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ABSTRACT

SAEPULLOH, M., LW.T. WIBAWAN, D. SAJUTHI and S. SETIYANINGSIH. 2009. Molecular characterization of Bovine herpesvirus
type 1 Indonesian isolates. JITV 14(1): 66-74.

Different subtypes of bovine herpesvirus 1 (BHV-1) have been associated with different clinical conditions of cattle. For that
reason subtypes differentiation has become an essential tool for understanding the pathogenesis and epidemiology of BHV
infections. In search for a genomic region that would allow a clear distinction between BHV-1.1 and BHV-1.2 of glycoprotein D
(gD) genes of 8 Indonesian isolates were amplified and sequenced. The amino acid sequence alignments revealed that the levels
of genomic similarity ranging from 98.8 to 100% among BHV-1 Indonesian isolates and its results were also similar between
BHV-1 Indonesia isolates and BHV-1.1 reference, and 98.4 to 98.8% between BHV-1 Indonesian isolates and BHV-1.2
reference. The isolates could be clearly separated into BHV-1.1 and BHV-1.2 after phylogenetic analysis. The results showed
that the Indonesian isolates were characterized as BHV-1.1 as agent caused respiratory tract infections in cattle or infectious
bovine rhinotracheitis (IBR) disease. The results suggest that the phylogenetic analysis performed here can be used as a potential
molecular epidemiological tool for herpesviruses.
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ABSTRAK

SAEPULLOH, M., LW.T. WIBAWAN, D. SAJUTHI dan S. SETIYANINGSIH. 2009. Karakterisasi molekuler Bovine herpesvirus type 1
isolat Indonesia. JITV 14(1): 66-74.

Perbedaan subtipe bovine herpesvirus 1 (BHV-1) seringkali dihubungkan dengan adanya gejala klinis yang ditimbulkan oleh
penyakit tersebut pada ternak sapi. Dalam hal ini perbedaan subtipe akan menjadi penting manakala diperlukan dalam kajian
patogenesis dan epidemiologis infeksi BHV-1. Telah berhasil dibedakan antara gen glikoprotein D (gD) BHV-1.1 dan BHV-1.2
setelah melalui proses amplifikasi dan sekuensing terhadap 8 isolat BHV-1 asal Indonesia. Hasil pensejajaran terhadap urutan
asam amino menunjukkan bahwa kesamaan genome antar BHV-1 isolat Indonesia mencapai 98,8 hingga 100%, dan ini sama
dengan persentase kesamaan asam amino antar BHV-1 isolat Indonesia dengan BHV-1.1 rujukan. Sementara itu, untuk BHV-1
isolat Indonesia dengan BHV-1.2 rujukan memiliki persamaan asam amino antara 98,4 hingga 98,8%. Selanjutnya, isolat-isolat
tersebut dapat dikelompokkan ke dalam BHV-1.1 dan BHV-1.2 setelah dilakukan analisis phylogenetic. Hasil analisis
philogenetic menunjukkan bahwa semua BHV-1 isolat Indonesia termasuk ke dalam kelompok BHV-1.1 yang merupakan agen
penyebab infeksi saluran pernafasan pada sapi atau biasa dikenal sebagai penyakit infectious bovine rhinotracheitis (IBR). Hasil
tersebut diharapkan dapat dijadikan dalam kajian epidemiologi molekuler untuk kelompok herpesvirus.

