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ABSTRAK

Penyakit Marek merupakan salah satu penyakit pada peternakan ayam komersial yang mengakibatkan kerugian ekonomi
sangat tinggi. Penyakit ini ditandai dengan sindrom kelumpuhan dan pembentukan tumor/neoplasia pada berbagai macam organ
dan jaringan induk semang. Penyakit ini disebabkan oleh Marek’s disease virus serotipe 1 (MDV-1). Meskipun penyakit ini
sudah dapat dikendalikan dengan vaksinasi, namun munculnya beberapa kasus pada flock ayam yang sudah divaksinasi
menunjukkan evolusi virus MDV-1 menjadi lebih patogen. Monitoring dinamika penyakit di lapangan sangat penting dilakukan
untuk menentukan arah kebijakan pengendalian penyakit yang lebih efektif. Naskah ini menguraikan beberapa metode molekuler
yang dikembangkan untuk identifikasi dan karakterisasi virus MDV-1. Identifikasi dan karakterisasi strain virus baru di lapang
dapat dilakukan dengan uji tantang secara in vivo yang merupakan uji konvensional terutama untuk penentuan level patogenitas.
Namun, uji ini membutuhkan beberapa tahap pengujian dengan waktu yang relatif lama. Pengembangan metode lain yang lebih
praktis dan cepat dilakukan dengan menggunakan pendekatan biologi molekuler. Beberapa metode molekuler yang
dikembangkan telah mencapai hasil yang memuaskan dan telah diterapkan baik untuk laboratorium dan kegiatan di lapang.

Kata kunci: Marek’s disease virus serotipe 1, identifikasi, karakterisasi, molekuler

ABSTRACT
Identification and Characterization of Marek’s Disease Virus Serotype 1 Using Molecular Approaches

Marek’s disease is an important disease in the commercial poultry farm and causes significant economical loss. The disease
is characterized by syndrome of paralysis and neoplastic formation in various organs and tissues in the host. The etiological agent
is Marek’s disease virus serotype 1 (MDV-1). Eventhough the outbreaks in the field are well controlled by vaccination, several
cases in the vaccinated flocks indicating virus evolution into more pathogenic strains. Therefore, monitoring of the disease
circumstance in the field is indispensable for guiding better policies in disease controlling program. This paper describes several
molecular methods that have been developed for identification and characterization of MDV-1. The identification and
characterization of newly found virus strain in the field can be done by in vivo challenge test which is a conventional method
especially to determine pathogenecity. However, this method requires several stages with time consuming procedures. The
development of alternative methods for identification and characterization of MDV-1 viruses has been conducted mainly using
molecular biology approach. Several molecular methods give satisfying result and have been implemented in both laboratory and
field condition.
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PENDAHULUAN transient paralysis, early mortality syndrome, cytolytic

infection, artherosclerosis dan persistent neurological

Penyakit Marek merupakan salah satu penyakit disease (Schat & Nair 2008). Penyakit ini pertama kali
neoplasia pada ayam yang ditandai dengan lesi diidentifikasi oleh Jozsef Marek tahun 1907 dan telah
proliferatif pada sel T lymphoma pada sistem syaraf menyebar luas ke berbagai wilayah di dunia yang

perifer berbagai organ dan jaringan, termasuk jaringan mengakibatkan kerugian ekonomi yang sangat
iris dan kulit (Baigent & Davidson 2004). Agen signifikan pada peternakan ayam komersial seperti
penyebabnya adalah Marek’s disease virus serotipe 1 layer dan broiler akibat kematian, proses afkir maupun
(MDV-1) yang merupakan virus DNA dari genus tingkat produktivitas yang rendah (Biggs & Nair 2012).
Mardivirus, subfamili Alphaherpesvirinae (Davison Kasus Marek di Indonesia sudah pernah dilaporkan dan
2010). Selain menginduksi pembentukan tumor pada penelitian penyakit ini masih terus dilakukan
berbagai organ dan jaringan, virus MDV-1 juga dapat (Damayanti & Wiyono 2003; Hartawan &
menginduksi sindrom gejala penyakit lainnya, seperti Dharmayanti 2013).
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Penyebaran penyakit terjadi secara horizontal
melalui inhalasi partikel virus yang infektif ke dalam
sistem pernafasan ayam. Sumber utama penularan
adalah rontokan kulit dan keratin, terutama dari jaringan
epitel folikel bulu (feather follicle epthitelium, FFE)
(Islam & Walkden-Brown 2007; Islam et al. 2008;
2013). Penularan penyakit dapat terjadi melalui kontak
langsung dengan ayam yang terinfeksi maupun secara
tidak langsung melalui bahan-bahan yang tercemar
seperti peralatan kandang, sekam, debu dan patahan
bulu. Infeksi virus MDV-1 akan selalu berulang kali
terjadi (persistenf) dalam jangka waktu yang relatif
lama pada lingkungan yang terkontaminasi, karena
partikel virus yang ada pada jaringan FFE sangat tahan
pada kondisi lingkungan (Beasley et al. 1970).

Pengendalian penyakit Marek di peternakan ayam
komersial dilakukan melalui program vaksinasi sejak
tahap penetasan menggunakan beberapa macam tipe
vaksin seperti herpesvirus of turkey (HVT), Gallid
Herpesvirus 3 (GaHV3) maupun MDV-1 atenuasi
(Bublot & Sharma 2004). Meskipun kasus penyakit
Marek dapat dikendalikan dengan program vaksinasi,
namun laporan kejadian kasus masih sering terjadi di
lapangan karena vaksinasi tidak 100% efektif
mencegah infeksi virus di lapangan (Arulmozhi et al.
2011; Gong et al. 2013; Hassanin et al. 2013).
Penerapan program vaksinasi juga diduga memicu
terjadinya evolusi virus MDV-1 menjadi lebih patogen
(Gimeno 2008).

