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ABSTRAK

Pengujian dengan menggunakan metode PCR dan sequencing telah dilakukan terhadap
isolat IBR strain Los Angeles yang ditumbuhkan di sel MDBK dan analisis genetik dilakukan
terhadap sequen reference BoHV-1.1, BoHV-1.2, BoHV-5, CerHV-1, CapHV-1 dan SuidHV-1.
Hasil alignment nukleotida (nt) dan asam amino (aa) menunjukkan bahwa virus IBR strain Los
Angeles memiliki persentase homologi nt dan aatinggi terhadap BoHV-1.1 (nt : 100%, aa:
100%), BoHV-1.2 (nt : 98.2% , aa: 99.1% ) , BoHV-5 (nt : 89.9% , aa: 97.7% ), CerHV-1 (nt :
90% , aa: 97.8% ), homologi aa terhadap CapHV-1 dan SuidHV-1 cukup tinggi yaitu 96.1% dan
93.7% tetapi homologi nt nya rendah yaitu 74.2% dan 50.4%. Hasil analisa pohon phylogenetic
menunjukkan virus IBR strain Los Angeles termasuk dalam kelompok subtipe BoHV-1.1 namun
masih memiliki satu sumber cabang yang sama dengan BoHV-1.2, sedangkan cabang yang
terdekat lainnya yaitu BoHV-5, CerHV-1, CapHV-1 namun untuk SuidHV-1 memiliki jarak
cabang terjauh dari kelompok virus BoHV-1.1. Hasil analisis ini dapat menambah informasi
genetik yaitu identitas, persentase homologi dan kestabilan genetik isolat challenge IBR strain

Los Angeles yang digunakan di BBPMSOH.
Kata kunci: isolat, IBR, glikoprotein D, homologi, phylogenetic
ABSTRACT

The PCR and sequencing methods had been carried out to analyze genetic characteristic
of IBR strain Los Angeles grown in cell MDBK compared to the reference sequences of BoHV-
1.1, BoHV-1.2, BoHV-5, CerHV-1, CapHV-1 and SuidHV-1. Nucleotides (nt) and amino acids
(aa) alignment showed that the virus IBR strain Los Angeles has a percentage homology nt and
aa high to BoHV-1.1 (nt: 100%, aa: 100%), BoHV-1.2 (nt: 98.2% , aa: 99.1%), BoHV-5 (nt:
89.9%, aa: 97.7%), CerHV-1 (nt: 90%, aa: 97.8%), homology aa to CapHV-1 and SuidHV-1 is
quite high, 96.1% and 93.7%, but the homology nt - is low at 74.2% and 50.4%. Phylogenetic
tree analysis showed IBR virus strain Los Angeles belongs to a group subtype BoHV-1.1, but still
has one source of the same branch with BoHV-1.2, while the branches of the other nearby are
BoHV-5, CerHV-1, CapHV-1 but to SuidHV -1 have branch farthest distance from virus group
BoHV-1.1. Our results support genetic information, such as the identity, the percentage of
homology and genetic stability of challenge isolates IBR strainLos Angeles that used in
BBPMSOH.
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PENDAHULUAN

Bovine Herpesvirus-1 (BoHV-1) termasuk dalam genus Varicellovirus dan famili
Herpesviridae, subfamili Alphaherpesvirinae. Berdasarkan sifat antigenik dan genomiknya,
dibedakan menjadi subtype 1.1, 1.2a, 1.2b (12), Subtipe 1 (BoHV-1.1) sering menyebabkan
penyakit Infectious Bovine Rhinotracheitis (IBR), banyak ditemukan dalam saluran respirasi dan
prevalensi kasus banyak ditemukan di Eropa, Amerika Timur dan Amerika Selatan. Subtipe 2a
(BoHV-1.2a) secara umum banyak ditemukan pada gejala klinis infeksi saluran respirasi dan
genital seperti halnya IBR, Infectious Pustular Vulvoganitis (IPV), Infectious Balanopostitis
(IPB) dan abortus. Subtipe 2a prevalensi kasus banyak ditemukan di Brazil dan Eropa sebelum
tahun 1970 ®¥, sedangkan subtipe 2b juga ditemukan pada infeksi saluran respirasi dan IPV/IPB
tapi tidak menyebabkan abortus, prevalensi subtype ini sering ditemukan di Australia atau Eropa
©)_ Subtipe BoHV-1.2 kurang virulen dibandingkan subtipe BoHV-1.1 ®),

Terdapat beberapa virus yang bersifat heterolog namun masih dalam subfamili
Alphaherpesvirinae dan memiliki hubungan dekat dengan BoHV-1 yaitu Bovine herpesvirus 5
(BoHV-5), Cerpine herpesvirus (CerHV-1), Caprine herpesvirus (CapHV-1) yang banyak
ditemukan pada ruminansia, kelompok alphaherpesvirus lainnya yang ditemukan pada babi yaitu
Suid herpesvirus/pseudorabies. Virus BoHV-5, CerHV-1 dan CapHV-1 memiliki kedekatan/
cross reaction dengan virus BoHV-1 melalui uji serologis '®'”. Reaksi silang ditemukan antara
BoHV-1 terhadap virus BoHV-5, CapHV-1 dan CerHV-1 dengan metode enzyme linked
immunosorbent assay (ELISA) dan seroneutralization test (SN) (10, 11).

