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DETEKSI DEOXYRIBONUCLEIC ACID (DNA)
VIRUS INFECTIOUS BOVINE RHINOTRACHEITIS (IBR) DENGAN
METODA POLYMERASE CHAIN REACTION (PCR)
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ABSTRAK

Metode Pafymerase chain Reaction (PUR) merupakon teknik biologt melckoler vang memiliki lngkat sensitivitas dan spesifisitas yang
tingei unluk mengetahu keberadaan penyakit I3R secara dind, Tujuan dari penelitian ini adalah untok mendeteksi decopribomaeleic aeid (LINA)
virus [BR  dengan metode konvensional PCE. menggunakan gen ghikoprotein 1 (2D dengan cara mested PCR (nPCUR ), Keberadaan DMNA vims
IBR stram Los Angeles dan strain Colorado terdeteksi pada 468 bp unmk frsr POR dan 325 bp wntok secomd POR atau ofCE. Metode ini Ichib

copit dan muodah sehinggs akan mampu mendeteksl keberadaan virus 13K vang bersifat laten secara dini.

Kata kunei: Nexied PCR, TRR, 21

ABSTRACT

Paolymuerise chain Reaction (PUR) method i o molecular biology technique that has high sensitivity and specificity w determine the prescice
ol an carly ol IBE discase, The purpose of this siudy is to deteet the DMNA of Infectious Bovine Rhinotracheitis (IBR) with PCR conventional
method wsing ghycoprotein gene 13 (g0, TNA of TRE Los angeles and colorado strain were detected at 468 bp for first POT and 325 bp for second
PR or nPCR. This method was able to carly detect the presence of potentially harmful of IBR vims,
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PENDAHULUAN

Infectious Bovine Rhinotracheitis (IBR) adalah
penyakit menular pada sapi dan kerbau yang disebabkan
oleh Bovine herpesvirus type 1 (BHV-1) yvang termasuk
ke dalam genus Furicellovirus, subfamili diphaker-
pesvivinge dan famili Herpesviridoe (6). Infectious Ba-
ving Rinotracheitis biasanya menycbabkan infeksi saluran
pernapasan yang subklinis sampai parah dengan morhiditas
mencapai 1%, dan mortalitas 10% (9).

Menurut Van Oirschot ¢f ol 1993, sebagaimnana
umumnya 4lphahicrpesviringe maka BHV-1 menyebabkan
infeksi laten. Setelah infeksi. BHIV-1 akan menyebar dari
infeksi lokal ke sistem syaraf melalui sel svaraf tepi
mencapal ganglia trigeminal dan lnmbosakral dan menetap
dalam keadaan laten. Sciatic, ganglia trigeminal dan ton-
sil adalah tempat terjadinya latensia stelah penyakit geni-
tal dan pernapasan (1) Sifat laten ini membuat virus akan
teris menetap dan akan terus dibawa dan dapat diinfeksikan
terhadap sapi lain schingga virus akan menyebar, Virus
BHV-1 yang menetap ini dapat diaktifkan atau dipicu
dengan beberapa rangsangan seperti transportasi, proses
kelahiran dan pengobatan dengan glucocorticoid (14).

CGenom virus IBR memiliki dowhle stronded DNA

yang menyandi sebanyak 70 protein, vang terdiri dari 33
protein strukiural dan lebih 15 protein non strulctural.
Glikoprotein adalah protein struktural vang mempunyai
peranan penting dalam patogencsis dan sistem kebal,
Glikoprotein berfungsi sebagail proteksi imunologis,
replikasi, penyebaran dari sel ke sel yang lain serta
pelekatan virus pada sel inang {8).

Polymerase Chain Reaction (PCR) merupakan
teknik biologm molekuler vang memiliki tinghat sensitivitas
dan spesifisitas yang tinggi. Dengan penggunaan teknik
PUR maka keberadaan penvakit IBR dapat diketahui sedini
mungkin, sehingga dapar dilakukan langkah pengendalian
penyakit atau tindakan oleh para pengambil kebijakan.
Geold standard pengujian untuk mengisolasi virus 1BR
adalah dengan menumbubkannva pada biakan jaringan
lestari Muedin Dardy Bovine Kidney (MDBEK) , tetapi untuk
mendeteksi DN A pada kejadian laten mengueunakan teknik
PCR (8).

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mendeteksi
keberadaan materi genetik virus TBR. dengan menggunakan
metode konvensional POR, menggunakan gen g0 dengan
cara nesicd POR.
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MATERI DAN METODA

Virus

Vimes IBR strain Los angeles vang ditumbuhkan pada
zel MDBEK dan sel BT {Bovine Testicle), virus IBR strain
Colorado yang ditumbuhkan pada sel MDBE dan BHV-1
strain V=155, Strain V=155 berasal dari usap mukosa va-
gina sapi Australia yang dilumbuhkan pada sel MDOK
(12).