Kata Kunci: BHV-1.1, BHV-1.2, Glikoprotein D, Analisis Phylogenetic, IBR

PENDAHULUAN pernafasan yang lebih dikenal sebagai Infectious Bovine

Rhinotracheitis (IBR). Sedangkan subtipe BHV-1.2

Bovine herpesvirus type 1 (BHV-1) termasuk seringkali berhubungan dengan penyakit penyebab
kedalam famili herpesviridae, subfamili  gangguan genital yang biasa dikenal sebagai Infectious
Alphaherpesvirinae, dan genus Varicellovirus (ICTV, Pustular Vulvovaginitis (IPV) pada sapi betina atau
2002). Berdasarkan sifat antigenik dan genomik, BHV-  Infectious Pustular Balanopostitis (IPB) pada sapi
1 dibedakan menjadi subtipe 1 (BHV-1.1) dan 2 (BHV-  jantan. Kemudian, varian BHV-1.2 lebih lebih lanjut
1.2) (MILLER et al., 1991; RoizMAN et al., 1992). dapat dibedakan sebagai BHV-1.2a dan BHV-1.2b
Kedua subtipe tersebut dapat menimbulkan penyakit dimana BHV-1.2a seringkali berhubungan dengan
dengan gejala klinis yang berbeda pada ternak sapi  penyakit penyebab keguguran pada sapi (MILLER et al.,
(ENGELS et al., 1992). Bovine herpesvirus type 1.1  1991). Secara epidemiologi penyakit, keduanya (BHV-
(BHV-1.1) dapat menyebabkan infeksi saluran 1.2a dan BHV-1.2b) merupakan galur yang berbeda
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dalam manifestasi gejala klinis, akan tetapi hingga saat
ini perbedaan genetis kedua galur tersebut masih belum
jelas (SPILKI et al., 2004). Kedua subtipe (BHV-1.1 dan
BHV-1.2) memiliki kemampuan dalam menimbulkan
gangguan pernafasan maupun gangguan genital pada
sapi, sehingga diduga bahwa masing-masing genotipe
dapat beradaptasi, baik pada saluran pernafasan (BHV-
1.1) maupun saluran genital (BHV-1.2) (RUSEWUK et
al., 1999; SpiLKI et al., 2004).

Berbagai macam metodologi imunologis untuk
pendeteksian secara rutin terhadap BHV-1 telah banyak
dikembangkan. Akan tetapi seringkali ditemukan
berbagai masalah yang menyangkut reaksi silang (cross
reaction) dengan kelompok Alphaherpesvirus yang
memiliki hubungan kekerabatan yang sangat dekat
dengan ruminansia. Terdapat 4 kelompok herpesvirus
yang dapat menyebabkan reaksi silang secara serologis
dengan BHV-1 dan ini dapat mengganggu program
eradikasi dan pengendalian penyakit IBR. Kelompok
virus tersebut adalah Bovine herpesvirus-5 (BHV-5),
Caprine herpesvirus-1 (CapHV-1), Cerpine
herpesvirus-1 (CerHV-1), dan Rangiferine herpesvirus-
1 (RanHV-1) (SCHWYZER dan ACKERMANN, 1996; ROs
dan BELAK, 1999). Selain itu, mengingat kedua subtipe
(BHV-1.1 dan BHV-1.2) tersebut memiliki persentase
kesamaan yang sangat tinggi baik asam amino maupun
nukleotidanya, maka keduanya sangat sulit dibedakan
dengan uji serologik, Polymerase Chain Reaction
(PCR), Random Amplified Polymorphic (RAPD), dan
bahkan Restriction Enzyme Analysis (REA) (AFONSO et
al.,2007; ESTEVES et al., 2008). Uji REA dan RAPD
hanya dapat membedakan tipe herpesvirus (BHV-1,
BHV-5, CapHV-1, CerHV-1, dan RanHV-1),
sedangkan dengan uji serologik sama sekali tidak dapat

membedakan tipe herpesvirus tersebut (SANTURDE et
al., 1996).

Berdasarkan pemeriksaan sampel usap mukosa
nasal, vagina, semen dan pheripheral blood leucocyte
(PBL) asal sapi bibit telah berhasil dideteksi penyebab
penyakit IBR (BHV-1) dari beberapa daerah di
Indonesia (SAEPULLOH et al., 2008). Akan tetapi, untuk
mengetahui bahwa isolat-isolat lapang tersebut
termasuk ke dalam BH-1.1 atau BHV-1.2 diperlukan
kajian lebih lanjut yaitu dengan melakukan karakterisasi
molekuler. Dengan diketahuinya karakteristik isolat-
isolat BHV-1 diharapkan akan mempermudah
penanggulangan dan penanganan terhadap penyakit
IBR di Indonesia. Selanjutnya, isolat virus yang telah
terkarakterisasi dapat dijadikan sebagai sumber
kekayaan plasma nutfah genetik (genetic resources)
yang pada gilirannya dapat dijadikan sebagai bahan
biologik, baik untuk pengembangan vaksin IBR
maupun untuk bahan diagnostik lainnya.

Tujuan penelitian ini adalah untuk karakterisasi
BHV-1 isolat Indonesia yang dibandingkan dengan
BHV-1.1 rujukan serta BHV-1 yang telah terdeposit di
GenBank melalui amplifikasi DNA, sekuensing dan
analisis hubungan kekerabatan terhadap gen gD BHV-
1.

MATERI DAN METODOLOGI
Virus dan Isolat

Galur virus dan isolat yang digunakan untuk
karakterisasi molekuler dalam penelitian ini tercantum
dalam Tabel 1. Semua virus telah ditumbuhkan dan
beradaptasi dengan baik pada sel lestari Madin Darby
Bovine Kidney (MDBK).