Monitoring dinamika penyakit Marek di lapangan
sangat penting untuk dilakukan dalam rangka
mewaspadai munculnya patotipe baru yang dapat
menyebabkan kegagalan program vaksinasi. Namun,
penggunaan vaksin atenuasi MDV-1 strain CVI988
Rispens telah menyebabkan kesulitan diagnosis untuk
membedakan antara strain vaksin dan strain lapang.
Meskipun diferensiasi diantara kedua strain tersebut
dapat dilakukan dengan uji patogenitas secara in vivo,
namun memerlukan fasilitas laboratorium yang
lengkap, waktu yang relatif lama dan biaya yang sangat
besar (Witter et al. 2005; Schat & Nair 2008). Beberapa
penelitian telah dilakukan dalam rangka mendapatkan
metode identifikasi dan karakterisasi virus MDV-1
yang lebih ideal (Becker et al. 1992; Handberg et al.
2001; Islam et al. 2006; Angamuthu et al. 2012; Renz
et al. 2013). Penulisan makalah ini bertujuan untuk
membahas berbagai macam metode identifikasi dan
karakterisasi virus MDV-1 yang telah dikembangkan,
terutama dengan pendekatan Dbiologi molekuler.
Makalah ini diharapkan dapat memberikan wawasan
untuk pengembangan metode uji identifikasi dan
karakterisasi penyakit Marek yang lebih ideal, efektif
dan efisien baik dalam rangka monitoring dinamika
penyakit di lapangan maupun kegiatan penelitian
penyakit di tingkat laboratorium.

KARAKTER BIOLOGI
MAREK’S DISEASE VIRUS

Etiologi, taksonomi dan morfologi Marek’s disease
virus

Etiologi agen penyebab penyakit Marek adalah
MDV-1 atau disebut juga Gallid Herpesvirus 2
(GaHV2) yang bersifat highly cell-associated dari
genus Mardivirus, subfamili Alphaherpesvirinae (Schat
& Nair 2008). Dua serotipe lainnya dari genus
Mardivirus yang juga bersirkulasi pada ayam, namun
bersifat non-patogenik dan non-onkogenik yaitu
Marek’s disease virus serotipe 2 (MDV-2) atau disebut
juga sebagai GaHV3 (Davison 2010), serotipe 3 yaitu
HVT atau Meleagird herpesvirus 1 (MeHV1) juga
bersifat non-patogenik atau non-onkogenik baik pada
ayam maupun kalkun (Davison 2010).

Morfologi virus MDV-1 dan dua serotipe lainnya
memiliki karakteristik seperti khasnya kelompok
herpesvirus (Kato & Hirai 1985). Penampakan virion
pada jaringan kultur mempunyai nukleokapsid
berbentuk hexagonal dengan diameter sekitar 85-100
nm dan diselimuti oleh bagian amplop berukuran
sekitar 150-160 nm. Sementara itu, penampakan virus
pada jaringan FFE terlihat mempunyai amplop yang
berbentuk tidak beraturan (amorphous) dengan
diameter yang lebih besar sekitar 273-400 nm (Calnek
et al. 1970).

Genom virus Marek’s disease virus serotipe 1

Genom virus MDV-1 berbentuk linear double-
stranded DNA dengan panjang keseluruhan sekitar
160-180 kbp. Struktur genom Mardivirus termasuk
MDV-1, GaHV3 dan HVT dengan karakteristik tipe E
Alphaherpesvirus dicirikan dengan dua region besar
yaitu unique long (Up) dan wunique short (Us)
(Osterrieder & Vautherot 2004). Kedua bagian tersebut
diapit dan dipisahkan oleh empat bagian inverted
repeat yaitu terminal repeat long (Try), internal repeat
long (Ixy), internal repeat short (Igs) dan terminal
repeat short (Tgs). Skema genomik virus MDV-1
disajikan pada Gambar 1.

Genom beberapa strain virus MDV-1 seperti Md>5
(177874 bp), GA (174077 bp), BAC clone Mdl1
(178632 bp) dan BAC clone CVI988 (178311 bp) telah
disekuensing secara keseluruhan dan dapat diakses
melalui database NCBI Genbank (Lee et al. 2000a;
Tulman et al. 2000; Spatz et al. 2007). Selain itu,
sekuen beberapa gen strain virus MDV-1 baik full-gene
maupun partial telah diidentifikasi dan didaftarkan ke
database NCBI Genbank. Struktur dan sekuen genom
dari beberapa strain virus MDV-1 mirip antara satu
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UL: Unique long region; US: Unique short region; Ig : Internal repeat long region; lgs: Internal repeat short region;
Try: Terminal repeat long region; Trs: Terminal repeat short region

Gambar 1. Peta genomik virus MDV-1

Sumber: Osterrieder & Vautherot (2004) yang dimodifikasi

dengan yang lainnya dimana perbedaan umumnya
terjadi pada panjang genom yang disebabkan oleh
adanya perubahan jumlah direct repeat pada bagian
repeat region. Contohnya strain vaksin CVI988
mempunyai 14 kopi segmen 132 bp repeats region
(Tre dan Ig;) sehingga memiliki genom yang lebih
panjang dibandingkan dengan strain lainnya seperti
strain patogenik Md5 yang hanya mempunyai dua kopi
saja (Tulman et al. 2000).

Pada genom virus MDV-1 terdapat ratusan open
reading frame (ORF) yang mengkode gen-gen yang
berperan penting dalam karakter biologi. Menurut
Schat & Nair (2008) gen-gen yang dikode oleh MDV-1
dapat dikategorikan menjadi tiga yaitu, (1) Gen-gen
yang homolog terhadap Herpes Simplex Virus 1
(HSV1); (2) Gen-gen yang memiliki kemiripan dengan
kedua serotipe Mardivirus lainnya maupun non-avian
herpervirus lainnya; dan (3) Gen-gen unik yang
menjadi ciri khas karakteristik virus MDV-1. Sebagai
contoh, virus MDV-1 strain very virulent mempunyai
panjang genom 177874 bp yang diprediksikan
mengkode sekitar 103 protein baik yang telah diketahui
maupun yang belum diketahui fungsinya. Pada bagian
UL terdapat 55 gen yang homolog dengan gen HSVI.
Strain MdS seperti halnya HVT juga mengkode gen
yang homolog dengan intra cellular protein 4 (ICP4).
Sementara itu, virus MDV-1 strain GA (virulent)
bagian UL-nya mengkode 67 ORF dimana 55
diantaranya juga bersifat homolog terhadap HSVI.
Terdapat gen lipase yang mirip dengan gen MDV-2
(GaHV3) maupun Adenovirus. Sedangkan, gen-gen
unik yang menjadi ciri khas virus MDV-1 antara lain
latency associated transcript (LAT), oncoprotein
Marek’s EcoQ (meq, R-LORF7), virus-encoded
interleukin-8 (VIL-8, R-LORF2), viral lipase (v-LIP, R-
LORF2), oncogenicity-associated — phosphoproteins
pp38 (R-LORF14a) dan pp24 (R-LORF14), telomerase
RNA (vTR), CxC chemokine, famili gen 1.8 kb, MDV-
encoded microRNA dan beberapa gen unik lainnya
(Tulman et al. 2000).