Isolasi/Ekstraksi DNA

Metode isolasi/cksiraksi DINA mengounakan (Qiamp
DNA Mini Kir (Qiagen, Cat: 51304) untuk memperoleh
DMNA, Preparasi sebelum melakukan ckstraksi adalah
dengzan menambahkan 60 ml Ethanol absolot ke dalam 19
ml Buffer AW 1 dan 44 ml Ethanol absolut ke dalam [3 ml
Buffer AWZ (2).

Ekstraksi IDMNA dilakukan dengan memasukkan
sampel schanyak 180 wnl ke dalam fife touch
microsentrifuge tube 1.7 ml yang bersih dan steril yvang
ditambah dengan 560 nl Buffer AV1.. Kemudian campuran
i diverter selama 15 detik dan diinkubasikan pada suhu
ruang selama 10 menit. Setelah itu disentrifus selama 1
menit dengan kecepatan 3000 rpm. Tambahkan 56( ul
Ethanol absolut dan diverrer selama 15 detik serta da
sentrifus selama 1 menit dengan kecepatan 800{ rpm.
Larutan sebanyak 700 yl dipindahkan ke dalam  Chiamp
Spin Column dan discotrifus sclama 1 menit dengan
kecepatan 8000 rpm. Cairan yan tertampung dalam Col-
lection Tube dibuang dan sisa larutan sebanvak 520 pl
dipindahkan kedalam Cellection Tube vyang baru
kemudian ditambahkan BufTer AW1 sebanyak 500 ul dan
disentrifus selama 1 menit dengan kecepatan 3000 rpm.
Cairan vang tertampung didalam Collection Tube dibuang
dan ditambahkan Buffer AW2 schanvak 500 pl untuk
mencuci membran spin column, Setelah itu disentrilus
selama 3 menit dengan kecepatan 14000 rpm. (Cairan yang
tertampung pada Callection Tube dibuang dan disentrifus
lagi selama | menit dengan kecepatan 14000 rpm.
Selanjutnya cairan beserta Collection Tube dithuang.
Qigmp Spin Columa dipindahkan ke dalam Collection
Tuhe yang baru dan ditambahkan Buffer AVE schanyak
100 pl, diinkubasi selama 1 menit dalam suhu ruang
kemudian disentrifus selama 1 menit dengan kecepatan
8000 rpm. Tahap akhir adalah Qiamp Spin Column
dibuang dan filtrat yang didalam tabung adalah DINA.
Simpan DNA pada subhu -20° O sampai akan digunakan
untuk identifikasi selanjutnyva.

Primer

Primer vang digunakan adalah dua pasang primer
elikoprotein D (gD2) (10,11} yaitu primer g3 BHV-1
Eksternal: gD-PIF (Lokas1 351-368) 57- GUCT GTG GGA
AGC GGT ACG-3") dan 2D)-P2R (Lokasi 817-796) 5°-
GTC GAC TAT GGC CTT GTG TGO-37 5 dan primer
BHV-1 Internal; gl P3F (Lokasi 394-422) 57 ACG GTC
ATA TGO TAC AAG ATC GAG AGC G-3" dan gD3-P4R
(Lokasi 716-696) 5°-CCA AAG GTG TAC CUG CGA
GCOC-3". Primer eksternal menghasilkan fragmen 468 bp
dan primer internal menghasilkan fragmen 325 bp.

Amplifikasi PCR

a.  Firsr PCR Mix menggunakan Top TagMasier Mix
Kir{((iagen, Cat ; 200203)
Kedalam tabung 200 ul dicampurkan reagen
PCR mix yang terdird dari 12.5 pl 2x Top Tag Mas-
ter Mix, (1,25 pl Primer gD3-P1F (20 oM}, (.25 pl
Primer gD>-P2 (20 uM) dan 9.5 pl RNAse Free Ha-
ter sehingga total volume mencapai 22.5 pl, Setelah
itu campuran di vorteks dan senteifus beberapa detik
dan ditambahkan remplate DNA sebanyak 2.5 ul,
Tabune dizsukkan ke dalam mesin thermal cyeler
{ Eppendor!) dengan program vang di awali dengan
Huoi start 94 selama 3 menit, kemudian 35 siklus
dimana masing-masing siklus terdiri dari denaturasi
947" selama 30 detik. pelekatan (annealing) 60°C
selama 30 detik, dan clongasi (elongarion) 72°C
selama | menit. Amplifikasi diakhiri dengan elongasi
terakhir pada suhu 72°C" selama 10 menit.

b, Second PCR Mix menggunakan Top TagMuaster Mix
Kir (Qlagen, Cat ; 200203)
Kedalam tabung 200 ul dicampurkan reagen
PCR miv yang terdiri dari 12.5 pl 2x Top Tag Mas-
ter Mix, 0.25 pl Primer gD-P3F (20 uM), 0.25 pl
Primer gl3-P4R (20 uM) dan 11 pl BNAse Free
Hater sehingea total volume mencapai 24 pl. Setelah
1tu campuran di vorteks dan sentrifus beberapa detik
dan ditambahkan produk POR pertama sebanyak |
ul Tabung disasukkan ke dalam mesm thrermial op-
cler (Eppendorf) dengan program vang di awali
dengan Haot starr 94°C" selama 3 menit, kemudian
35 siklus dimana masing-masing siklus terdin dan
denaturasi 94°C" selama 30 detik, pelekatan {anncal
ine) 6O selama 30 detik, dan elongast (clongation)
72 selama 1 menit. Amplifikasi diakhiri dengan
clongasi terakhir pada sulw 72°C selama 10 menit.