Virus BoHV-5 penyebab encephalitis pada sapi muda, virus ini telah berhasil diisolasi
pada kasus outbreak yang terjadi secara alami dan juga melalui suatu pengujian D- Suid
herpesvirus—I penyebab penyakit pseudorabies pada babi yang umum ditemukan endemis
hampir di seluruh dunia ® yang menyebabkan aborsi, mumifikasi, stillborn atau tetap hidup
namun kondisinya lemah @ Virus CapHV-1 menyebabkan aborsi pada kambing dan memiliki
hubungan yang sangat dekat virus alpaherpesvirus terutama virus BoHV-1 @3 Virus CerHV-1
penyebab penyakit mata pada kijang merah pertama kali diisolasi pada kasus outbreak di
peternakan kijang di Skotlandia tahun 1982 ¥

Gejala klinis infeksi virus BoHV-1 terlihat setelah masa inkubasi 2-4 hari yaitu terlihat
nasal discharge bentuk serosa, air liur, demam, nafsu makan berkurang, dan hewan terlihat
depresi. Dalam beberapa hari discharge dari hidung dan mata berubah menjadi mukopurulen,
jika terjadi perkawinan alami maka dapat menyebabkan infeksi genital yaitu vulvovaginitis atau
balanoposthitis. Namun, sebagian besar infeksi terjadi sangat ringan atau subklinis @Y. Virus
BHV-1 dapat ditularkan melalui aerosol secara langsung atau kontak langsung diantara
kelompok hewan dan secara tidak langsung melalui semen terkontaminasi dari shedding virus
pejantan yang terinfeksi BoHV-1 @,

Genom virus BoHV-1 memiliki double stranded DNA yang menyandi sebanyak 70
protein, yang terdiri dari 33 protein struktural dan lebih 15 protein non struktural. Glikoprotein
adalah protein struktural yang mempunyai peranan penting dalam patogenesis dan sistem
kekebalan. Glikoprotein D terdiri dari 417 asam amino berfungsi sebagai proteksi imunologis,

replikasi, penyebaran dari sel ke sel yang lain serta perlekatan virus pada sel inang .



Glikoprotein D virus BoHV-1 memiliki homologi terhadap glikoprotein D Herpes Simplex
Virus-1 1%, Glikoprotein D merupakan suatu bagian utama pada envelop virus dan membran
plasmapada sel yang terinfeksi virus 2.

Gold standard pengujian untuk mengisolasi virus BoHV-1 adalah dengan menumbuhkan
virus BHV-1 pada biakan jaringan lestari yaitu sel kultur Madin Darby Bovine Kidney (MDBK).
Beberapa metode lain juga telah dikembangkan untuk mendeteksi keberadaan virus BoHV-1
secara cepat dan spesifik yaitu metode Polymerase Chain Reaction (PCR), metode ini mampu
mendeteksi secara dini adanya infeksi laten virus BoHV-1 7.

Untuk mendeteksi subtype virus BoHV-1 diperlukan uji karakterisasi tingkat molekular
yaitu dengan menggunakan metode sequencing, karena subtype virus BoHV-1.1 dan BoHV-1.2
memiliki persentase kesamaan asam amino dan nukleotida yang sangat tinggi. Nukleotida hasil
sequencing dianalisa bioinformatika sehingga dapat diketahui identitasnya, persentase homologi
sequen, posisi nukleotida dan asam amino yang berbeda, perbedaan antara sequen sampel dan
sequen reference dari Genbank. Analisa pohon phylogenetic untuk mengetahui evolusi genetik
suatu isolat sehingga diketahui kekerabatan/ kelompoknya terhadap sequen reference dari
Genbank.

Salah satu penyakit yang disebabkan oleh virus BoHV-1 adalah penyakit IBR yang
termasuk dalam daftar Penyakit Hewan Menular Strategis (PHMS) yang menyebabkan kerugian
ekonomi yang tinggi dan memerlukan prioritas dalam pengendalian dan penanggulangan

penyakit @

untuk itu diperlukan metode pengujian yang sensitif, spesifik dan akurat. Tujuan
dari pengujian ini adalah untuk mengetahui karakter genetik IBR strain Los Angeles yang
digunakan sebagai isolate challenge pengujian vaksin IBR di BBPMSOH dalam uji Serum
Netralisasi (SN) pada sel kultur. Selanjutnya urutan nukleotida virus IBR strain Los Angeles
dibandingkan dengan sequen referencedari BoHV-1, BoHV-2 dan subfamili Alphaherpesvirinae
yang terdapat dalam Genbank untuk mengetahui identitas, persentase homologi, perbedaan asam
amino serta analisis kekerabatan melalui pohon phylogenetic. Pengujian ini diharapkan dapat

menambah informasi tentang variasi genetic dari isolate challenge IBR strain Los Angeles yang

digunakan di BBPMSOH.
MATERI DAN METODE
MATERI

a. Isolat dan Reference

Isolate virus IBR strain Los Angeles (titer 10°%) yang ditumbuhkan di sel MDBK. Referensi

sequen dari GenBank:

- Subtype BoHV-1.1: accession number KJ652529.1, KJ652534.1, AF078730.1,
KJ652535.1, M59846.1, EU523745.1, dan JN787954.1.

- Subtype BoHV-1.2: accession number AF078731.1

- Kelompok Alphaherpesvirus lain: accession number AF078732.1 (BoHV-5),
AF078735.1 (CerHV-1), AJ271966.1 (SuidHV-1), dan AY437088.1 (CapHV-1).



b. Alat dan Bahan

Bahan yang digunakan adalah Qiaamp DNA Mini Kit (Qiagen-Germany), etanol
absolut 96%, Qiagen Toptaq Master Mix Kit (Qiagen-Germany), 2 pasang Primer, RT-PCR
Grade Water, agarose, SYBR Safe, Buffer Tris Acetate EDTA (TAE) 10X, DNA marker 100
bp, blue jus, blanko solution, tisu (Kim wipes), lllustra Gel Band Purification Kit, Big Dye
Terminator Kit, Big Dye X Terminator Kit, Buffer Anode Container (ABC), Cathoda Buffer
Container (CBC), dan Polymer POP7.

