 78,0 __. HA 

55 

36 

28 

17 

11 

Gambar 5.2 Hasil identifikasi protein virus AI subtipe H5N1 dengan 
teknik Western Blotting. Kolom 1-3 merupakan sampel virus 
dengan pengenceran 1:10. M: Marker. 

Dari hasil Western Blotting didapatkan band protein HA dengan berat molekul 

78 kDa. Protein HA, sebagai protein yang akan diaplikasikan pada uji selanjutnya 
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terbukti antigenik, dengan kemampuannya untuk berikatan dengan antibodi anti 

H5Nl pada membran nitroselulosa. 

5.2.5 Hasil Elusi 

Protein HA dapat diisolasi melalui proses elusi . Tahap awalnya adalah 

running antigen menggunakan metode SDS-PAGE. Selanjutnya dilakukan 

pemotongan gel pada berat molekul yang diinginkan, gel dimasukkan pada plastik 

cellophane dan diberi PBS, setelah proses elektroforesis, cairan di dalam plastik 

dikoleksi karena merupakan suspensi protein HA. Dari penghitungan kadar protein 

HA diperoleh hasil sebesar 0,1 078mg/dl. Sebelum ELISA dimulai protein HA yang 

diperoleh dari proses elusi harus diukur kadamya terlebih karena akan digunakan pada 

saat coating antigen. 

5.2.6 Hasil ELISA 

Uji ini digunakan untuk mengetahui antigenisitas protein HA terhadap 

antibodi anti H5Nl, anti H5N2 dan anti H5N9. Berdasarkan kadar protein yang telah 

diketahui, antigen yang digunakan untuk proses coating sebanyak 4 7 J..lg/ml. Hasil 

ELISA diukur dengan spektrofotometer panjang gelombang 415 nm dan hasilnya 

dinyatakan dengan nilai Optical Density (OD) 
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Tabel 5.3 Nilai Rata-rata OD Protein HA Virus AI Subtipe H5N1 Dengan Antibodi 
Anti H5N 1 Anti H5N2 dan Anti H5N9 

' 
Antibodi Protein HA 

Rata-rata Cut off Hasil 

H5N1 0.3838 0,1926 + 

H5N2 0,2642 0,1926 + 

H5N9 0,2126 0,1926 + 

Kontrol 0,0963 

Hasil peguJian antigenisitas protein hemaglutinin virus AI subtipe H5N I 

terhadap antibodi anti H5N 1, anti H5N2, anti H5N9 dan kontrol negatif 

menggunakan teknik indirect ELISA, didapatkan rata-rata nilai OD berturut-turut 

0,3838; 0,2642; 0,2126; 0,0963. Cut off value nilai OD yang merupakan 2x rata-rata 

serum negatif, didapatkan hasil sebesar 0,1926. Dari hasil cut off value dapat dilihat 

bahwa, nilai rata-rata OD antibodi anti H5Nl, anti H5N2 dan anti H5N9 

menunjukkan hasil positif. 

Dari post hoc test HSD, dapat diketahui notasi dari kekuatan antibodi ketika 

berikatan dengan protein antigenik. Hasil post hoc test dapat dilihat pada Tabel 5.4 

Tabel 5.4 Rata-rata Nilai OD Kekuatan Antibodi Anti H5Nl, AntiH5N2 dan Anti 
H5N9 Terhadap Protein HA Virus AI Subtipe H5Nl dan Tiugkat 
N otasmya 

Antibodi Rata-rata 

H5N1 0,3838c 

H5N2 0,2642° 

H5N9 0,2126° 

Kontrol 0,0963a 

Keterangan urutan notasi dari lemah ke kuat: a-b-c 
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Hasil post hoc test HSD, didapatkan protein hemaglutinin bereaksi paling kuat 

terhadap antibodi anti H5Nl, diikuti oleh antibodi anti H5N2 dan H5N9, kemudian 

kontrol negatif. Hasil analisis dengan menggunakan uji Anova pada taraf 5%, 

menunjukkan bahwa perbedaan interaksi antara protein hemaglutinin dengan antibodi 

anti H5Nl, anti H5N2 dan H5N9 sangat bermakna (pa<0,05). 
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BAB6 

PEMBAHASAN 

Pada tahun 1997 wabah flu burung yang disebabkan oleh virus AI subtipe 

H5N I menyerang peternakan unggas di Hongkong, setelah itu virus terse but pada 

tahun 2002 ditemukan pada unggas air dan spesies burung yang lain (Sturm-Ramirez, 