Virus MDV-1 strain vaksin CVI988 Rispens
dengan panjang genom sekitar 178311 bp menunjukkan
sembilan ORF yang berbeda dengan strain virus
lapangan yang bersifat onkogenik (Spatz et al. 2007).
Gen meq strain CVI988 juga mengalami penambahan

nukleotida sebanyak 178 bp. Beberapa gen mengalami
pemendekan seperti large tegument protein (UL38),
vIL-8 (ORF3.0/78.0) dan gen-gen yang belum
diketahui  fungsinya  (ORF5.5/75.91). Beberapa
perubahan genetik dan substitusi asam amino
menunjukkan bahwa virus MDV-1 strain CVI988 telah
mengalami seleksi purifikasi setelah melalui serial
pasase secara in vitro. Virus MDV-1 termasuk dalam
kelompok virus yang stabil secara genetik, namun
kejadian mutasi berulang kali terjadi. Hal ini ditandai
dengan adanya evolusi virus MDV-1 secara bertahap
menjadi beberapa patotipe ataupun adanya perubahan
karakter biologi setelah pasase in vitro dan in vivo.
Rekombinasi genetik virus MDV-1 dengan serotipe
lainnya jarang terjadi meskipun fakta adanya infeksi
campuran di lapangan seringkali terjadi (Buscaglia
2013). Diduga rekombinasi gen virus MDV-1 dengan
Avian Retrovirus seperti Avian Leukosis Virus (ALV)
dan Reticuloendhotheliosis Virus (REV) dapat terjadi
secara spontan. Kasus kejadian insersi segmen /ong
terminal repeat (LTR) provirus REV ke dalam genom
virus MDV-1 telah dilaporkan terjadi di lapangan
(Wozniakowski et al. 2011a).

Patogenesis dan gejala klinis penyakit Marek

Perjalanan infeksi virus MDV-1 pada induk
semang (ayam) dimulai ketika virus infektif yang
terkandung dalam partikel debu terinhalasi ke dalam
sistem pernafasan (Islam & Walkden-Brown 2007
Islam et al. 2013). Secara umum, infeksi virus MDV-1
secara in vivo dibagi menjadi empat tahap (Schat &
Nair 2008). Tahap pertama adalah infeksi sitolitik awal
yang bersifat produktif dengan berbagai perubahan
degeneratif. Virus MDV-1 akan bereplikasi pada
jaringan paru-paru dan kemudian menyebar ke organ-
organ lymphoid melalui aktivitas sel fagosit. Setelah 3-
6 hari terjadi infeksi sitolitik pada limpa, bursa
fabricius dan timus dengan target sel limfosit B dan T.
Bursa fabricius dan timus mengalami atropi ringan,
sedangkan  limpa  mengalami  pembengkakan
(splenomegali) akibat peningkatan ekspresi sitokin.
Apoptosis sel limfosit menyebabkan terjadinya kondisi
immunosupresi. Tahap kedua adalah infeksi laten pada
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sel limfosit T. Infeksi laten pada ayam yang secara
genetik resisten dapat berlangsung seumur hidup,
dimana virus dengan konsentrasi rendah masih dapat
terdeteksi pada jaringan FFE. Tahap ketiga adalah
infeksi sitolitik lanjutan pada organ lymphoid dan
visceral seperti ginjal, pankreas, kelenjar adrenal,
proventrikulus  dan lain-lain.  Terjadi  kondisi
imunosupresi yang bersifat permanen. Namun, tahap
ini tidak selalu terjadi tergantung pada faktor status
kekebalan induk semang dan virulensi virus. Tahap
terakhir adalah infeksi yang bersifat proliferatif pada
limfosit. Kematian pada umumnya terjadi setelah tiga
minggu pasca-pembentukan tumor.

Gejala klinis penyakit Marek berkaitan dengan
gangguan fungsi organ akibat pembentukan tumor.
Gejala klinis penyakit pada umumnya terjadi pada
periode rearing umur 12-30 minggu, tetapi dapat pula
terjadi pada umur muda 3-4 minggu (Nair et al. 2008).
Gejala yang mudah teramati adalah gangguan syaraf
baik paresis maupun paralisis pada tungkai kaki
sebagai akibat terbentuknya tumor pada sistem syaraf
perifer terutama syaraf brakhialis dan schiatic (Schat &
Nair 2008). Karakteristik kelumpuhan yang terjadi
ditandai dengan satu tungkai kaki menghadap ke depan
dan tungkai kaki yang lainnya menghadap ke belakang.
Pada beberapa kasus di lapangan, gejala tremor dan
tortikolis dapat teramati. Gangguan pada nervus vagus
menyebabkan kesulitan untuk makan dan menelan
sehingga ayam menjadi kelaparan dan dehidrasi.
Penyebaran penyakit pada mata menyebabkan
terjadinya kebutaan yang ditandai dengan perubahan
warna mata menjadi abu-abu, baik sebelah maupun
keduanya. Gejala tidak spesifik yang terjadi antara lain
penurunan berat badan, kepucatan, tidak mau makan
dan diare. Kondisi depresi dan koma terjadi menjelang
kematian. Pada saat nekropsi, perubahan patologi
anatomi yang tampak berupa pembentukan tumor pada
organ visceral, sistem syaraf dan folikel bulu pada kulit
(Schat & Nair 2008).

IDENTIFIKASI DAN KARAKTERISASI
MAREK’S DISEASE VIRUS

Teknik diagnosis penyakit Marek

Penyakit Marek tersebar luas di lapangan, namun
hanya sedikit yang bermanifestasi menjadi wabah.
Diagnosis penyakit Marek di lapangan cukup
menyulitkan dan kompleks, dimana belum ada metode
identifikasi penyakit yang menjadi “gold standard”
(Schat & Nair 2008). Kesulitan diagnosis terjadi karena
tidak adanya gejala patognomonis bentuk tumor yang
ditimbulkan. Selain itu, terdapat beberapa virus
penyebab tumor yang lainnya seperti ALV dan REV
yang juga bersirkulasi pada peternakan ayam komersial
(Buscaglia 2013). Menurut Schat & Nair (2008)

diagnosis penyakit Marek secara umum dibagi menjadi
tiga kategori utama, yaitu (1) Sejarah peternakan,
gejala klinis dan perubahan patologi anatomi; (2)
Gambaran histologi, sitologi dan histokimia; dan (3)
Kriteria virologi. Untuk kategori ketiga, pada
prinsipnya adalah identifikasi keberadaan virus MDV-1
pada sampel yang diperiksa. Beberapa metode yang
dapat digunakan adalah isolasi virus, deteksi antigen
(FAT, immunohistokimia, AGPT dan ELISA),
pemeriksaan mikroskop elektron dan deteksi material
genetik (DNA probes dan PCR). Identifikasi
keberadaan antibodi pada serum dapat dilakukan
dengan AGPT, ELISA ataupun virus netralisasi, namun
uji-uji tersebut tidak dapat membedakan antibodi
terhadap tiga serotipe dari virus Marek yang ada di
lapangan.