Alat yang digunakan adalah Mesin PCR thermocycler, Mupid 2, Nano Drop 2000,
single channel, tips filter ukuran 0,5-10 pL, 10-100 pL, 100-1000 pL, vortex plate, plate 96
well, tube 0.2 mL, capillary array 50 cm, septa ABC, CBC, septa plate 96, dan retainer
plate, mesin Genetic Analyzer 3500 8 kapiler.

METODE
Metode PCR

Ekstraksi: sampel dan negatif kontrol diekstraksi menggunakan kit dan metode ekstraksi Qiamp
DNA Mini Kit. Pengujian ini menggunakan metode nested PCR, primer yang digunakan adalah
primer spesifik virus BoHV-1 target gen glikoprotein D Reference Rola et al 2005.PCR tahap I
(first PCR) menggunakan primer gDl F (GCTGTGGGAAGCGGTACG) dan gD2 R
(GTCGACTATGGCCTTGTGTGC), PCR tahap II (second PCR) menggunakan primer
gDNI1 _F (ACGGTCATATGGTACAAGATCGAGAGCQG) dan gDN2 R
(CCAAAGGTGTACCCGCGAGCO).

Master mix: PCR menggunakan Qiagen Toptaq Master Mix Kit, reagent master mix untuk PCR
tahap I adalah Toptaq Master Mix 12.5 pL, Primer gD1_F (20 uM) 0.25 pL, Primer gD2 R (20
uM) 0.25 uL, RT-PCR grade water 9.5 pL, DNA hasil esktraksi 2.5 pL. Reagent master mix
untuk PCR tahap Il adalah Toptag Master Mix 12.5 pL, Primer gDNI1 F (20 uM) 0.25 pL,
Primer gDN2 R (20 uM) 0.25 puL, RT-PCR grade water 11 pL, DNA hasil PCR tahap I
sebanyak 1 pL.

Amplifikasi: DNA untuk PCR tahap I thermocycler: Hot Start 95°C 5 menit, 35 cycle: 95°C 30
detik, 60°C 45 detik, 72°C 1 menit, Final elongasi 72°C 5 menit. Sedangkan tahap thermocycler
PCR tahap II: Hot Start 95°C 5 menit, 35 cycle: 95°C 30 detik, 67°C 45 detik, 72°C 1 menit,

Final elongasi 72°C 5 menit.

Elektroforesis: menggunakan mesin Mupid 2, 100 volt selama 40 menit, DNA Ladder 100 bp,
buffer TAE 1x, agarose 2%, loading dye, dan SYBR Safe. Pembacaan hasil elektroforesis

menggunakan mesin safe imager.
Metode DNA Sequencing

Isolat yang hasilnya positif pada uji nested PCR dilakukan pemotongan gel agarose
setelah tahap elektroforesis, posisi pemotongan gel agarose yang diambil adalah pada pita
amplikon 325 bp, kemudian dilakukan purifikasi menggunakan Gel Band Purification Kit (Eco
Healthcare — UK, Cat. 28-9034-70), DNA yang telah dipurifikasi selanjutnya dihitung



konsentrasi dan tingkat kemurniannya menggunakan mesin NanoDrop (Thermo - USA,
Nanodrop 2000).

Konsentrasi DNA yang telah diperoleh selanjutnya dilakukan pengenceran sesuai dengan
target panjang amplikon DNA yang diinginkanmenggunakan RT PCR grade water. Target
panjang nukleotida IBR gen glikoprotein D (primer reference Rola dkk. 2005) adalah 325 bp,
untuk panjang nukleotida sampai 500 dibutuhkan konsentrasi DNA 5-10 ng/puL. Tahap
selanjutnya pengujian Cycle Sequencing menggunakan Bigdye Terminator Cycle Sequencing Kit
dan primer yang digunakan pada PCR tahap II. Reagent yang digunakan pada master mix untuk
Cycle Sequencing adalah Big dye Terminator 2 pL, buffer sequencing 2 pL, Primer g DNI1
forward / g DN2 Reverse (20 uM) 2 pL, RT PCR grade water 3.5 nL, DNA yang telah
diencerkan 1.5 uL. Tahap thermocycler: Hot start 96°C 1 menit, 25 cycle: 96°C 10 detik, 50°C 5
detik, 60°C 4 menit.

Produk hasil cycle sequencing dipurifikasi menggunakan Big Dye X-Terminator Kit
dengan perbandingan 10 pL produk hasil cycle sequencing ditambah 45 pL SAM Solution dan 11
uL Big Dye X-Terminator Kit yang dimasukkan dalam satu tube divortex selama 30 menit.
Selesai divortex, tube dispin dan diambil bagian supernatan.10 pL produk hasil purifikasi Bigdye
X-Terminator dimasukkan ke dalam plate 96 well kemudian ditutup dengan septa well dan
dimasukkan dalam sampel retainer. Selanjutnya dilakukan pemasangan buffer katoda, anoda
serta polymer POP 7 yang belum kedaluarsa. Running FElectroforesis Genetic Analyzer
menggunakan capillary array 50 cm 8 kapiler, protokol: Std Seq Assay POP7 Z selama + 2
jam 16 menit. Perangkat lunak yang digunakan adalah software Sequencing Analysis, Segscape,