2004). Virus AI subtipe H5N1 yang awalnya terdapat di Asia, sejak tahun 2003 virus 

yang termasuk highly pathogenic avian influenza ini telah menimbulkan wabah di 

lebih dari 54 negara (Subarao et al, 2006). Wabah influenza telah menjadi issue yang 

begitu menyita perhatian dunia. Ketika pandemi itu terjadi, sebuah uji diagnostik yang 

cepat dan akurat sangat dibutuhkan keberadaannya. Beberapa uji diagnostik telah 

dikembangkan sejak virus influenza dapat dikarakterisasi pada tahun 1933 (Webster, 

1998). Ketika terdapat kejadian AI, WHO merekomendasikan beberapa uji laboratoris 

(WHO, 2005). Berbicara tentang uji yang akan digunakan otomatis juga berkenaan 

dengan komponen yang akan digunakan untuk uji tersebut, dalam hal ini protein HA 

menggunakan uji ELISA dapat digunakan sebagai antigen pada uji diagnostik, karena 

kemampuannya untuk mendeteksi reaksi silang pada HA yang berbeda subtipe (Rowe 

et al, 1999). Oleh karena itu peneliti melakukan isolasi HA pada virus AI subtipe 

H5N1 untuk diuji kemampuannya dalam mendeteksi serum dari subtipe HA yang 

berbeda. 

Virus AI subtipe H5N1 yang digunakan dalam penelitian ini berasal dari 

wabah AI di kabupaten Blitar. Virus diinokulasikan pada TAB yang berumur 10 hari. 

Sebelum bidang virologi mengambil alih teknik kultur sel, telur ayam bertunas paling 

cocok untuk kultivasi virus. Sampai sekarang masih terdapat beberapa virus yang 

masih menggunakan metode ini karena mempunyai daya afinitas yang tinggi pada 

51 

IR – PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

TESIS Identifikasi Protein Hemaglutinin ... Retina Yunani



52 

Janngan ayam, seperti pada Orthopoxvirus yang diinokulasikan pada selaput 

korioalantois sedangkan pada virus influenza dan New Castle Disease, virus 

diinokulasikan di ruang alantois (Rantam, 2005). 

Begitu diinokulasikan pacta TAB, virus mengalami pertumbuhan dalam 

temperatur 35-3 7°C, hingga mencapai puncaknya 36-72 jam pasca inokulasi . 

Beberapa virus menyebabkan kematian embrio dengan dengan lesi internal, kulit 

berwarna merah gelap karena ptechiae, hemoragi dan kongesti otot. Rute inkubasi, 

jenis virus serta umur em brio menentukan pertumbuhan virus di dalam TAB, menurut 

WHO (2005) virus dalam jumlah banyak dapat dipanen 3 hari setelah inkubasi, dalam 

penelitian ini embrio pada TAB mati kurang dari 4 hari. Dari hasil uji HA pacta cairan. 

alantois didapatkan titer virus sebesar 28
. Suspensi virus titer tertinggi kemudian 

dititrasi mulai dari pengenceran 10-1 sampai dengan 10-10 untuk diinokulasikan pada 

TAB, setelah embrio mati, cairan alantoisnya kembali diuji HA untuk penghitungan 

Egg Infective Dose so (EIDso) menggunakan metode Reed and Muench didapatkan 

hasil sebesar 1 08
•
5 EID5o. Virus tertingginya dikoleksi sebagai stok virus. 

Stok virus yang didapat digunakan untuk membuat antibodi poliklonal. Virus 

AI subtipe HSN 1 diinaktivasi terlebih dahulu menggunakan formalin 0,1 %, kemudian 

ditambahkan complete freund adjuvan, kemudian disuntikkan pada kelinci sehingga 

kelinci akan membentuk antibodi anti H5N 1. Inaktivasi virus dilakukan untuk 

mengeliminir kemampuan virus dalam menimbulkan penyakit namun tidak 

merusakkan antigen protektifnya (Roitt, 2002), sedangkan penambahan adjuvan pada 

suspensi virus AI yang diinaktivasi akan meningkatkan imunogenisitas antigen. 

Karena langsung diproses oleh Antigen Presenting Cell sehingga berdampak pacta 

meningkatnya respon imun hospes (Janeway, 1999). Pada imunisasi pertama adjuvan 
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yang ditambahkan adalah complete adjuvan, complete adjuvan mengandung bakteri 

yang dapat meningkatkan respon imun, untuk booster yang digunakan adalah 

incomplete adjuvan. Kelinci diimunisasi sebanyak 3 kali dengan interval 2 minggu. 