Identifikasi dan karakterisasi patotipe virus MDV-1
secara in vivo

Faktor onkogenik pada virus Marek hanya
terdapat pada serotipe 1 (MDV-1), dimana tingkat
virulensinya dihubungkan dengan kemampuan virus
untuk menimbulkan gejala penyakit pada ayam yang
telah divaksinasi dengan beberapa tipe vaksin Marek.
Terdapat empat klasifikasi patotipe yang berbeda dari
virus MDV-1, yaitu mulai dari mild (m), virulent (v),
very virulent (vv) sampai dengan very virulent plus
(vvt+) (Witter 1997; 1998). Beberapa contoh isolat
virus MDV-1 berdasarkan klasifikasi patotipenya
antara lain strain CVI988 dan CU2 untuk mMDV,
strain JM, GA dan HPRS-6 untuk vMDV, strain Md5
dan RB-1B untuk vwvMDYV dan strain RK-1/625, 648A
untuk vv+MDV.

Terdapat korelasi antara evolusi virus MDV-1
sebagai dampak escape mutation dengan penerapan
program vaksinasi yang intensif pada peternakan ayam
komersial (Witter 1997). Penerapan vaksin HVT
diduga menyebabkan evolusi virus MDV-1 dari strain
virulent menjadi very virulent. Demikian juga ketika
vaksin bivalent HVT dan GaHV3 diterapkan, virus
Marek yang di lapangan juga berevolusi menjadi strain
very virulent plus. Muncul kekhawatiran akan
terjadinya lagi evolusi virus MDV-1 dimasa mendatang
yang mengakibatkan vaksin MDV-1 atenuasi strain
CVI988 yang merupakan vaksin “gold standard” yang
ada pada saat ini menjadi tidak efektif untuk
mengendalikan kejadian penyakit Marek di lapangan.

Terdapat beberapa metode klasifikasi patotipe
virus MDV-1, namun metode yang paling banyak
diadopsi adalah metode yang dikembangkan oleh Avian
Disease and Oncology Laboratory (ADOL) (Witter et
al. 2005; Schat & Nair 2008). Metode ADOL tersebut
didasarkan pada gejala lesio limpoproliferatif pada uji
tantang secara in vivo pada ayam yang telah divaksinasi
dengan beberapa tipe vaksin Marek. Metode ADOL
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menggunakan ayam galur /ine 15x7 namun penelitian
lain dengan menggunakan galur ayam yang berbeda
memberikan hasil yang relatif serupa (Buscaglia et al.
2004). Gimeno et al. (2002) memberikan pandangan
untuk neuropathotyping sebagai kriteria tambahan
terhadap metode uji ADOL yang telah ada. Sementara
itu, Dudnikova et al. (2007) mendesain uji patotipe
virus MDV-1 yang lebih sederhana dibandingkan
dengan metode ADOL, namun masih memerlukan
biaya yang sangat besar untuk menyediakan fasilitas
laboratorium pendukung terutama chicken isolator
dengan jumlah yang memadai untuk menampung
jumlah ayam yang dibutuhkan. Selain itu, ayam yang
digunakan juga harus bersifat spesific pathogenic free
(SPF) untuk menjamin hasil penelitian tidak
dikelirukan dengan penyakit unggas lainnya. Oleh
karena itu, perlu dicari metode yang lebih ideal, murah
dan praktis dalam menentukan patotipe virus MDV-1,
sebagai contoh dengan mengadopsi metode-metode
baru dengan pendekatan molekuler.

Identifikasi dan karakterisasi patotipe virus MDV-1
secara molekuler

Identifikasi virus MDV-1 dengan polymerase chain
reaction

Uji PCR merupakan suatu metode yang sangat
sensitif dalam mengidentifikasi keberadaan suatu
spesies dengan cara mengamplifikasi gen yang
ditargetkan (Pestana et al. 2010; Stephenson 2010). Uji
PCR juga bersifat akurat karena menggunakan set
primer yang bersifat spesifik terhadap marker gen yang
ditargetkan. Dengan adanya data sekuen gen-gen dari
berbagai strain virus Marek pada database Genbank
NCBI (2015) maka pengembangan uji PCR terhadap
penyakit Marek dapat berkembang pesat untuk
memenuhi kebutuhan diagnostik penyakit baik di
tingkat lapangan maupun laboratorium. Selain itu, uji
PCR dapat diterapkan untuk membedakan infeksi virus
MDV-1 dengan infeksi penyakit tumor lainnya seperti
ALV dan REV.

Uji identifikasi virus MDV-1 dengan metode PCR
pertama kali dilakukan berdasarkan marker atenuasi
132 bp repeats region yang terletak pada terminal dan
internal repeat long region virus MDV-1 (Becker et al.
1992). Peneliti lainnya juga menggunakan marker
atenuasi ini untuk identifikasi virus MDV-1 terutama
untuk diferensiasi dengan GaHV3, HVT, ALV dan
REV (Davidson et al. 1995). Pada awalnya, motif 132
bp repeats region dijadikan sebagai marker atenuasi
untuk membedakan strain lapang dan strain vaksin
dimana pada serial pasase secara in vitro pada tingkat
tinggi motif tersebut berkembang dari dua kopi menjadi
multiple kopi, sehingga menghasilkan amplikon yang
lebih panjang dan bertingkat (Silva 1992). Penggunaan