Tabel 1. Galur virus dan isolat yang digunakan untuk karakterisasi molekuler

Virus / Isolat

Asal

BHV-1.1 Colorado 1 (Cooper 1)
BHV-1

Isolat N0027/Jabar/2006

Isolat N30560/Jabar/2006

Isolat N30567/Jabar/2007

Isolat N60521T/Jabar/2007
Isolat N307185/Jabar/2007
Isolat SF1047486/Jatim/2007
Isolat SF107559/Jatim/2007
Isolat V305172/Jabar/2007

Paru-paru, ATCC No.VR-864, USA

Usap mukosa vagina, galur V-155, Australia
Usap mukosa hidung sapi FH, Indonesia

Usap mukosa hidung sapi FH, Indonesia

Usap mukosa hidung sapi FH, Indonesia

Usap mukosa hidung sapi Simmental, Indonesia
Usap mukosa hidung sapi FH, Indonesia

Semen sapi PO, Indonesia

Semen sapi PO, Indonesia

Usap mukosa vagina sapi FH, Indonesia
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Ekstraksi DNA

Ekstraksi DNA virus yang dipropagasi pada sel
lestari MDBK dikerjakan berdasarkan prosedur
FrRaNcO et al. (2002) sebagai berikut: setelah
virus/isolat IBR diinfeksikan pada sel MDBK selama
36 jam atau setelah timbul CPE (Cytophatic Effect) 90-
100%, maka supernatan disentrifugasi 5.000 x g selama
20 menit untuk menghilangkan sel lestari MDBK.
Kemudian sentrifugasi dilanjutkan pada 100.000 x g
selama 2 jam pada suhu 4°C. Pellet virus kemudian
diresuspensikan dengan penambahan TE (Tris 10mM,
EDTA 1 mM, pH 7,4) dan diberi perlakuan dengan
penambahan sodium dodecyl sulphate dan proteinase-K
(konsentrasi akhir masing-masing 1% dan 100 pg/ml)
selama 1 jam pada suhu 37°C. Selanjutnya virus DNA
di ekstraksi dengan menggunakan fenol : kloroform :
isoamil alkohol, diendapkan dengan ethanol, dan
akhirnya diresuspensikan dengan menggunakan TE pH
7,4 dan disimpan pada suhu 4°C atau -20°C sampai
sampel siap dilakukan analisa dengan PCR.

Primer eksternal dan internal gD BHV-1

Penggunaan primer ini berdasarkan prosedur ROLA
et al. (2005) yaitu primer gD BHV-1 Eksternal: gD1
(Lokasi 351-368) 5°-GCT GTG GGA AGC GGT ACG-
3’, dan gD2 (lokasi 817-796) 5°’-GTC GAC TAT GGC
CTT GTG TGC-3’, primer internal yaitu gDN1 (lokasi
394-422) 5°-ACG GTC ATA TGG TAC AAG ATC
GAG AGC G-3’, dan gDN2 (lokasi 716-696) 5°-CCA
AAG GTG TAC CCG CGA GCC-3’. Primer eksternal
dan internal gen gD BHV-1 berturut turut menghasilkan
fragmen 468bp dan 325bp.

Campuran reaksi PCR (PCR Mix) terdiri dari 5 pl
10 x DNA polymerase buffer (Sigma), 2 pl 10 mM
campuran dNTP (Sigma), 1 ul 5 mM masing-masing
primer (Invitrogen), dan 2,5 ul thermo-stable RED
Tag™ DNA Polymerase (Sigma), dan 5 pL. DNA (10
pg/ul). Campuran reaksi tersebut kemudian ditambah
dengan air deionisasi (dH20) sehingga menjadi total
volume 50pl. Proses amplifikasi DNA untuk primer
eksternal yaitu : masing-masing siklus terdiri dari
denaturasi 95°C selama 1 menit, pelekatan (annealing)
primer pada suhu 60°C selama 1 menit dan elongasi
pada suhu 72°C selama 1 menit. Total siklus 35
putaran, dan diakhiri dengan elongasi terakhir pada
suhu 72°C selama 10 menit. Pada saat proses
amplifikasi dengan primer internal, maka 1 pl produk
PCR pertama diambil dan diamplifikasi dengan primer
internal dengan proses amplifikasi DNA sama dengan
yang digunakan untuk primer eksternal kecuali suhu
pelekatan dinaikkan menjadi 65°C. Proses amplifikasi
menggunakan GeneAmp“PCR System 9700 (Applied
Biosystem, ABI).
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Analisis Produk PCR

Produk PCR dianalisis dengan 2% agarose gel
(Invitrogen) yang mengandung Ethidium Bromide
(EtBr). Elektroporesis dilakukan pada voltage konstan
yaitu pada 100 volt dalam TBE (Tris-Borate-EDTA)
buffer selama 1 jam. Hasil PCR dinyatakan positif
apabila terlihat adanya produk yang spesifik dari primer
yang digunakan.