Dua minggu setelah penyuntikan terakhir dilakukan pengambilan darah untuk 

mendapatkan serum yang mengandung antibodi anti H5Nl. Titer antibodi yang tinggi 

didapatkan 10 hari setelah booster ke-2. Respon imun pada kelinci yang diinduksi 

oleh virus AI subtipe H5Nl yang memiliki banyak epitop memerlukan pengaktifan 

limfosit untuk berdiferensiasi menjadi bermacam-macam limfosit spesifik terhadap 

epitop. Pengaktifan masing-masing limfosit tersebut dapat menumbuhkan banyak 

klon dari sel yang sama untuk merespon antigen, sehingga mengakibatkan proliferasi 

dan diferensiasi limfosit dengan spesifitas yang berbeda. Oleh karena itu antibodi 

yang dihasilkan oleh kelinci setelah diimunisasi dengan virus AI subtipe H5N 1 adalah 

antibodi poliklonal . 

Teknik SDS-PAGE diaplikasikan untuk mengkarakterisasi virus AI subtipe 

H5Nl. Pada SDS-PAGE protein dielektroforesis dalam detergen ionik yaitu Sodium 

Dodecyl Sulphate (SDS). Detergen ini akan mengikat amino sehingga dapat membuka 

rantai peptida secara komplit. Dengan demikian protein-SDS komplek bermigrasi 

melalui poliakrilamid tergantung berat molekulnya. Poliakrilamid adalah matrik 

pilihan untuk memisahkan protein yang mempunyai berat molekul antara 500-

250.000 dalton. Selama proses Polyacrilamid Gel Electrophoresis (PAGE), protein 

dipisahkan dengan cara bermigrasi melalui matrik tiga dimensi secara elektrik 

(Rantam, 2003). Hasil yang terlihat pada gel adalah setelah proses SDS-P AGE selesai 

adalah band-band dengan berat molekul 78 kDa; 59,4 kDa; 53,5 kDa; 27,9 kDa dan 

16,9 kDa. Jenis protein yang berhasil dikarakterisasi dapat diketahui berdasarkan 
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berat molekulnya. Menurut Suzuki and Nei (2002), berat molekul protein HA, NP, NS 

dan M1 berturut-turut adalah 77kDa; 50-60 kDa; 26 kDa dan 15 kDa. Menurut 

Suwamo dkk (2007) berat molekul protein NA adalah 53,5 kDa. 

Dari data berat molekul diatas, band yang terlihat pada gel hasil karakterisasi 

virus AI subtipe H5Nl dengan berat molekul 78 kDa; 59,4 kDa; 53 ,5 kDa; 27,9 kDa 

dan 16,9 kDa berturut-turut adalah protein HA, NP, NA, NS dan Ml. Sedikit 

perbedaan berat molekul temuan Suzuki and Nei dengan penelitian ini bisa 

disebabkan karena banyak fak-tor, antara lain karena virus AI yang digunakan 

meskipun sama subtipenya tetapi subtipe H5N 1 sendiri memiliki clade ataupun isolat 

yang berbeda, faktor teknis pada waktu pengeljaan running seperti keuatan ionik, pH 

buffer, input power, medium penyangga atau matriks yang digunakan dapat 

mempengaruhi basil yang didapatkan, tetapi keterpautannya tidak terlalu jauh. 

Proses selanjutnya adalah analisis dengan teknik Western Blotting yaitu teknik 

yang digunakan untuk mentransfer zona separasi protein dari gel basil elektroforesis 

ke matriks membran nitroselulosa. Matriks inilah yang akan mengikat molekul yang 

akan ditransfer sehingga menjadi immobil (Sumitro dkk, 1996). Pada analisis 

menggunakan Western Blotting menunjukkan bahwa antibodi anti H5N1 dari kelinci 

dapat berikatan dengan protein HA, sehingga dapat disimpulkan bahwa protein HA 

adalah protein yang antigenik. 

Western Blotting terdiri atas 2 proses, pertarna adalah semy-dry 

electrophoresis, kedua adalah immunoblotting. Immunoblotting merupakan aplikasi 

yang spesifik dari teknik blotting protein dengan memanfaatkan interaksi antigen dan 

antibodi sebagai cara deteksi protein yang telah dipindahkan ke atas kertas membran 

setelah elektroforesis (Burgess, 1995). Teknik tersebut memungkinkan deteksi protein 
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dengan sensitivitas tinggi karena protein dipekatkan dalam volume lebih kecil. 