vaksin MDV-1 live attenuated yang sangat intensif
pada peternakan komersial menjadi penting untuk suatu
teknik diagnostik yang mampu membedakan infeksi
virus MDV-1 strain lapang patogenik dengan residu
strain vaksin yang kemungkinan juga bersirkulasi di
lingkungan peternakan ayam komersial. Penggunaan
marker ini dapat dilakukan pada tingkat laboratorium,
namun ternyata sulit untuk diaplikasikan pada kondisi
lapangan. Penelitian Young & Gravel (1996)
membuktikan bahwa multiple motif 132 bp repeats
region pada strain vaksin akan menjadi dua kopi
kembali setelah melalui pasase secara in vivo pada
ayam. Penelitian lainnya juga mengkonfirmasi bahwa
multiplikasi marker 132 bp repeats region tersebut
bukanlah suvatu indikasi yang kuat sebagai marker
atenuasi virus MDV-1 karena strain virus patogenik
yang dihilangkan marker motif 132 bp repeats region-
nya masih dapat diatenuasi melalui serial pasase secara
in vitro pada tingkat tinggi (Silva et al. 2004; Niikura et
al. 2006; Silva & Gimeno 2007). Contoh aplikasi uji
PCR dengan marker motif 132 bp repeats region pada
virus MDV-1 strain vaksin CVI988 sebagai kontrol
virus dan sampel lapang asal Kabupaten Sukabumi
tahun 2011 disajikan pada Gambar 2.

Marker atenuasi motif 132 bp repeats region
masih digunakan dalam beberapa penelitian (Doosti &
Golshan 2011; Kalyani et al. 2011), namun banyak
beberapa penelitian lainnya telah menggunakan marker
gen lain seperti meq, ICP4, gB dan lain-lainnya
(Handberg et al. 2001; Jwander et al. 2012; Hassanin et
al. 2013). Gen meq menjadi prioritas untuk identifikasi
virus MDV-1 karena peran pentingnya dalam
mengkode protein transaktivator dalam pembentukan
sel tumor. Gen ini juga tidak dijumpai pada dua
serotipe lainnya. Beberapa penelitian merancang uji
PCR menggunakan gen meq sebagai target amplifikasi
dan dapat diaplikasikan berbagai macam sampel seperti
PBL, organ, bulu bahkan debu lingkungan kandang
(Handberg et al. 2001; Baigent et al. 2005; Islam et al.
2006). Identifikasi untuk dua serotipe lainnya juga telah
dapat dilakukan dengan gen spesifik DNA pol untuk
GaHV3 dan sorf 1 untuk HVT (Islam et al. 2006; Renz
et al. 2006). Meskipun gen meq dapat dijadikan marker
identifikasi virus MDV-1 dengan tepat untuk
membedakan dengan serotipe lainnya, namun tidak
dapat digunakan untuk membedakan antara strain
vaksin MDV-1 attenuated dengan strain lapang. Lee et
al. (2000b) menemukan bahwa gen meq pada strain
vaksin CVI988 mempunyai insersi gen sepanjang 178
bp dibandingkan dengan beberapa strain patogenik.
Perbedaan ukuran gen ini dapat dilihat jika gen meq
diamplifikasi dengan ukuran yang cukup panjang. Hal
ini memberikan harapan untuk dapat membedakan
kedua strain tersebut secara cepat namun penemuan ini
tidak  dilanjutkan pada penelitian selanjutnya,
kemungkinan  karena aplikasi lapangan tidak
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(A) Lokasi motif 132 bp repeats pada genom MDV-1; (B) Identifikasi motif 132 bp repeats pada virus MDV-1 attenuated strain
vaksin CVI988 Rispens; (C) Identifikasi motif 132 bp pada sampel lapang asal peternakan ayam Kampung komersial asal

Kabupaten Sukabumi tahun 2011

Gambar 2. Aplikasi uji PCR dengan marker 132 bp repeats pada kontrol virus MDV-1 strain vaksin CVI988 Rispens dan

sampel lapang asal Sukabumi 2011
Sumber: Hartawan & Dharmayanti (2013) yang dimodifikasi

memberikan hasil yang konsisten, dimana beberapa
strain patogenik ternyata mempunyai segmen gen meq
yang sama panjangnya dengan strain vaksin CVI988.

Identifikasi virus MDV-1 dengan real-time
polymerase chain reaction

Meskipun uji PCR sudah cukup sensitif untuk
mendeteksi keberadaan virus MDV-1, namun dianggap

masih kurang sensitif untuk mendeteksi infeksi laten
karena rendahnya konsentrasi virus pada sel induk
semang (Schat & Nair 2008). Oleh karena itu, uji real-
time PCR menjadi alternatif dalam pengembangan uji
deteksi virus MDV-1 karena lebih sensitif, lebih cepat
dan lebih aman meskipun biayanya relatif lebih mahal
dibandingkan dengan PCR konvensial (Pestana et al.
2010). Pada prinsipnya, real-time PCR menggunakan
fluorescent  untuk  mengidentifikasi dan/atau
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mengkuantifikasi amplifikasi gen target. Terdapat
berbagai macam platform seperti Taqman, Syber
Green, Beacon ataupun Scorpion, namun metode
Tagman menjadi pilihan utama karena relatif lebih
mudah dan memungkinkan untuk platform multipleks
(Islam et al. 2006; Davidson et al. 2013). Uji real time
PCR telah menjadi protokol standar dan dapat
diandalkan dalam identifikasi penyakit Marek terutama
untuk studi epidemiologi yang melibatkan sampel
dalam kuantitas besar.

Pada umumnya, uji real-time PCR pada penelitian
penyakit Marek bukan hanya sekedar dilakukan untuk
identifikasi virus secara kualitatif saja, namun telah
ditingkatkan lebih lanjut hingga tahap quantitative PCR
untuk menganalisis konsentrasi virus yang terkandung
dalam suatu sampel (Islam et al. 2004; Abdul-Careem
et al. 2006; Baigent et al. 2011; Walkden-Brown et al.
2013). Uji quantitative PCR juga dapat dimanfaatkan
untuk mempelajari karakter biologi virus seperti
interaksi antara strain vaksin dan strain patogenik
(Baigent et al. 2007; Tan et al. 2007; Haq et al. 2012;
Baigent et al. 2013). Lebih lanjut, Baigent et al. (2006)
memberikan  pandangannya  untuk = penggunaan
quantitative PCR sebagai metode untuk mengevaluasi
program vaksinasi di lapangan, dimana keberhasilan
vaksinasi dapat dianalisis berdasarkan konsentrasi virus
strain vaksin pada sampel FFE dengan menggunakan
uji quantitative PCR yang telah dikembangkan.