Pemurnian DNA dan Sekuensing

Sebanyak 50 pl masing-masing produk PCR
dimurnikan dengan menggunakan QIAquick PCR
Purification kit (Qiagen, Cat No. 28104) sesuai dengan
prosedur dari pembuat kit. Sampel DNA yang telah
murni selanjutnya disekuensing dengan menggunakan
mesin sequencer ABI PRISM model 3130, proses
sekuensing menggunakan BigDye terminator v3.1.
cycle sequencing kit (Part No. 4337455, Applied
Biosystem, USA) berdasarkan rekomendasi dari
pembuat kit. Primer yang digunakan adalah sepasang
primer gD internal (forward dan reverse) dengan
konsentrasi 5-10 pmol/ul. Sedangkan konsentrasi DNA
yang dibutuhkan untuk sekuensing adalah 3-10 ng/ul
dengan total volume 20 pl.

Analisis Sekuen DNA dan Phylogenetic Tree

Analisis sekuen DNA dan translasi asam amino
dilakukan dengan menggunakan software BioEdit
Version 7.0.5 (HALL, 1999). Pensejajaran (alignment)
sekuen menggunakan software the ClustalW version
1.83 (THOMPSON et al., 1994). Kesamaan (homologi)
sekuen antara isolat BHV-1 dianalisis dengan
menggunakan The Basic Alignment Search Tools
(BLAST) dari The National Center for Biotechnolgy
Information (NCBI). Sementara itu, analisis hubungan
kekerabatan antar sekuen dilakukan dengan program
Molecular Evolutionary Genetic Analysis (MEGA)
version 3.1. (KUMAR et al., 2004) dimana design
konstruksi pohon kekerabatan (phylogenetic tree)
menggunakan neighbor-joining (NJ) tree berdasarkan
parameter Kimura-2 dengan 2000 replikasi.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Hasil pemurnian produk PCR

Pemurnian terhadap produk PCR dari ke 10 sampel
yang terdiri dari 6 sampel isolat berasal dari Jawa Barat
(N0027/Jabar/06; N30560/Jabar/06; N307185/Jabar/07,;
N50621T/Jabar/07, N30567/Jabar/06; dan V305172/
Jabar/07), 2 sampel isolat berasal dari Jawa Timur
(SF1027485/Jatim/07 dan SF1029972/Jatim/07) dan 2
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sampel kontrol positif IBR (BHV-1.1 Strain Colorado
dan BHV-1 V-155) ditampilkan seperti pada Gambar 1.
Hasil pemurnian produk PCR menunjukkan bahwa
pemurnian terhadap 8 isolat dan 2 kontrol positif
diperoleh target yang spesifik pada 325 bp tanpa adanya
hibridisasi-silang (cross-hybridization) dengan target
lain.

Sekuensing dan analisa sekuen

Bedasarkan hasil sekuensing yang dilanjutkan
dengan analisis sekuen asam amino (pengsejajaran,
alignment) (Gambar 2) terhadap 8 isolat dan 2 kontrol
positif serta pembanding BHV-1 yang terdeposit di
GenBank [BHV-1.1 Jura gD (nomor akses AF78730);
BHV-1.2 K22 gD (nomor akses AF078731);
HSBGIVBHV-1 gIV gene (nomor akses M59846.1 );
dan BHVICGEN BHV-1.1 (nomor akses AJ004801.1)]
menunjukkan bahwa mulai dari posisi asam amino ke-1
hingga ke-78 memiliki kesamaan asam amino.
Perbedaan mulai terjadi pada posisi asam amino ke-79
yaitu semua isolat BHV-1 asal Indonesia berbeda
dengan BHV-1.2 K22 gD, dimana isolat Indonesia
memiliki asam amino Triptofan (W) sedangkan BHV-
1.2 memiliki asam amino Arginin (R). Selanjutnya
perbedaan terjadi lagi pada asam amino posisi ke-84
yaitu BHV-1.2, BHV-1.1 Jura gD, BHV-1 V-155,
BHVICGEN, HSBGIV BHV-1 dan isolat Indonesia
(N30560/Jabar/2006, N307185/Jabar/2007, N60521T/
Jabar/2007, N30567/Jabar/2007, dan NO0027/Jabar/
2006) memiliki asam amino Glisin (G), sedangkan
BHV-1.1 galur Colorado dan isolat Indonesia asal
semen segar (SF104786/Jatim/2007 dan SF107559/

Jatim/2007) dan asal usap mukosa vagina
(V3055172/Jabar/2007) memiliki asam amino Asam
aspartat (D).