Keuntungan teknik ini adalah lebih cepat, efisiensi pemindahannya tinggi dan 

beberapa gel dapat dipindahkan dalam waktu yang sama (Burnette, 1981). 

Untuk mendapatkan protein HA yang akan diaplikasikan pada uji ELISA, 

maka dilakukan pemotongan gel protein HA untuk kemudian dielusi, selanjutnya 

protein yang didapatkan diukur kadar proteinnya, hasil yang didapatkan sebesar 

1,078J.1g/dl. Hasil kadar protein yang didapatkan digunakan sebagai dasar 

penghitungan protein HA yang akan digunakan untuk coating antigen pada uji 

indirect ELISA. 

Hasil uji indirect ELISA yang dinyatakan berupa nilai 00 menunjukkan 

bahwa reaksi antara protein HA dengan antibodi anti H5N1 memiliki nilai 00 yang 

berkisar antara 0,3280-0,4120, antibodi anti H5N2 berkisar antara 0,1150-0,2870 

pada antibodi anti H5N9 berkisar antara 0,1360-0,3250 dan pada kontro1 negatif 

berkisar antara 0,0845-0,1165. Oari penghitungan nilai cut off value yang didapatkan, 

menunjukkan antibodi-antibodi tersebut bereaksi positif terhadap protein 

hemaglutinin sedangkan dari hasil post hoc test HSD diketahui notasi kekuatan 

interaksi protein hemaglutinin dengan antibodi anti H5N1, anti H5N2, anti H5N9 dan 

kontrol negatif, mulai dari yang lemah sampai yang paling kuat berturut-turut adalah 

kontrol negatif, H5N2 dan H5N9 yang memiliki notasi yang sama, kemudian H5N 1. 

Hasil uji Anova taraf taraf 5%, menunjukkan bahwa perbedaan interaksi antara 

protein hemaglutinin dengan antibodi anti H5N 1, anti H5N2 dan H5N9 sangat 

bermakna (pa<0,05). 

Antibodi anti H5N1, anti H5N2 dan anti H5N9 yang digunakan dalam 

penelitian ini merupakan hasil dari vaksinasi itik menggunakan vaksin HSN 1, H5N2 
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dan H5N9, yang ketika teljadi outbreak HPAI (H5Nl) di Indonesia pada tahun 2003, 

industri petemakan mengimpor vaksin AI inaktif heterolog tersebut dari Eropa, 

Amerika dan Mexico (Claassen et al, 2007). Protein HA yang sama akan 

menstimulasi imunitas aktif, perbedaan pada protein NA akan menghasilkan produksi 

antibodi yang berbeda sehingga dapat digunakan untuk mengidentifikasi serum 

unggas yang telah divaksin dan serum unggas yang terinfeksi (Jones, 2007). 

Pada influenza tipe B dan C yang masing-masing terdiri dari hanya 1 subtipe, 

maka pada influenza tipe A yang terdiri dari 16 subtipe HA dan 9 subtipe NA yang 

berbeda, deteksi dan pembedaan antibodi pada serumnya dapat menggunakan teknik 

ELISA. Teknik ELISA mampu mendeteksi spesifitas subtipe virus AI, karena mampu 

untuk membedakan antibodi dari 16 subtipe HA dan 9 subtipe NA virus AI tipe A 

yang berbeda, selain itu dapat juga dimanfaatkan pada DIVA (Differentiate Infected 

From Vaccinated Animals) Strategy yaitu strategi untuk membedakan hewan yang 

terinfeksi dan yang telah divaksinasi (ARAMIS, 2008), Teknik ELISA mampu untuk 

menskrining antibodi dalam skala besar, dalam waktu cepat, efisien serta dapat 

mendeteksi antibodi pada awal infeksi (satu minggu seteiah infeksi). Deteksi dini flu 

burung diperlukan karena, pertama, deteksi yang lebih awal dan akurat dapat 

menentukan penggunaan antibodi dan terapinya, kedua, mampu untuk membatasi 

penyebaran penyakit flu burung dan yang ketiga adalah mengurangi kemungkinan 

timbulnya antigenic shift. 