Identifikasi virus MDV-1 dengan high-resolution
melting curve analysis

Pendekatan lain untuk membedakan virus MDV-1
strain vaksin dengan strain lapang dapat dilakukan
dengan genotiping menggunakan metode high
resolution melting curve analysis (HRM) untuk
membedakan polymorphism pada sekuen gen target
(Wittwer et al. 2003; Liew et al. 2004; Vossen et al.
2009). Pada prinsipnya, amplikon yang terbentuk
melalui proses PCR dianalisis suhu melting-nya
melalui proses pemanasan secara bertahap, dimana
proses pemisahan untaian ganda DNA menjadi dua
untaian tunggal dimonitoring secara real-time dengan
fluorescent yang spesifik. Plot suhu melting fragmen
DNA dengan urutan sekuen yang sama akan
menampilkan grafik yang sama dan sebaliknya pada
fragmen DNA dengan urutan sekuen yang berbeda
akan menghasilkan grafik yang berbeda. Metode HRM
sangat sensitif sehingga mampu membedakan fragmen
DNA dengan hanya satu perbedaan nukleotida saja
(single nucleotide polymorphism, SNP). Oleh karena
itu, dengan pemilihan target gen dan ukuran amplikon
yang tepat pada strain virus MDV-1 maka uji HRM
dapat digunakan untuk membedakan beberapa strain
virus MDV-1. Renz et al. (2013) mendesain metode
real-time PCR dan HRM yang dapat membedakan

virus MDV-1 strain vaksin CVI988 Rispens dengan
beberapa strain lapang patogenik asal Australia dan
strain  Md5 sebagai standar referens dengan
memanfaatkan polymorphism yang ada pada gen meq.
Metode uji HRM ini mampu membedakan dengan baik
antara isolat strain vaksin dengan beberapa strain virus
yang bersifat patogenik. Selain biayanya yang relatif
mahal dan sifatnya yang masih spesifik untuk strain
asal Australia, kelemahan metode HRM yang
dikembangkan ini masih belum mampu bekerja dengan
baik pada kasus infeksi campuran. Hal ini berdampak
dalam sulitnya diagnosis penyakit di lapangan
mengingat infeksi campuran sangat mungkin terjadi.

Identifikasi virus MDV-1 dengan loop-mediated
isothermal amplification

Metode uji PCR dan real-time PCR untuk
identifikasi patogen penyakit telah berkembang pesat
sehingga mampu memberikan hasil analisis yang
akurat, baik sensitivitas maupun spesifitasnya. Namun,
biaya yang diperlukan relatif mahal baik untuk reagent
maupun peralatan penunjangnya. Salah satu inovasi
yang dikembangkan oleh Eiken Chemical Co., Ltd.
dalam menyederhanakan proses amplifikasi DNA
adalah  pengembangan  metode  loop-mediated
isothermal —amplification (LAMP) yang bersifat
sederhana, lebih murah namun tetap mempunyai
sensitivitas yang tinggi. Berbeda dengan metode PCR
yang membutuhkan serangkaian perubahan suhu yang
dikombinasikan dengan beberapa siklus temperatur
yang tepat, metode LAMP mampu mengamplifikasi
target gen pada suhu yang konstan (60-65°C) sehingga
secara teknis tidak membutuhkan mesin thermal cycler
yang harganya relatif mahal. Metode LAMP
menggunakan empat set primer yang secara khusus
mengenali enam region yang berbeda pada gen target
dengan menggunakan sistem strand displacement
reaction sehingga mampu mengamplifikasi gen target
secara terus-menerus pada suhu yang konstan. Pada
akhirnya akan didapatkan produk amplifikasi dalam
jumlah yang sangat banyak yaitu 109-1010 kali dalam
waktu 15-60 menit (Pestana et al. 2010). Analisis hasil
uji LAMP dapat dilakukan dengan spektrofotometer,
penggunaan pewarna fluorescent atau diintegrasikan
dengan mesin loopamp realtime turbidimeter yang
mampu untuk mengukur intensitas fluorescent yang
dikorelasikan dengan konsentrasi amplikon DNA yang
teramplifikasi. Beberapa penelitian dengan metode
LAMP telah dilakukan dalam rangka mendapatkan uji
identifikasi virus MDV-1 yang bersifat murah dan
mudah  diaplikasikan pada  kondisi  lapangan
(Wozniakowski et al. 2011b; Angamuthu et al. 2012;
Lawhale et al. 2014; Wozniakowski & Samorek-
Salamonowicz 2014). Selanjutnya, Wozniakowski et al.
(2013) mengembangkan uji LAMP untuk membedakan
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tiga serotipe virus Marek, yaitu MDV-1, GaHV3 dan
HVT. Meskipun pengembangan LAMP menjanjikan
untuk  kedepannya, namun terdapat beberapa
kelemahan yang perlu dipertimbangkan. Uji LAMP
kurang  fleksibel untuk platform  multipleks.
Spesifitasnya juga agak rendah karena hanya mampu
mengamplifikasi fragmen pendek DNA. Kelemahan
terbesar LAMP adalah resiko kontaminasi ke
lingkungan pada saat elektroforesis karena amplikon
yang dihasilkan sangat banyak sehingga kurang cocok
untuk aplikasi di laboratorium. Uji LAMP lebih sesuai
untuk uji skrining penyakit di lapangan dengan kondisi
peralatan yang terbatas.

Karakterisasi virus MDV-1 dengan metode
sekuensing gen

Sekuensing gen merupakan metode yang ideal
dalam mempelajari karakter virus Marek terutama
serotipe 1. Banyak penelitian yang melibatkan
sekuensing gen virus MDV-1 terutama yang
berhubungan dengan sifat onkogenik seperti meq, pp38
dan lain-lainnya. Meskipun metode sekuensing gen
dapat membedakan strain vaksin dengan strain lapang,
namun metode ini lebih ideal digunakan untuk kegiatan
penelitian daripada uji diagnostik di lapangan. Studi
komparasi genom virus strain vaksin CVI988 Rispens
dengan strain onkogenik Md11 menunjukkan adanya
perbedaan yang nyata pada beberapa gen diantara
kedua strain yang berbeda sifat tersebut (Spatz et al.
2007). Permasalahannya adalah belum ada informasi
yang akurat mengenai hubungan karakter molekuler
virus MDV-1 dengan tingkat patogenitasnya secara in
vivo. Virus MDV-1 mempunyai ukuran genom yang
sangat panjang yang mengkode banyak sekali gen
penting untuk aktivitas biologisnya (Morgan et al.
2008; Hicks & Liu 2013). Oleh karena banyaknya
interaksi gen-gen yang terlibat, maka muncul kesulitan
untuk menentukan marker yang ideal dalam
mengkarakterisasi tingkat patogenitas virus secara
molekuler.