Dari hasil pensejajaran terhadap sekuen asam
amino tersebut di atas, masih belum dapat disimpulkan
bahwa isolat Indonesia termasuk ke dalam kelompok
BHV-1.1. Hal ini mengingat ada beberapa isolat asal
Indonesia (N30560/Jabar/2006, N307185/Jabar/2007,
N60521T/Jabar/2007, N30567/Jabar/2007, dan
NO0027/Jabar/ 2006) pada asam amino posisi ke-84
memiliki asam amino Glisin seperti halnya yang
dimiliki BHV-1.2. Akan tetapi disini tampak adanya
perbedaan antar isolat Indonesia yaitu kelompok isolat
asal usap mukosa nasal (N30560/Jabar/2006,
N307185/Jabar/ 2007, N60521T/Jabar/2007, N30567/
Jabar/2007, dan NO0027/Jabar/ 2006) yang memiliki
asam amino Glisin (G) dengan kelompok isolat asal
genital (SF104786/ Jatim/2007, SF107559/Jatim/2007
dan V3055172/Jabar/2007) memiliki asam amino Asam
aspartat (D).

Adanya perbedaan asam amino Triptofan (W) yang
dimiliki BHV-1.1 dengan asam amino Arginin (A) pada
BHV-1.2 pernah pula dilaporkan oleh ROS dan BELAK
(1999) yaitu antar isolat BHV-1.1 asal Swedia yang
memiliki asam amino Arginin (R) ditempati oleh asam
amino Triptofan (W) yang dimiliki BHV-1.2 K22 gD
pada posisi ke-152 dari total sekuen asam amino 180.
Sementara itu, perbedaan asam amino Glisin (G) (BHV-
1.1) dengan asam amino asam aspartat (D) (BHV-1.2)
pernah pula dilaporkan oleh EL-KHOLY and
ABDELRAHMAN (2006) yaitu isolat BHV-1.1 galur Abu-
Hammad memiliki asam amino Glisin (G) pada posisi

d  Keterangan lajur:

1 = Kontrol positif BHV-1 galur Colorado
2 =Kontrol positif BHV-1 V-155

3 ~10= Isolat BHV-1 Indonesia

M = Standar molekul 100bp

Gambar 1. Hasil permurnian produk nPCR untuk bahan sekuensing
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ke-204 dari total sekuen asam amino 393, sedangkan
pada posisi tersebut BHV-1.2 ditempati oleh asam
amino Asam aspartat (D). Terjadinya
perubahan/perbedaan asam amino tersebut tentunya
akan mengakibatkan perubahan struktur dan fungsi
glikoprotein D itu sendiri yang pada gilirannya dapat
berpengaruh terhadap patogenisitas virus tersebut.
Perbedaan protein yang terkandung dalam gD akan
mempengaruhi ikatan (binding) gD BHV-1 terhadap
reseptor seluler spesifik dalam hal ini adalah heparan
sulfate sugar moietis (LI et al., 1995). Reseptor tersebut
sebagai target yang potensial untuk interaksi gD yang
dapat menyebabkan terjadinya perbedaan subtipe
bovine herpesvirus (CAMPADELLI-FUME et al., 2000).
Glikoprotein D merupakan glikoprotein utama dan
essential bagi BHV-1 yang berperan dalam interaksi
antara virus dengan sel inang yaitu membantu proses
masuknya virus ke sel inang, penyebaran virus dari sel
ke sel, dan fusi virion envelope dengan membran
plasma (MEYER et al., 1998; MUYLKEYN et al., 2007).
Selain itu, lokasi glikoprotein D (gD) yang strategis,
yaitu berada pada virion envelope dan permukaan sel
yang terinfeksi menjadikan gen gD merupakan target
penting untuk respon tanggap kebal inang dan memiliki
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sifat imunogenisitas yang sangat tinggi (BARANOWSKI
et al., 1996). Bovine herpesvirus tidak akan hidup
(survive) apabila gen yang menyandi gD dihilangkan,
sedangkan apabila gen yang menyandi glikoprotein
non-essential (gC, gE, gl, gG dan gM) dihilangkan,
maka hanya terjadi sedikit perubahan pada proses siklus
replikasi virus (SCHWYER dan ACKERMANN, 1996).
Oleh karena itu, gen gD seringkali digunakan untuk
kajian karakterisasi BHV-1 dan pembuatan vaksin sub-
unit BHV-1.