V ariasi antigen dapat membatasi penggunaan reagen yang dapat digunakan 

untuk mendeteksi virus. Strurm-Ramirez (2004) menemukan bahwa sebagian besar 

virus H5N I tahun 200 I dan 2002 di Hongkong tidak dapat dideteksi menggunakan 

referensi reagen H5 yang sudah digunakan. Begitu juga dengan antibodi monoclonal 
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yang digunak:an sebagai reagen diagnostik untuk virus H5N1 pada saat wabah tahun 

1997, sudah tidak: dapat digunak:an lagi untuk uji HI pada virus H5N1 tahun 2001 dan 

2002. Oleh karena itu disarankan reagen untuk uji diagnostik perlu untuk diperbarui. 

ELISA spesifik HA adalah uji deteksi antigen. Pengujiannya memerlukan 

pemurnian pada antigen yang ak:an digunakan, uji tersebut mampu untuk mendeteksi 

reaksi silang pada HA subtipe lain (Strurm-Ramirez, 2004), karena kemampuannya 

itu mak:a protein HA berpotensi untuk digunakan sebagai antigen untuk uji diagnostik 

(Nwe et al, 2006). 
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PENUTUP 
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7.1 Kesimpulan 

BAB7 

PENUTUP 

Berdasarkan hasil penelitian dapat ditarik kesimpulan sebagai berikut: 

1. Protein hemaglutinin virus avian influenza subtipe H5Nl isolat Blitar 

memiliki berat molekul 78 kDa. 

2. Protein hemaglutinin virus avian influenza subtipe H5N 1 isolat Blitar bersifat 

antigenik. 

3. Terdapat perbedaan antigenisitas protein hemaglutinin terhadap antibodi anti 

H5Nl, anti H5N2 dan anti H5N9, protein hemaglutinin memiliki antigenisitas 

tertinggi terhadap antibodi anti H5Nl , diikuti oleh antibodi anti H5N2 dan anti 

H5N9 

7.2 Saran 

Berdasarkan antigenisitas protein hemaglutinin virus avian influenza subtipe 

H5Nl yang tinggi setelah direaksikan dengan antibodi anti H5Nl, diikuti terhadap 

antibodi anti H5N2 dan anti H5N9, maka dalam hal ini protein hemaglutinin virus A1 

subtipe H5N 1 memungkinkan untuk dijadikan kandidat antigen diagnostik. 
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Lampiran 1. Cara Kerja SDS-PAGE 

1. Pembuatan Separating Gel 
Bahan: 

Acrilamid 12o/o ......... .. ............ ......... ...... . 
Tris HCl pH 8,8 .... ..... ... ........................ . 
SDS 10% ....... .... ... .. .......... ..... .. ... ... ...... . . 
Aquadest ...................... ..... ....... .. ...... .... . . 
Temed ............... .......... ........... ... .... ... ..... . . 
APS ........... .... ............ ....... ..................... . 

2,5 ml 
1,2 ml 
1,2 ml 
1,1 ml 
5 ~1 
30 ~l 

2. Separating gel dimasukkan melalui dinding kaca sampai ±1 em dari batas atas. 

3. Menambahkan butanol sebanyak 1 ml. 

4. Separating gel dibiarkan sampai membeku (± 25 menit) 

5. Pembuatan Stacking gel 
Bahan: 

Acrilamid 12% ... ............. ....................... . 
Tris HCI pH 8,8 ..... .. .......... .... ...... ...... .... . 
SDS 10o/o .. ............. .. .............................. . 
Aquadest .............. ................................. . 
Temed ........................ .... .............. ......... . 
APS ....................................................... . 

0,33 ml 
0,4 ml 

0,4 ml 
0,87 ml 
4 ~l 
10 Jll 
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7. Mempersiapkan sampel yang telah dicampur dengan Laemm/y buffer, kemudian 
dipanaskan pada suhu 42°C selama 1 jam. 
Bahan Laemmly buffer : 

Tris HC/ pH 6,8 ..................................... . 
Glisero/ 50% ............... ..... ...................... . 
SDS 10% ............................................... . 
2-Mercaptoethanol ................................ . 
H20 ....................................................... . 

0,6 ml 
5 ml 
2ml 
0,5 ml 
0,9 ml 

8. Butanol dibuang apabila gel telah membeku, kemudian dibersihkan dengan kertas 
sanng. 

9. Stacking gel yang telah dibuat dituangkan, lalu comb dimasukkan selanjutnya 
ditunggu sampai gel membeku. 

10. Comb diambil dan dibersihkan dari sisa gel pada cetakan menggunakan E. Buffer. 
Bahan E. Buffer : 

Tris Base ... ...... ..... ................................. . 
Glysine ................ .. .. ... .. ... .... ......... ... ..... . . 
SDS ... .. ... ............... ......... ....................... . 
Aquades ................................................ . 