Meskipun belum ada informasi yang jelas untuk
menghubungkan karakter molekuler dengan tingkat
virulensi virus, namun penggunaan sekuensing gen
dalam mengkarakterisasi gen-gen virus MDV-1
menjadi tren dalam penelitian penyakit Marek saat ini.
Renz et al. (2012) melakukan analisis terhadap
polymorphism pada gen meq dari lima isolat virus asal
Australia (Woodlands 1, MPF 57, 02LAR, FT158 dan
04CPE) dengan menggunakan strain Md5 sebagai
referens. Hasil penelitian menunjukkan adanya insersi
178 bp dan beberapa point mutasi meskipun tidak
berkorelasi dengan tingkat patogenitas. Analisis lebih
lanjut, mengindikasikan bahwa jumlah pengulangan
motif empat asam amino proline (PPPP) pada protein
meq merupakan marker yang lebih baik dibandingkan

dengan insersi 178 bp untuk tingkat patogenitas virus.
Isolat virus MDV-1 yang paling virulent diketahui
mempunyai pengulangan motif PPPP yang paling
sedikit, namun data tersebut belum dapat memberikan
gambaran yang jelas mengenai karakter patogenitas
virus.

Analisis molekuler oleh Wozniakowski et al.
(2011a) menunjukkan bahwa sebagian dari 24 isolat
virus MDV-1 strain patogenik asal Polandia mengalami
mutasi berupa insersi 68 bp pada gen meq yang diduga
menyebabkan terjadinya perubahan struktur pada
protein yang dikodenya. Lebih lanjut, penelitian ini
juga mendeteksi adanya random insersi gen LTR virus
REV pada genom virus MDV-1. Meskipun perubahan
karakter —molekuler yang terjadi tidak dapat
dihubungkan dengan tingkat virulensi, namun mutasi
tersebut diduga berperanan penting dalam peningkatan
virulensi virus MDV-1 di lapangan.

Analisis molekuler gen meq, gl dan gE oleh Teng
et al. (2011) pada beberapa strain lapang virus MDV-1
asal Cina antara tahun 1995-2008 menunjukkan
perbedaan dengan strain vaksin CVI988 Rispens. Studi
lain oleh Tian et al. (2011) pada 18 isolat virus MDV-1
asal Sichuan, Cina menunjukkan mutasi gen (delesi dan
insersi) pada tiga gen yang dianalisis yaitu meq, pp38
dan viL-8. Kemudian Yu et al. (2013) mengidentifikasi
adanya perbedaan karakter molekuler gen meq diantara
strain virus MDV-1 asal Henan, Cina dengan strain
virulent asal Amerika Serikat. Demikian juga, Murata
et al. (2013) mengidentifikasi mutasi pada gen meq
pada isolat MDV-1 asal Jepang yang diduga berkaitan
dengan proses transaktivasinya. Kemudian, Hassanin et
al. (2013) melakukan analisis sekuen gen meq, gL dan
gC pada sampel asal peternakan petelur komersial di
Mesir yang sudah divaksinasi. Hasil analisisnya secara
molekuler pada gen meq menunjukkan tingkat
homologi yang tinggi dengan virus very virulent asal
Eropa dan Cina sedangkan untuk gen gL dan gC
mempunyai similaritas yang tinggi terhadap strain
klasik.

Sementara itu, Gong et al. (2013) melakukan
karakterisasi secara in vivo dan juga secara molekuler
terhadap isolat virus MDV-1 asal wabah pada
peternakan ayam di Cina yang telah divaksinasi dengan
HVT. Virus MDV-1 tersebut teridentifikasi sebagai
very virulent dimana karakter gen meq dan vIL-8 nya
mempunyai homologi yang tinggi terhadap virus
referens MDV-1 asal Cina lainnya. Wajid et al. (2013)
menduga beberapa sampel asal Iran terindikasi
terinfeksi virus MDV-1 highly virulent berdasarkan
analisis sekuen pada gen meq meskipun masih perlu
dikonfirmasi dengan uji tantang secara in vivo.

Metode sekuensing gen juga berkembang dari
first-generation sequencing metode Sanger menjadi
next-generation sequencing dengan peralatan dan
metode yang baru dimana kapasitas gen yang
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disekuensing menjadi jauh lebih panjang bahkan
hingga keseluruhan genom. Pada virus MDV-1 yang
memiliki ukuran genom yang besar tentu saja next-
generation sequencing memberikan alternatif untuk
melakukan karakterisasi keseluruhan genom virus
secara cepat. Namun, virus Marek bersifat highly cell-
associated sehingga virus lebih banyak berada di dalam
sel induk semang. Akibatnya, pada saat ekstraksi
material genetik, DNA virus akan selalu terkontaminasi
dengan material genetik dari induk semangnya. Next-
generation sequencing membutuhkan kondisi material
genetik yang murni, sehingga kontaminasi material
genetik dari yang lainnya akan menyebabkan
kegagalan. Permasalahan kontaminasi DNA induk
semang dapat diatasi jika isolat virus MDV-1 dapat
dikloning ke dalam sistem bacterial artificial
chromosom (BAC) yang merupakan vektor yang sesuai
untuk kelompok herpesvirus (Brune et al. 2000; Hall et
al. 2013). Ketika keseluruhan genom virus MDV-1
berhasil direkombinasikan ke BAC dalam bentuk
circular, maka sistem MDV-BAC tersebut dapat
ditransformasikan pada sel bakteri Escherichia coli
yang sesuai (Schumacher et al. 2000; Petherbridge et
al. 2004; Chattoo et al. 2006; Spatz et al. 2007; Reddy
et al. 2013). Perbanyakan genom MDV-BAC yang
murni dapat dilakukan pada sistem bakteri, dimana
kemungkinan besar metode next-generation sequencing
dapat diaplikasikan. Sistem BAC juga memungkinkan
untuk aplikasi mutagenesis pada genom virus, baik
berupa delesi maupun insersi gen untuk keperluan
penelitian karakter atau sifat gen tertentu (Sun et al.
2009; 2010; Mays et al. 2012; Schat et al. 2013).