Kesamaan nukleotida dan asam amino

Hasil kesamaan (homologi) sekuen nukleotida dan
asam amino isolat BHV-1 Indonesia, keduanya
memiliki tingkat homologi yang sama yaitu antara 98,8
sampai 100% (Tabel 2). Demikian pula homologi
sekuen nukleotida antara isolat Indonesia dengan BHV-
1 (BHV-1.1 Colorado; BHV-1.1 Jura gD; BHVICGEN
BHV-1.1; BHV-1 V-155; dan BHV-1 gIV) memiliki
tingkat homologi yang tinggi yaitu 98,8% sampai
100%. Akan tetapi tidak demikian halnya dengan
tingkat homologi sekuen nukleotida antara isolat

20 an 30 EQ
| - | - | | |

YMEYTECEPR KHFGYCRYRT PPFWDSFLAG FAYPTDDELG LIMAAPARLY EGQYRRALYI G0

Gambar 2. Hasil pensejajaran 85 sekuen asam amino antar isolat BHV-1 Indonesia dengan subtipe BHV-1.1 dan BHV-1.2 rujukan

Pensejajaran (alignment) menggunakan ClustalW program BioEdit versi 7.0.5
Tanda titik (*) menunjukkan sekuen asam amino yang sama dengan sekuen asam amino BHV-1.2

(sekuen paling atas)
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Indonesia dengan BHV-1.2 yaitu antara 98,4 sampai
98,8%, sedangkan untuk homologi sekuen asam amino
yaitu berkisar antara 97,6 sampai 98,8%. Hasil analisis
homologi sekuen tersebut menunjukkan bahwa isolat
Indonesia lebih dekat kesamaan asam amino dan
nukleotidanya terhadap BHV-1.1 dibandingkan dengan
BHV-1.2.

Untuk mengetahui isolat Indonesia termasuk ke
dalam kelompok BHV-1.1 atau BHV-1.2, maka uji
lanjut dengan analisis phylogenetic mutlak diperlukan
yaitu dengan melakukan analisis statistik melalui
bootstraps lebih dari 50% dengan 2000 replikasi.
ESTEVES et al. (2008) melaporkan bahwa untuk
membedakan BHV-1.1 dengan BHV-1.2 tidak mungkin
dapat dilakukan bila menggunakan bootstraps kurang
dari 50% dan replikasi kurang dari 2000. Lain halnya
dengan membedakan tipe Bovine herpesvirus (BHV-1
dan BHV-5) yaitu cukup diperlukan bootstraps 50%
dengan 500 replikasi. Hal tersebut dikarenakan subtipe
BHV-1.1 dan BHV-1.2 sangat dekat sekali hubungan
kekerabatannya, serta kedua subtipe tersebut memiliki
tingkat homologi yang tinggi yaitu mencapai 100%
(asam amino) dan 99,6% (nukleotida) (ROS dan BELAK,
1999). Sementara itu, kesamaan asam amino antara
BHV-1 dengan BHV-5 (agen penyebab ensefalitis pada
sapi) hanya 85% (ENGELS et al., 1986; TIKKO et al.,
1990; ABDELMAGID et al., 1995). Oleh karena itu cukup
dipahami apabila subtipe BHV-1 (BHV-1.1 dan BHV-
1.2) tidak dapat dibedakan bila hanya menggunakan
teknik PCR dan REA. Karakterisasi BHV-1.1 dan
BHV-1.2 dengan REA hanya akan diperoleh patern
restriksi yang sama (ESTEVES et al., 2008). Analisis
enzim restriksi (REA) dengan menggunakan enzim
endonuklease Taq | telah dilakukan pula terhadap 21
isolat BHV-1 asal Indonesia (Jawa Barat, Jawa Tengah
dan Jawa Timur) yang disertai kontrol positif BHV-1
rujukan (BHV-1.1 galur Colorado dan BHV-1 V-155)
menunjukkan bahwa semua isolat memiliki patern
restriksi yang sama yaitu terpotong menjadi 2 fragmen,
231bp dan 67bp. (SAEPULLOH, unpublished data).