3,29 g 
14,4 g 
1 g 
ad. 1 It 
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pH ................ .............................. .. ........ .. . 8,3 

11. Cetakan gel diambil kemudian dimasukkan pada alat Bio-Rad ( elektroforesis ). 

12. Sampel dan marker dimasukkan pada tiap sumuran comb. 

13.Listrik dipasang pada 125 V, 40 rnA. 

14. Sampel yang berwama biru ditunggu sampai turun, kemudian alat dimatikan dan 
gel diambil dari cetakannya. 

15. Gel dimasukkan dalam petridish dan direndam dalam larutan Coomasie Blue. 
Bahan Coomasie blue : 

Coomasie blue .................................. . 
!.1etanol ... .. ........ ... ... .... ..... ...... .. .. ..... . . 
Acetic acid ......... .......... ..................... . 
Aquadest ... ....... ... .. ..... .... .................. . . 

0,025 g 
40ml 
10 ml 
ad. 100 ml 

16. Wama dihilangkan dengan cara merendarnnya pada larutan acetic acid 10% 
selama 1 hari . 
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Lampiran 2. Cara Kerja Western Blotting 

1. Melakukan running sam pel dengan teknik SDS-P AGE, tanpa tahap pencucian. 

2. Membuat transfer buffer sebanyak 3 liter. 
Bahan transfer buffer: 

Tris ... ... ..... ... ...... .. ....... ... ... ..... .......... . 
Glysin .. ...... ...... ...... ....... .... ... ... ......... . 
Methanol ......... ........ ...... ........ ... ....... . 
Aquadest ... ..... .. ... ...... .... ....... ............ . 

1,515 g 
7,2 g 
lOOm! 
ad. 500 ml 

3. Gel dikeluarkan dari cetakan kemudian dicuci dengan transfer buffer. 
Bahan trans buffer saline: 

Tris ... ........... ...... .... .... ... .. .. ..... ...... ... . . 
NaCI .... .. ... ... .... ..... .. ............ ............. . 
Aquadest ...... .... ... ... .. ...... .... .............. . 

1,515 g 
11 ,68 g 
1 L 
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4. Menyiapkan membran nitroselulose dan kertas Whatman, selanjutnya kertas 
Whatman direndam dalam transfer buffer. 

5. Kertas Whatman sebanyak 5 1embar disusun rapi, 1alu diletakkan diatasnya 
membran nitroselulose, gel, serta kertas Whatman sekali lagi sebanyak 5 lembar, 
kemudian diletakkan pada alat blotter, hindari adanya ge1embung udara. 

6. Alat kemudian dihidupkan pada 125 V, 40 rnA selama beberapajam. 

7. Membran nitroselulose dikeluarkan dari alat blotter, kemudian diblok dengan 
BSA 10% dalam TBS Tween 0,05%, setelah itu diletakkan pada alat shaker 
selama 1 jam. 

8. Membran nitroselulose dicuci dengan TBS Tween 0,05% sebanyak 5 kali, masing
masing selarna 10 menit. 

9. Penarnbahan antibodi primer dengan pengenceran 1:100 didalam buffer, diletakkan 
pada alat shaker selarna 1 jam. 

10. Mencuci membran nitrose/ulose, seperti pada langkah no.8. 

11. Penambahan antibodi sekunder/konjugat anti rabbit lgG Alkalin Phosphatase 
pada pengenceran 1:1000, diletakkan pada alat shaker selarna 1 jam. 

12. Mencuci membran niroselulose, seperti pada langkah no.8. 

13. Penambahan substrat western blue sebanyak 10 cc, kemudian diletakkan pada alat 
shaker, sarnpai terlihat pita. 

14. Reaksi dihentikan dengan mence1upkan membran nitroselulose dalarn aquades. 
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Lampiran 3. Cara kerja Elusi 