NCBI (BLAST) dan MEGAS.
HASIL DAN PEMBAHASAN

1. Hasil PCR
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Gambar 1. Hasil PCR virus IBR strain Los Angeles

Pengujian PCR tahap I (gambar 1 kiri) untuk isolat IBR strain Los Angeles menunjukkan
hasil positif pada panjang amplikon 468 bp dan pada PCR tahap II (gambar 1 kanan) hasilnya
positif pada panjang amplikon 325 bp. Dengan hasil positif pada kedua pengujian PCR dapat



disimpulkan bahwa tahap pengerjaan ektraksi hingga amplifikasi DNA berjalan baik dan pada
tahap amplifikasi tidak terdapat inhibitor sehingga diperoleh panjang amplikon DNA sesuai
dengan target yang diinginkan. Pada pengujian PCR tahap I digunakan primer dengan target
panjang amplikon yang lebih besar, sedangkan pada PCR tahap II digunakan primer dengan
target panjang amplikon yang lebih pendek dan bersifat lebih spesifik pada gen glikoprotein D
sehingga pada PCR tahap II pita amplikon lebih pendek.

Pada pengujian PCR ini tidak digunakan kontrol positif karena isolat yang diuji yaitu
isolat IBR strain Los Angeles merupakan kontrol positif yang digunakan dalam pengujian PCR
IBR dan uji SN sehingga sudah diketahui secara tepat suhu annealing kedua pasang primer
namun informasi genetik belum diketahui dan membutuhkan pengujian lanjutan yaitu DNA
sequencing dan analisa bioinformatika.Hasil PCR untuk internal kontrol pada master mix PCR
dan negatif kontrol saat ekstraksi menunjukkan tidak ada pita DNA (negatif). Hasil negatif ini
menunjukkan tidak ada kontaminasi saat ekstraksi dan master mix PCR, artinya tahap ekstraksi
hingga amplifikasi dilakukan secara benar dan bersih sehingga tidak ada kontaminasi pada setiap
tahap pengujian.

Isolat IBR strain Los Angeles yang telah ditumbuhkan di sel MDBK memiliki titer 10%*
dan mampu menimbulkan cytophatic effect (CPE) yaitu kerusakan pada sel MDBK sehingga sel
terlihat berlubang-lubang berwarna gelap. Penggunakan isolat IBR strain Los Angeles sebagai
isolat challenge pada pengujian vaksin IBR pada uji Serum Neutralisasi (SN) untuk mengetahui
potensi suatu vaksin IBR dalam pembentukan titer antibodi.

Target gen pengujian PCR yaitu glikoprotein D merupakan glikoprotein utama dan
essential bagi BoHV-1 yang berperan dalam interaksi antara virus dengan sel inang yaitu
membantu proses masuknya virus ke sel inang, penyebaran virus, dan fusion virion envelope
dengan membran plasma . 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 sifat imunogenisitas yang tinggi @)
sehingga diharapkan mampu mengurangi replikasi virus dan shedding virus dari tubuh host %,

Virus BoHV-1 merupakan salah satu virus yang memiliki kemampuan merusak sel
MDBK yang terlihat berupa Cytophatic effect (CPE), sel MDBK yang rusak terlihat seperti
lubang-lubang kosong berwarna gelap, kemampuan virus membentuk CPE juga dimiliki oleh
virus BVDV, Parainfluenza 3 bovine, CPE yang dibentuk masing-masing virus memiliki
karakteristik tersendiri, kemampuan mengenali dan membedakan kekhasan CPE masing-masing

virus diperlukan pengalaman yang banyak dalam mengamati macam-macam type CPE.

. Hasil Sequencing

a. Nukleotida

Sequen Isolat Virus IBR strain Los Angeles (panjang nukleotide £ 325)

ACGGTCATATGGTACAAGATCGAGAGCGGGTGCGCCCGGCCGCTGTACTACATGGAGTACACCGA
GTGCGAGCCCAGGAAGCACTTTGGGTACTGCCGCTACCGCACACCCCCGTTTTGGGACAGCTTCCT
GGCGGGCTTCGCCTACCCCACGGACGACGAGCTGGGACTGATTATGGCGGCGCCCGCGCGGCTCGT
CGAGGGCCAGTACCGACGCGCGCTGTACATCGACGGCACGGTCGCCTATACAGATTTCATGGTTTC
GCTGCCGGCCGGGGACTGCTGGTTCTCGAAACTCGGCGCGGCTCGCGGGTACACCTTTGG



b. BLAST(Basic Local Alignment Search Tools)

Tabel 1. Hasil Alignment menggunakan aplikasi BLAST

... | Max Total Query E
| A
Description e dent] [Accession

score score Cover

@riner'|ezfpe:z:1f|rus:hmel1|:5D|ate NVSL challenge 97-11, complete uenmm 597 597 100% 3e-167 100% JX898220.1

Bovine herpesvirus 1 alycoprotein D (USB) qene, complete cds R97 597 100% 3e-167 100% JNT87854.1
Bovine herpesvirus fype 1.1 complete genome 897 597 100% 3e-167 100%

Bovine herpesvirus type 1.1 Jura glycoprotein D precursor, gene, partial cds 897 597 100% 3e-167 100% AF07873(
Bovine herpesyirus 1 genomic US region 597 97 100% 3e-167 100% Z98199

\ Bovine herpesyirus type 1 glycoprotein glv gene, complete cds / 897 597 100% 3e-167 100% M59846.1