Analisis phylogenetic tree

Hasil analisis phylogenetic tree terhadap asam
amino (Gambar 3) menunjukkan bahwa semua isolat
Indonesia sangat berhubungan dekat dengan BHV-1.1
rujukan (BHV-1.1 Jura gD, HSBGIV BHV-1 glV,
BHV1CGEN BHV-1.1, BHV-1.1 Colorado; dan BHV-
1 V-155 Australia). Sementara itu, isolat BHV-1
Indonesia dengan BHV-1.2 rujukan (BHV-1.2 K22
gD) sangat jauh hubungannya yang dibuktikan dengan
tidak termasuk ke dalam kelompok yang sama (di luar

kelompok BHV-1.1). Analisis phylogenetic tree
tersebut mendukung hasil analisis kesamaan asam
amino di atas. Dengan demikian isolat BHV-1
Indonesia termasuk ke dalam subtipe BHV-1.1
(penyebab gangguan pernafasan/IBR), bukan subtipe
BHV-1.2 (penyebab gangguan genital, IPB/IPV)
dimana BHV-1.2 berada pada cluster tersendiri.

Bovine herpesvirus subtype 1.1 merupakan virus
yang bersifat neurotropis yang dapat menetap pada
trigeminal ganglion (CHOWDHURY et al., 2000).
Sementara itu, BHV-1.2 telah terbukti dapat
menimbulkan gangguan pada saluran genital (VOGEL et
al., 2004). Akhir-akhir ini kedua subtipe virus tersebut
(BHV-1.1 dan BHV-1.2) seringkali berhubungan
dengan penyakit penyebab gangguan saluran pernafasan
(D’ACRE et al., 2002). Berdasarkan hasil infeksi buatan
pada hewan coba menunjukkan bahwa BHV-1.2 dapat
menimbulkan penyakit gangguan pernafasan yang
parah (SPILKI et al., 2004). Oleh karena itu, untuk
mengetahui kedua subtipe BHV tersebut tidak cukup
hanya dengan melihat gejala klinisnya saja, akan tetapi
perlu  dilakukan karakterisasi molekuler untuk
menentukan karakteristik kedua subtipe virus tersebut.
Berdasarkan observasi di lapang, semua isolat virus
yang dikarakterisasi, berasal dari ternak sapi yang
menunjukkan gejala klinis gangguan pernafasan
(SAEPULLOH, unpublish data). Dengan demikian,
terdapat kesesuaian antara gejala klinis pada ternak sapi
dengan hasil karakterisasi molekuler, yaitu semua isolat
virus yang diperoleh termasuk ke dalam subtipe BHV-
1.1 sebagai agen penyebab penyakit gangguan saluran
pernafasan/IBR.

Tidak termasuknya isolat asal sampel semen cair
(Jawa Timur) dan usap mukosa vagina (Jawa Barat) ke
dalam subtipe BHV-1.2 menunjukkan bahwa
kemungkinan ternak-ternak tersebut memang terinfeksi
oleh virus BHV-1.1 yang kemudian disekresikan dan
bereplikasi pada mukosa genital. Menurut EDWARDS et
al. (1991) bahwa pada hewan coba yang diinfeksi
BHV-1.2 akan memperlihatkan klinis gangguan
pernafasan dan akan mampu menyebarkan virus ke
ternak sehat. Demikian pula sebaliknya bahwa BHV-1.1
seringkali berhasil diisolasi dari kasus gangguan
pernafasan, aborsi dan lesi pada genital (ENGELS et
al.,1992). Lebih lanjut, RUSEWDK et al. (1999)
menyatakan bahwa sangat sulit membedakan secara
tepat (exact) sifat biologi dari kedua genotipe BHV-1
(BHV-1.1 dan BHV-1.2), karena keduanya dapat
menginfeksi baik pada saluran pernafasan maupun
genital. BHV-1.1 diduga lebih mudah beradaptasi pada
saluran pernafasan dibandingkan dengan BHV-1.2
(EDWARDS et al., 1991).
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Tabel 2. Homologi sekuen nukleotida dan asam amino (%) diantara BHV-1 yang dibandingkan