1. Melakukan running sampel dengan teknik SDS-PAGE, tanpa tahap pencucian. 

2. Gel dipotong sesuai dengan berat molekul yang diinginkan. 

3. Plastik se/ofan dipotong sepanjang ± 10 em, ujung bagian bawahnya diikat dengan 
benang. 

3. Potongan gel tersebut dimasukkan kedalam plastik selofan. 

4. Plastik selofan diisi dengan larutan PBS sebanyak 2 ml. 

5. Ujung plastik selofan bagian atas diikat dengan benang. 

6. Plastik selofan dimasukkan di dalam elektroforesa yang telah diisi dengan E. 
Buffer sampai ± 1 em dari batas atas. 

7. Plastik selofan diletakkan dalam posisi melintang dari katode ke anode. 

8 Alat dinyalakan pada 150V, 40 rnA selama 3 jam. 

9. Cairan yang terdapat didalam plastik selofan diambil, kemudian dimasukkan ke 
dalam eppendorf, lalu disimpan pada suhu -20°C. 
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Lampiran 4. Cara Kerja ELISA 

1. Coating antigen dilakukan dengan menambahkan protein HA sebanyak 4 7 
f.!g/ml pada 50 ml coating buffer, kemudian masukkan pada tiap-tiap sumuran 
microplate sebanyak 100 fll. 

2. Microplate diinkubasi pada suhu 4°C, semalam. 

3. Microplate dicuci sebanyak 3 kali menggunakan washing buffer, masing
masing sumuran sebanyak 200 fll Pencucian microplate seperti pada Jangkah 
no. 3. 
Bahan washing buffer : 

NaCl .. ...... ... ........ ........................ . 
Tween 20 .......... ......................... .. 
Aquadest ................................... .. 

2,25 g 
250 fll 
250m! 

4. Penambahan blocking buffer 4% masing-masing sumuran sebanyak I 00 fll. 
Bahan blocking buffer : 

PBS-Tween ... ... ............................ . 
Creamer ........... ........... ............ .... .. 

5. Pencucian microplate seperti pada langkah no. 3. 

40 ml 
1,6 g 

6. Penamahan antibodi yang telah diencerkan 1: 100, masing-masing sumuran 
sebanyak 1 00 fll, kecuali pada sumuran PBS, kemudian diinkubasikan selama 
1 jam pada suhu 37 °C. 

7. Pencucian microplate seperti pada langkah no. 3. 

8. Penambahan /conjugal anti itik IgG Alkalin Phosphatase dengan pengenceran 
114000 sebanyak 1 00 fll pada tiap sumuran, kemudian diinkubasikan selama 1 
jam pada suhu 37 °C. 

9. Pencucian microplate seperti pada langkah no. 3. 

10. Penambahan substrat p-NP P sebanyak 100 fll pada tiap sumu.~an. 

11. Hasil reaksi dibaca menggunakan ELISA reader dengan panjang gelombang 
415 nm. 
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Lampiran. 5 Uji regresi antara nilai Rf (x) dan berat molekul (logy Da) untuk 
menentukan berat molekul protein virus AI subtipe H5Nl 

Jarak sam el Rf lo Da Da kDa 
10,0 0,088 5,211 162554,8 162,6 
19,5 0,173 4,892 77983,0 78,0 
24,0 0,212 4,774 59429,2 59,4 
26,0 0,230 4,728 53456,4 53,5 
34,0 0,301 4,575 37583,7 37,6 
44,0 0,389 4,446 27925,4 27,9 
82,0 0,726 4,229 16943,3 16,9 

~arak 
~arker Rf ~M (y kDa) BM (y Da) og y (Da) 

10,0 0,106 200 200000 5,301 
11,0 0,117 150 15000C 5,176 
12,0 0128 120 120000 5,079 
15,0 0,160 100 10000C 5,000 
16,0 0,170 85 85000 4,929 
21,0 0,223 70 70000 4845 
22,5 0,239 60 60000 4,778 
27,0 0,287 50 soooc 4,699 
31,0 0,330 4C 4000C 4,602 
42,0 0,447 3C 3000C 4,477 

49,0 0,521 25 2500C 4~~ 
57,0 0,606 20 2000C 4,301 
70,0 0,745 15 1500C 4176 
90,0 0,957 1C 10000 4,000 
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Curve Fit 
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RF Marker 

Y = 5.663-5.867 X + 8.985x2
- 4.993 x3 

1.000 

70 

0 Observed 

--Cubic 
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Cubic 

Model Summary 

Adjusted R Std. Error of 
R R Square Square the Estimate 

.993 .986 .981 .053 

The independent variable is RF Marker. 

ANOVA 

Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Regression 1.793 3 .598 212.128 .000 

Residual .025 9 .003 

Total 1.818 12 

The independent variable is RF Marker. 