N

Bovine herpesvirus type 1.2 strain K22, complete genome 577 577 9% de-161 99% KM

Bovine herpesvirus type 1.2 K22 glycoprotein D precursor, gene, partial cds 577 577 99% 4de-161 99% A

Nukleotida hasil sequencing selanjutnya disejajarkan / alignment menggunakan
aplikasi BLAST (Basic Local Alignment Search Tools) di website NCBI (Genbank),
tujuannya untuk indentifikasi nukleotida hasil sequencing terhadap nukleotida yang memiliki
tingkat kesamaan terdekat di dalam database GenBank. Hasil alignment yaitu isolat virus
IBR strain Los Angeles dikonfirmasi sebagai virus Bovine Herpesvirus-1 dengan nilai
persentase Ident 100% terhadap sequen reference di Genbank dengan accession number yang
terdapat dalam Tabel 1. Dari hasil BLAST pada tabel di atas bahwa virus IBR strain Los
Angeles dikonfirmasi 100% sebagai virus dalam subtype BoHV -1.1 yaitu virus yang
menyebabkan penyakit IBR, dengan demikian isolat challenge yang dipakai dalam pengujian
vaksin IBR di BBPMSOH dan terus dilakukan pasase secara rutin sejak tahun 1990 tidak
mengalami perubahan genetik (stabil) yaitu tetap sebagai virus IBR subtipe BoHV-1.1.

c. Persentase Homologi dan Perbedaan Sequen Nukleotida dan Asam Amino

Tabel 2. Persentase Homologi dan Perbedaan Sequen nt dan aa Isolat IBR Strain Los

Angeles

Reference subfamili Persentase Homologi Sequen Persentase Perbedaan Sequen

Alphaherpesvirinae Nukleotida (nt) Asam Amino Nukleotida (nt) Asam Amino
BoHV-1.1 100 100 0 0
BoHV-1.2 98.2 99.1 1.8 0.9
BoHV-5 89.9 97.7 10.1 2.3
CerHV-1 90 97.8 10 22
CapHV-1 50.4 93.7 25.8 3.9
SuidHV-1 74.2 96.1 49.6 6.3

Tabel 2 menampilkan persentase homologi dan perbedaan sequen isolat IBR strain Los
Angeles terhadap sequence reference yang digunakan dari Genbank. Persentase homologi nt dan
aaisolat IBR strain Los Angeles terhadap reference sequence kelompok BoHV-1.1 100%
homologi identik, dan terhadapBoHV-1.2 diperoleh homologi nt : 98.2% dan aa : 99.1%.
Homologi cukup tinggi juga terhadapBoHV-5 (nt: 89.9%, aa : 97.5%) dan CerHV-1 (nt: 90%,



aa: 97.8%), namun terhadap SuidHV-1 dan CapHV-1 diperoleh persentase homologi nt yang
rendah yaitu 50.4% dan 74.2% tetapi homologi asam amino cukup tinggi yaitu 93.7% dan
96.1%. Hal ini terjadi karena nukleotida penyusun asam amino saat diterjemahkan menjadi asam
amino hasilnya tidak mengubah kode asam amino sehingga persentase homologi asam amino
tetap tinggi.

Hasil analisa di atas sesuai dengan hasil studi Ros and Belak '?, virus BoHV-1 (1.1 dan
1.2) memiliki homologi yang tinggi terhadap BoHV-5 (nt: 88.6-88.8%, aa: 88.8-90.5%), CerHV-
1 (nt: 77.1-77.5%, aa: 86.0-86.6%) sedangkan terhadap virus Prv/ SuidHV-1 memiliki homologi
yang rendah yaitu nt: 52.9-53.1%, aa: 40.1-40.7%.

Tabel 3 menampilkan perbedaan nukleotida yang diperoleh dari hasil
alignment/penjajaran nukleotida isolate IBR strain Los Angeles terhadap semua sequen reference
yang digunakan. Sequen nukleotida subtype BoHV-1.1 dan BoHV-1.2 memiliki kesamaan
nukleotida sampai nukleotida nomor 116, selanjutnya terdapat 4 perbedaan nukleotida, berikut
berturut-turut pada BoHV-1.1 dan BoHV-1.2: nomor 117 (Timin : Citosin), nomor 153 (Citosin:
Adenin), nomor 290 (Timin : Citosin) dan nomor 330 (Citosin: Adenin) secara keseluruhan
perbedaan nukleotida/perbedaan genetik antara BoHV-1.1 dan BoHV-1.2 hanya 1.8%. Namun
perbedaan nukleotida antara subtype BoHV-1.1 terhadap BoHV-5: 10,1%, CerHV-1: 10% |,
SuidHV-1: 49.6% dan CerHV-1: 25.8% (Tabel 2).

Dari hasil tabel 3 yaitu alignment sequen asam amino untuk isolatvirus IBR strain Los
Angeles dibandingkan dengan kelompok sequen reference BoHV-1.1 tidak ada perbedaan asam
amino (100% identik). Perbedaan asam amino antara isolat IBR strain Los Angeles dan BoHV -
1.2 hanya 0,9% yaitu pada asam amino nomor 97, pada subtipe BoHV-1.1 asam amino nomor 97
adalah Leusin (L) sedangkan subtype BoHV-1.2 Prolin (P). Saat isolat IBR strain Los Angeles
dibandingkan dengan sequen reference virus SuidHV-1/pseudorabies memiliki perbedaan yang
cukup signifikan yaitu 6.3% namun terhadap virus subfamili A/phaherpesvirinae lainnya yaitu
BoHV-5, CerHV-1 dan CapHV-1 perbedaanya hanya 2.3% , 2.2 % dan 3.9% (terdapat dalam
Tabel 3).