Analisa Produk PCR

Produk PCR dianalisa dengan blektrophoresis
menggunakan gel agarose (Invitrogen) 2 %o dalam buffer
TAE (Invitozen) dan syber sgfe (Invitrogen). Hasil POR
masing-masing sebanyak 10 pl kemudian dicampur dengan
lpading dve 1 pl. Campuran dimasukkan ke dalam lubang
ael agarosa di dalam elektroforesis chamber. Salah sat
lubang diisi dengan marker 100 bp (Invitrogen) sebanyak
10 pl. Elektrophoresis dilakukan pada 100 volt dan 400
ma dalam buffer TAE selama 45 menit.Hasil elekroforesis
dilihat dengan menggunakan sinar birw, pada 468 bp wmik
first POR sedanghan 325 bpuntuk second POR atau nested.,

HASIL DAN PEMBAITASAN

Gambar 1. Hasil Nested PCR terhadap virus TBR strain
Los Angeles dan Colorado
Ketermoon: M marker: Fivss POR = 468 bp (1- 5);
secowd POR atan mested = 325 bp (1-6); 1 = [BR LA-DE; 2 ~ IBR
LA-BT; 3 V155 4~ IBR Colorado; 386 = kontrol negatil’

Hasil uji PCR. mengeunakan konvensional PCR
untuk mendeteksi virus IBR ditampilkan pada Gambar 1.
Pada metode ini menggunakan dua pasang primer, yaitu
sepasang primer cksternal (gD-PIF [ gD-PIR) dan
sepasang primer internal (gD-P3F/gD- P4R). Primer
chsternal menghasilkan produk PCR 468 bp sedangkan
primet internal menghasilkan produk PCR 325bp.

Podvmerase Chain Reaction (PCR) adalah salah satu
teknik biologi molekuler untuk memperbanyak jumlah
DMA secara in-vifro dengan mempergunakan enzim poly-
merase dan perubahan temperatur. Dalam teknik PCE ini
sangat diperlukan preparasi sampel DNA, dimana untuk
mendapatkan asam nuklat merupakan langkah awal untuk
menentukan keberhasilan dalam proses identifikasi DNA
dari sampel yang Kita akan lihat. Isolasi DNA merupakan
proses yang sangat menentukan kemampuan kita untuk
mengidentifikasi DNA dari sel tersebut dan tentunya dalam
proses isolasi DNA ini membutuhkan perangkat terutama
laboratorium vang memenuhi syaral tertentu (5).
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Keungeulan PCR untuk deteksi patogen adalah
tekmnik ini tidak memerlukan proses pembiakan, mempunyai
sensitifitas dan spesifisitas vang tinggi. Menurut Van
Engelenburg ¢f of. 1993 dan Smith er of. 2000, pengujian
dengan teknik PCR untuk mendeteksi DNA virus IBR
merupakan cara yang sensitit, akurat dan pelaksanaan lebih
cepat dibanding isolasi pada biakan jaringan. Dengan PCR,
deteksi INA virus IBR dapat dilakukan lebih sering karcna
prosesnya lehih cepat (4).

(ilikoproten [ merupakan glikoprotein utama dan
penting bagi BHV-1 yang berperan dalam interaksi antara
virus dengzan sel inang vaitu membantu proses masuknya
virus ke sel mang, penyebaran virus dari sel ke scl dan fusi
virion envelope dengan membran plasma (7).

Menurut Saepulloh er af. (2008), nesred PUR
memiliki tingkat sensitivitas vang tinggl, cepat dan mudah
pengerjaannya dibandingkan dengan isolasi virus yang
merupakan metode standar, sehingga sangat ideal untuk
diagnosa rutin.

Pemakatan nPCR untuk mendeteksi ierpesvires telah
banyak dilakukan di dunia. I)i Indonesia sendiri telah
dilakukan untuk mendeteksi agen penyebab MCF
{ Malipnan Catarrhal Fever) pada sampel usapan mukosa
hidung { 18) dan untuk mendeteksi agen penyebab penyakit
IBR dari isolat vang berasal dari mukosa hidung dan se-
men sapi Jawa Timur dan Jawa Barat (12).

KESIMPULAN

Metode nPCR dengan menggunakan sepasany
primer eksternal dan sepasang primer internal darl gen
Glikoprotein mampu mendeteksi DNA virus IBR lebih
cepat dan mudah. Metode ini akan mampu mendeteksi
keberadaan virns [BR yang bersifat laten secara dini.
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