Coefficients 

Unstandardized Standardized 
Coefficients Coefficients 

B Std. Error Beta t Sig. 
RF Marker -5 .867 .728 -3 .982 -8.060 .000 

RF Marker •• 2 8.985 1.719 5.872 5.227 .001 

RF Marker •• 3 -4.993 1.148 -2.910 -4.347 .002 

(Constant) 5.663 .079 71.262 .000 
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Lampiran 6. Penghitungan OD dan post hoc HSD 

Summarize 

Case Summaries" 

HAOD 
Antigen Nl I .4120 

2 .3840 

3 .3850 

4 .3280 

5 .4100 

Total Sum 1.9190 

Mean .383800 

Std. Deviation .0338999 

N2 I .2730 

2 .2870 

3 .3820 

4 .2640 

5 .1150 

Total Sum 1.3210 

Mean .264200 

Std. Deviation .0958316 

N9 I .1360 

2 .1790 

3 .2560 

4 .1670 

5 .3250 

Total Sum 1.0630 

Mean .212600 

Std. Deviation .0768004 

K I .1025 

2 .0845 

3 .1165 

4 .0845 

5 .0935 

Total Surr. .481 5 

Mean .096300 

Std. Deviation .0135351 

Total Sum 4.7845 

Mean .239225 

Std. Deviation .1211 71 5 

a. Li mited to first I 00 cases . 
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Uji Normalitas 

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test 

N 

Normal Paramete~b 

Most Extreme 
Differences 

Kolmogorov-Smimov Z 

Asymp. Sig. (2-tailed) 

Mean 

Std. Deviation 

Absolute 

Positive 

Negative 

a. Test distribution is Normal. 

b. Calculated from data. 

Oneway 

Nl HA 
5 

.38380 

.033900 

.302 

.203 

-.302 

.676 

.751 

Descriptives 

HAOD 

N Mean Std. Deviation Std. Error 
N1 5 .383800 .0338999 .0151605 

N2 5 .264200 .0958316 .0428572 

N9 5 .212600 .0768004 .0343462 

K 5 .096300 .0135351 .0060531 

Total 20 .239225 .1211715 .0270948 

Test of Homogeneity of Variances 

HAOD I Levene Statistic I 
df2 161 

dfl Sig. 
3 .131 2.170 

ANOVA 

HAOD 

Sum of Squares df Mean Square 
Between Groups .213 3 .071 

Within Groups .066 16 .004 

Total .279 19 

N2 HA 
5 

.26420 

.095832 

.299 

.206 

-.299 

.669 

.762 

Minimum 
.3280 

.1150 

.1360 

.0845 

.0845 

F 
17.327 

73 

N9 HA K HA 
5 5 

.2 1260 .09630 

.076800 .013535 

.269 .208 

.269 .208 

-.159 -.192 

.602 .466 

.862 .982 

Maximum 
.4120 

.3820 

.3250 

.1165 

.4120 

Sig. 
.000 
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Post Hoc Tests 

Multiple Comparisons 

Dependent Variable: HA OD 

T k HSD u ey 

Mean 
(I) Antigen (J) Antigen Difference (1-J) Std. Error 
Nl N2 .1 196000* .0405147 

N9 .1 712000* .0405147 

K .2875000* .0405147 

N2 N1 -.1196000* .0405147 

N9 .0516000 .0405147 

K .1679000* .0405 147 

N9 Nl -. 1712000* .0405147 

N2 -.0516000 .0405147 

K .1163000* .0405 147 

K Nl -.2875000* .0405147 

N2 -.1679000* .0405147 

N9 -.1163000* .0405147 

• · The mean difference is significant at the .05 level. 

Homogeneous Subsets 

HAOD 

T k HSD
8 

ucey 

Subset for alpha = .05 

Antigen N I 2 3 
K 5 .096300 

N9 5 .212600 

N2 5 .264200 

Nl 5 .383800 

Sig. 1.000 .592 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size= 5.000. 

1.000 

74 

95% Confidence Interval 

Sig. Lower Bound Upper Bound 
.042 .003687 .235513 

.003 .055287 .287113 

.000 .171587 .403413 

.042 -.235513 -.003687 

.592 -.0643 13 .167513 

.004 .051987 .283813 

.003 -.287113 -.055287 

.592 -.167513 .064313 

.049 .000387 .232213 

.000 -.403413 -.171587 

.004 -.283813 -.051987 

.049 -.232213 -.000387 
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