Hasil analisis pohon phylogenetic (gambar 2) model Maximum Likelihood parameter
Kimura-2 dengan menggunakan boostrap 2000 replikasi menunjukkan isolat IBR strain Los
Angeles (kotak merah) termasuk dalam kelompok subtipe BoHV-1.1 yaitu subtype virus yang
dominan menyebabkan penyakit IBR. Isolat IBR strain Los Angeles berada dalam satu cabang
bersama kelompok sequen reference BoHV-1.1 dengan accession number KJ652529.1,
KJ652534.1, AF078730.1, KJ652535.1, M59846.1, EU523745.1, dan JN787954.1. Sedangkan
subtipe B-1.2 dengan accession number AF078731.1 membentuk cabang terpisah dari subtipe
BoHV-1.1 namun masih berasal dari sumber cabang yang sama.

Penggunaan boostrap 2000 replikasi dimaksudkan untuk membedakan BoHV-1 subtipe
1.1 dan subtipe 1.2 karena kedua subtipe tersebut memiliki tingkat homologi/kekerabatan yang

) U7, sedangkan

tinggi hingga 100% (homologi asam amino) dan 99.6% (homologi nukleotida
hasil homologi antara isolatIBR strain Los Angeles terhadap sequen reference subtipe BoHV-1.2

yaitu 99.1 % (homologi asam amino) dan 98.2 % (homologi nukleotida).



Analisis pohon phylogenetic untuk subfamili Alphaherpesvirinae yang lain yaitu BoHV-
5, CerHV-1, SuidHV-1 dan CapHV-1 telah membentuk cabang tersendiri atau berbeda dengan
cabang kelompok BoHV-1. Hal ini sesuai dengan hasil analisis persentase homologi dan
perbedaan sequen nukleotida dan asam aminoantara isolat IBR strain Los Angeles terhadap
BoHV-5, CerHV-1, SuidHV-1, dan CapHV-1berikut ini: 10.1%, 10%, 49.6% dan 25.8 %. Pada
pohon phylogenetic terlihat sequen reference virus SuidHV-1 memiliki cabang yang berbeda dan
terjauh dari kelompok virus BoHV-1 sesuai dengan persentase perbedaan sequen nukleotida
yaitu 49.6%. Hasil analisa yang sama juga ditemukan pada hasil studi Ros and Belak'®, analisa
pohon phylogenetic untuk isolat BoHV-1.1 memiliki satu sumber cabang dengan BoHV-1.2,
sedangkan cabang yang terdekat lainnya yaitu BoHV-5, CerHV-1, CapHV-1 namun untuk
Prv/SuidHV-1 memiliki jarak cabang terjauh dari kelompok virus BoHV-1.
Tabel 3. Hasil Alignment SequenNukleotida antara Isolat IBR strain Los Angeles dengan

Sequen Reference BoHV-1.1, BoHV-1.2 dan subfamili Alphaherpesvirinae

#BoHV-1_strain_Los_Angeless ACG GIC ATA TGG TAC ARG ATC GAG AGC GGG TGC GCC CGG CCG CTG TAC TAC ATG GAG TAC [ &0]
#KJE52529.11BOHV-1.1/2004/MNL/USA_gD e e T e e S T e U U 255 1)
#KJEE2534.1|BoHV-1.1/2012/1/MNE/USA_gD L B e s e Dy o e b e b e e e e e e ol ) |
$AF078730.1]_BoHV-1.1_ Jura_gD 1999 sweden R 2
$KJE52535.1|_BoHV-1.1/Abu-Hasmad/2013/1/Eqypt_gD B i A -5
$M5224€.1|HSBGIV BeHV-1 gD 1333 L. e e e W N N A WEN WA R e e e, ERDY
$ZUS23745.1|_BoHV-1_PD_ADMAS- 2008_INDIA Bt 5
#IN787954.1|_BoHV-1_gD_(USE) _: china e .. T R R R T R RN s e TR
$AF078731.1|_BoHV-1.2_K22Z_gD 1999 sweden [ &0]
$AF078732.1|_BoHV-5_NSE5_gD_1993. sweden [ 801
SAFOTE735. rid_herpesvirus_l Banffshire B2 gD 1299 sweden .. e R LR [ €01
$AJZ71966.1|_Suid herpesvirus_l_stzain_Kaplan_gD 2006_Gezmany Gh. v B .. [ 801
#AY437022.11_Caprine_herpesvirus_l_strain_EZ/CH_ gD 2006 _Belgium . Ch. c . GIG ... .u. ... [ 60)
#BoHV-1_strain_Los_Angeles ACC GRG TGC GAG CCC AGG ARG CAC TTT GGG TAC TGC CGC TAC CGC ACA CCC CCG TIT TGE [120]
#KJE52525.1|BOHV-1.1/2004/MNL/USA_gD SmmiEam aen s aRe snemnslREnlanL L00 Qi d Rew mee e eER e e e e
#KJE52534.1|BoHV-1.1/2012/1/MNE/USA_gD T EmE e m— e ———

$AF078730.1|_BoHV-1.1_Jura_gD_1995.sweden iy e i S
#KJE52535.11_BoHV-1.1/Abu-Hammad/2013/1/Eqypt_gD Snb end msasen sl sl SeE o SENUREL Des Ses Sde s

#M59846.1|HSBCIV BeHV-1 gD 1833 ... .. -
$2US23745.11_BoHV-1_PD_ADMAS-1_gD_2008_INDIA e

#IM787954.1|_BoHV-1_gD (USE)_2012 china  auu ans S ;