% Kesamaan nukleotida

1 | 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 Virus
1 98.8 98,8 | 1000 | 100,0 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 988 98,8 988 | 100,0 1 | |JAFO78730BHV-1.1 Jura gD
| 2 98,8 984 | 988 98,8 988 | 988 | 988 | 988 | 9838 98.4 984 | 984 | 988 | 2 | |AFO78731BHV-12 K22 gD
o 3 988 | 976 98.8 98,8 988 | 988 | 988 988 | 98,8 | 100,0 | 100,0 | 1000 | 988 3 | BHV-1.1. Colorado
E | 4 | 1000 | 988 | 988 100,0 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 988 | 988 | 988 | 1000 = 4 | BHV-1.V-155
: 5 | 100,0 | 988 98,8 | 100,0 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 988 98,8 988 | 100,0 5 | BHVICGENBHV-1.1
g 6 | 1000 | 988 | 988 | 1000 | 1000 100,0 | 100,0 | 100,0 | 1000 | 988 98.8 98,8 | 1000 6 | HSBGIVIBHV-1 gIV gene
= T | 1000 | 988 | 988 | 1000 | 1000 | 100,0 1000 | 1000 | 1000 | 988 98,8 988 | 1000 7 | N30560/Jabar/2006
g | 8 [ 1000 | 988 | 988 | 1000 | 1000 | 100,0 | 1000 1000 | 1000 | 988 988 | 988 | 100,0 | 8 | N307185/Jabar/2007
% 9 1000 | 988 98.8 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 1000 | 98.8 98.8 98,8 1000 9 | N60521T/Jabar/2007
ﬁ 10 | 1000 | 9838 98,8 | 1000 | 100,0 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 98.8 98,8 98,8 | 1000 | 10 | N30567/Jabar/2007
© 11 | 988 | 97,6 | 1000 | 988 98,8 988 | 988 | 988 | 988 | 988 100,0 | 1000 | 988 11 | SF1047486/Jatim/2007
12 | 988 | 976 | 1000 | 988 98,8 988 | 958 | 9838 988 | 98,8 | 100,0 1000 | 988 12 | SF107559/Jatim/2007
13 | 988 | 97,6 | 1000 | 988 98,8 988 | 988 | 988 | 988 | 98,8 | 100,0 | 100,0 98,8 13 | V305172/Jabar/ 2007
14 | 1000 | 98,8 98,8 | 1000 | 100,0 | 1000 | 1000 | 100,0 | 1000 | 1000 | 988 98,8 98,8 14 | N0027/Jabar 2006
N30567/Jabar/2007
NO027/Jabarf2006
N60521T/Jabar/2007
N307185/Jabar/2007
N30560/Jabar2006
BHV-1.1
HSBGIVIBHV-1 gV
BHV-1 g BHV-1
BHV1CGEN|BHV-1.1
BHV-1 V-155
AFO78730)BHV-1.1 Jura
SF1047486/Jatim/2007
_ SF107559/Jatim/2007
V305172/Jabar/2007
BHV-1.1 Colorado .
AFO78731BHV-12Kk22 ] BHV-1.2
1 t t t t + {
0,6 0,5 0,4 0,3 0,2 0,1 0,0

Gambar 3. Analisis Phylogenetic tree terhadap urutan asam amino pada fragmen gen gD BHV-1

BHV-1 isolat Indonesia (N30567/Jabar/2007; 0027/Jabar/ 2006 N60521T/Jabar/2007
N307185/Jabar/2007;N30560/Jabar/2006;SF107559/Jatim/2007; SF107559/Jatim/2007 V305172/Jabar/2007)

BHV-1 rujukan dari GenBank: BHVICGEN BHV-1.1 (nomor akses AJ004801.1), BHV-1.1 Jura gD (nomor akses
AF078730), HSBGIV BHV-1 gIV gene (nomor akses. M59846.1)

BHV-1.2 K22 gD (nomor akses AF078731).BHV-1.1 rujukan yang digunakan di Laboratorium: BHV-1.1 galur Colorado
(USA) dan BHV-1 V-155 (Aust.). Metode NJ tree berdasarkan parameter Kimura-2 dengan bootstrap 2000 replikasi

KESIMPULAN (penyebab gangguan genital). Oleh karena itu,

kemungkinan besar penyebaran penyakit IBR yang ada

Berdasarkan hasil karakterisasi molekuler di atas
maka isolat BHV-1 yang berasal dari Jawa Barat dan
Jawa Timur termasuk ke dalam kelompok subtipe
BHV-1.1 yaitu sebagai agen penyebab penyakit IBR
dan bukan termasuk ke dalam subtipe BHV-1.2
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di Jawa Barat dan Jawa Timur disebabkan oleh BHV-
1.1. Untuk mengetahui kajian epidemiologi molekuler
virus lebih lanjut, diperlukan karakterisasi molekuler
terhadap beberapa isolat virus yang berasal dari daerah
lain di Indonesia.
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