Pemilihan uji molekuler untuk identifikasi dan
karakterisasi virus MDV-1 yang ideal dan sesuai
dengan Kkondisi lapang di Indonesia

Setiap metode uji molekuler untuk identifikasi dan
karakterisasi virus MDV-1 yang telah dibahas
sebelumnya yaitu PCR, real-time PCR, HRM, LAMP
dan sekuensing gen mempunyai kelebihan dan
kelemahannya masing-masing, namun untuk keperluan
studi epidemiologi penyakit dengan jumlah sampel
yang relatif banyak maka uji real-time PCR merupakan
metode yang paling ideal dibandingkan dengan metode
yang lainnya karena sensitivitas dan spesifitasnya yang
sangat baik sehingga mampu mendeteksi keberadaan
virus Marek meskipun dalam konsentrasi yang rendah.
Uji real-time PCR akan semakin memberikan manfaat
lebih jika dikembangkan ke arah tahap kuantitatif
(quantitative PCR). Namun, jika dana yang dialokasi
terbatas dan jumlah sampel yang dianalisis cenderung

tidak terlalu banyak, maka uji PCR konvensional sudah
cukup baik untuk keperluan identifikasi virus Marek di
lapangan (Hartawan & Dharmayanti 2013). Dalam
rangka efisiensi, uji multipleks PCR untuk mendeteksi
virus Marek serotipe 1, 2 dan 3 telah dikembangkan
secara sekaligus dan diuji cobakan pada sampel dan
kondisi lapang (Gambar 3). Uji PCR konvensional
tetaplah penting untuk dikembangkan terutama jika
studi akan dilanjutkan pada tahap sekuensing gen.

Uji molekuler dengan HRM hanya ideal dilakukan
di tingkat laboratorium saja karena membutuhkan
peralatan dan reagensia khusus yang harganya relatif
sangat mahal. Perkembangan uji HRM untuk virus
MDV-1 pada saat ini masih terbatas pada strain virus
Marek asal Australia dan mengalami masalah jika
terjadi infeksi campuran beberapa strain virus Marek.
Sementara itu, penggunaan uji LAMP untuk
identifikasi virus MDV-1 lebih sesuai untuk keperluan
diagnostik di lapangan. Penggunaan uji LAMP di
laboratorium dapat menyebabkan kontaminasi produk
amplikon di lingkungan laboratorium yang akan sangat
mengganggu penelitian selanjutnya. Amplikon produk
LAMP sangat banyak dan sifatnya tidak spesifik maka
kontaminasi akan mengganggu kegiatan penelitian
penyakit lainnya karena laboratorium penelitian tidak
hanya digunakan untuk satu jenis penyakit saja.
Meskipun resiko kontaminasi pada uji LAMP dapat
diminimalkan dengan penggunaan loopamp realtime
turbidimeter yang mampu mengkuantifikasi amplikon
produk LAMP secara real time tanpa harus membuka
tabung untuk elektroforesis, namun bagi penulis uji
PCR konvensional masih merupakan pilihan yang lebih
baik karena lebih mudah untuk dimodifikasi sesuai
dengan kebutuhan terutama jika akan diteruskan ke
tahap karakterisasi molekuler dengan sekuensing.

Karakterisasi virus secara molekuler dengan
sekuensing gen untuk virus MDV-1 sudah banyak
dilakukan dan tidak terlalu sulit mengingat virus ini
termasuk dalam kelompok virus DNA yang stabil
secara genetik. Beberapa gen yang sering menjadi
target sekuensing adalah gen yang berhubungan sifat
onkogenik virus seperti meq, cxc chemokine, pp24,
pp38 ataupun beberapa gen seperti gC, gD, gE, gH, ¢,
gl, vIL-8 dan lain-lainnya. Meskipun informasi
genetik virus MDV-1 dapat diakses pada database
Genbank NCBI (2015) dan peta genomik beserta
fungsinya telah banyak dipublikasi, namun masih
diperlukan analisis yang mendalam untuk pemilihan
target gen yang akan disekuensing sesuai dengan
kondisi lapangan dan agenda penelitian. Sampai saat
ini, belum ada informasi genetik virus MDV-1 asal
Indonesia yang telah dipublikasi maupun didaftarkan
ke genom database seperti Genbank NCBI (2015).
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(A) Skenario dan optimasi uji multipleks PCR Marek 1, 2 dan 3 dengan kontrol virus MDV-1 dan HVT; (B) Uji multipleks PCR
pada sampel SMI flock A.1.1.; (C) Uji multipleks PCR pada sampel SMI flock A.2.1.; (D) Uji multipleks PCR pada sampel SMI
flock A.5.2.; (E) Uji multipleks PCR pada sampel CIJR flock B.3.; Penanda molekuler (M) yang digunakan adalah ladder DNA

100 bp (Qiagen)

Gambar 3. Uji skrining multipleks PCR untuk identifikasi dan diferensiasi virus Marek serotipe 1, 2 dan 3 pada sampel lapang
asal peternakan ayam komersial dari Kabupaten Sukabumi (SMI) dan Cianjur (CJR) tahun 2011

Sumber: Hartawan & Dharmayanti (2013) yang dimodifikasi

KESIMPULAN

Identifikasi dan karakterisasi virus MDV-1
dengan menggunakan pendekatan molekuler telah
berkembang pesat dimana berbagai macam metode
yang berbeda telah diuji coba, mulai dari PCR, real-
time PCR, HRM, LAMP bahkan sampai dengan

10

tahapan gen sekuensing. Metode yang dikembangkan
telah memberikan hasil yang memuaskan dan beberapa
diantaranya telah diterapkan untuk aplikasi di lapangan
maupun di tingkat laboratorium. Tersedia pula aplikasi
bioteknologi seperti sistem vektor BAC yang dapat
meningkatkan kapasitas penelitian terutama untuk
mempelajari karakter biologi virus MDV-1 secara lebih
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rinci. Meskipun metode molekuler yang ada pada saat
ini belum dapat menggantikan penggunaan uji tantang
secara in vivo sebagai “gold standard” untuk
penentuan tingkat patogenitas virus MDV-1, namun
metode molekuler tetap menjadi pilihan utama karena
lebih mudah, lebih murah dan lebih cepat dibandingkan
dengan uji tantang secara in vivo. Uji patogenitas virus
MDV-1 pada ayam, selain membutuhkan waktu yang
lebih lama untuk tahap isolasi dan purifikasi isolat
virus lapang tentu saja membutuhkan fasilitas
laboratorium yang memadai dan biaya yang relatif
besar untuk memenuhi stardar eksperimen yang
diperlukan. Harapan untuk penelitian kedepan, metode
molekuler dapat terus dikembangkan terutama untuk
mencari marker gen yang tepat dan ideal untuk
menentukan tingkat patogenitas virus MDV-1.
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