$ATO78731.1|_BoHV-1.2_K22_gD 199%.sweden ... ... e et o

#AF0728732.1|_BoHV-5_N565_gD 1953.sweden B - A c -

#AF078735.1|_Cezvid_herpesv: ) 1 Banffahire 82 gD 1999 swedan ... ... ... 2.0 oo Cun cie cie aal iis wen wae ses s

$AJ271966.1|_Suid_herpesviz strain_Kaplan_gD_2006 Germany G.. ..€C ... ..C ... ... C.. AT. ... ... €G. ... ..G CG

#AY437038.1|_Caprine_herpesvirus_l strain E/CH gD 2006 Belgium CAR ... ... ..C . ol S e fain gRlEE mG SN

#BcHV-1_strain_Los_Angeles GAC AGC TIC CIG GCG GGC ITC GCC TAC CCC ACG GAC GAC G-
#HJE52525.1|BOHV-1.1/2004/MNL/0sA gD 0 ... ... da Waa mea aae aEs s SEa Sad mes mde e WF
#KJE52534.11BoHV-1.1/2012/1/MNE/USA_gD -
$AF078730.1|_BoHV-1.1_Jura_gD_1995.sweden -
#KJE52535.1|_BoHV-1.1/Abu-Hammad/2013/1/Egypt_gD bt}

#M55846.1 |HSBCIV_BoHV-1_gD 1593 =
#IUS23745.1]_BoHV-1_PD_ADMAS-1_gD 2008_INDIA -
$IH787554.1|_BoHV-1_gD_(USE)_201Z_china T e e e o M

$AT078731.1|_BoHV-1.2_K22_gD 1999 sweden T el Y | i L e e G s it o
$AF078732.1|_BoHV-5_N5€5_gD_1999.aweden w B e e e meE ey eEW awe SR GEE WER R LT

#AF078735.1|_Cervid hexpesvirus_l Banffshire 82 gD 1999 sweden AC. ... ... ... c.u tos wes sss 202 2ss sss sas sas a™a

#AJ271966.1|_Suid herpesvirus_1_strain Kaplan gD 2006 Germany TGE .C. CCG TCC ... .A. .A. ATG .T. ... ... .G ... .-.

#AY437088.1|_Caprine herpesvirus_l _strain E/CH_gD 2006 Belgium .C. ... ..T ... T.T .6 ... ..G ... A.. ... .CB ..T .-

;fBuH“,‘-I_!tzlin_Lcl!_l.ngclI! GGC GCC CGC GCG G-C TCG TCG AGG GCC AGT ACC GAC GCG CGC TGT ACA TCG ACG GCA CGG [240]
[#KJE52529 . 1|BOHV-1_1/2004/4N1/USA gD e R WER e i S e e, e A s e [240]
[#KJE52E34.1 |BoHV-1.1/2012/1/MNE/USA_gD - [240]
|#AFO78730.1|_BoHV-1.1_Jura_gD_1999.sweden - 12401
[#¥7652535.11_BaHV-1.1/Abu-Hammad/2013/1/Egyps_gD - 12401
|$MESB4E. 1 |HSBGIV_BoHV-1_gD 1323 T waw saw mrs wsw awas waw wws [240]
|§EU523745.11_BoHV-1_PD_ADMAS-1_gD 2008_INDIA B o ot N N M= LS el vl 1240}
[#IN727954.1|_BoHV-1_gD_(USE)_201Z_china W e e T [240)
[#AFD78731.1|_BoHV-1.2_K22Z_gD 1999.sweden - o {2401
[#AF078732.1|_BoHV-5_NS65_gD_1339. sweden S S A ol t240}
|#AF078735.1|_Cervid herpesvirus_l Banffshire_B2_gD_1999 sweden ... ... ... ... .=. ... C.. N-3 -G [240]
[#AJ271966.1|_Suid_herpesvirus_l_strain Kaplan_gD 7006 Germany ... T.. G.G ... .=T ..A A.. .eu coe con con 2B .CT.G c.¢ .G T.A  [240]
|#AY437088.1|_Caprine_herpesvirus_1_strain E/CH_gD_2006_Belgium €.. ... ... AN .=. ... weu cen eoe o ... -G. .G. .CG AA.. A [240)
|#BoHV-1_strain_Los_Angeles T-C GCC TAT ACA GAT TIC ATG GIT TCG CIG CC- GGC CGG --C G-A CIG CTG GIT CIC GAA [300]1
:QKJSSZEZS.J.|EOH‘.’-}.1,—‘2-30-1.’}'31'1)’531\_q3 e™e auw 4se AEE Tes sdw 4e3 Aes ek we AT ese se . 8% eae ee et wes see [300]
[#HJE52534.1|BaHV=-1.1/2012/1/MNE/USA_gD s PSR £ R A [300]
[#AFOTET730.1|_BoHV-1.1 Jura gD 1995 sweden e bam e 2 e iaieis - - [300]
|#KJE€52535.1|_BoHV-1.1/Abu-Hammad/2013/1/Egypt_gD - ER R - - 1300}
EGHSSB!G..'[IHSEGIV_BnHV-l_gD_:lSSS = PETERPLL A e g e e [300]
|#EUS23745.1|_BoHV-1_FD_ADMAS-1_gD_2008_INDIA - e i _— e 1300}
|#INTB7954.1|_BoHV-1_gD_(USE)}_2012_chins - iarh AL S S — .- e A s EB00]
[#AFD78721.1|_BoHV-1.2_K22_gD_1999.sweden - i S - .- ¥ T (||
|§AFO78732.1|_BoHV-5_NSE5_gD_1395.sweden S N CiC..- ..A .C. G-- —=, .G. 13001
|#AFD78735.1|_Cezvid_hesz izus_1_Banffshire_82_gD 1999 sweden .-. ... ..C ..G ..C . e e T e O e S e stae EA0]
[#AJ271966.1|_Suid_herpesvizus_l_stcrain_Kaplan_gD_2006_Germany A-. AT. CIC ..C ..C ... ... GG....C].C .AG G.. CAA .AG TGC .C. T.C GC. CGC [300]
[#A¥437088.1|_Caprine_herpesvirus_l_strain EI/CH gD 2006 _Belgium C-. A.. ..C € ..C C ... -.C .CA G~ == .AG ... ... ... ... I.G [300)]
[#BoHV-1_strain_Los_Angeles A-C TCC GCG CGG CIC GCG GGT ACA CCT TIG G [331]

|#KJE52529.1|BOHV-1.1/2004/HMN1/USA_gD SEL e wan sk sawa ddia e dke ekl aaa [331]
[#KJE52534.11BaHV-1.1/2012/1/MNE/USA_gD - asa » [331]
[#AFO78730.1|_BoHV-1.1_Jura_gD_1995.aweden = ces n - [331]
[#KJ652535.1|_BeHV-1.1/Abu-Hammad/2013/1/Egype_gD - Yas & 13311

l#M59846. 1 |HSBGIV_BoHV-1_gD_1953 - e <ee - [831]
|#EUS23745.1|_BoHV-1_PD_ADMAS-1_gD_2008_INDIA - PR S ¢ - b
|#IH787954.1|_BoHV-1_gD_(US€)_2012_china - R ~es - [831]
|#AFO78731.1|_BoHV-1.2_K22_gD_1999.sweden - i Sy --A . [881)
$AF078732.1|_BoHV-5_NSES5_gD_1985_sweden AR e | -C. . 991}

|#AF078735.1|_Cervid herpesvirus_1 Ba ire_82_gD_1999_sweden G-. ..A ... ... AGh . .CA . [331]

[#RJ271966.11_Suid_herpesvirus_1_st plan_gD_2006_Germany G-T GGR C.R GC- AC. ..A C AG. .C. . [331]
$AY437088.1|_Caprine_herpesvirus_l_strain E/CH gD _2006_Belgium G-. G.A ..A .T. RCG .CA . [331]

Catatan : sequen menggunakan primer internal lokasi gDN1_F (394-422), gDN2 R (716-696)



Tabel 4. Hasil Alignment Sequen Asam amino antara Isolat IBR strain Los Angeles dengan

Sequen Reference BoHV-1.1, BoHV-1.2 dan subfamili Alphaherpesvirinae

#BoHV-1 strain Los Angeles TVINYKIESG CARPLYYMEY TECEPRFHFG YCRYRTPPEW DSFLAGFAYP TDD-AGIDYG [ 60)
#KJ652529.1|BOKV-1.1/2004/MN1/USA_gD W aassssssss sasssssens was Tereaes [ €0)
#XJ652534.1|BoHV-1.1/2012/1/MN6/USA_gD L I [ 60]
$AF076730.1|_BoKV-1,1_Jura gD 1999.sweden BOHV-L1  **%%@r sss eeriinens i i e =i [ 60]
#KJ652535.1|_BoHV-1.1/Abu-Hammad/2013/1/Eqypt_gD - - § Gandnrames. ANTEeRveRRLETE e [ 60]
$M59846.1|HSBGIV BoHV-1 gD 1893 || sesesussss sassssasss ssssssssss ssssssssss sessassess sss =eieaas [ 60]
4EUS23745.1|_BoHV-1_PD ADMAS-1 gD 2008 INDIR || = memmeememem mmliiiiiis seeessesns seesesiees seansssens aee —veraas [ 60)
#JN707954.1| BoHV-1 gD (US6) 2012 chinda = |} ciiieuesus sessssesus sesssssses sesnessess sessesaens was erenes [ 60)
$AF078731.1| BoHV-1.2 K22 gD 1999.sweden —— BOHV-12  ....iiei seivinenns sincnnnnns sanesnnes seasnnsens sas s { 60)
$AF078732,1|_BoHV-5 NS65 gD 1999.sweden  ..iiies seeeeeeans 8K s s Bl e samsimnn -..AGH, [ 60)
#AF078735.1|_Cervid herpesvirus 1 Banffshire 82 gu _a»ss_sweue +.Viiiesen o Divin T PR - AH [ 60)
#AJ271966.1|_Suid herpesvirus 1 strain Kaplan gD 2006 Germany H.A..R.AD. ..HL..FI.. AD.D..QI.. R..R..T.M. WIPS.DYMF. .E.-..RAH. [ 60)
$AY437088.1) _Caprine herpesvirus 1 strain E/CH gD 2006 Belgium ..A..R..H. ......V... Q..D.N... sallea AveosS T .A.-..ARH. [ 60)
#BoHV-1_strain Los Angeles GARA-SSRAS TDARCISTAR -AYTDFMVSL -GR--LLVLE -SARLAGIFL [110])
#KJ652529.1|B08V-1.1/2004/MN1/USA_gD PeeeTueaes sarsussues iessanann T Siasasnans [110]
$#KJ652534.1|BoHV-1.1/2012/1/MN6/USA_gD vessTusass sersusenns “sesnsvans e ==saaus enessenes [110)
$AF078730.1|_BoHV-1.1 Jura gD _1999.sweden BDHU- PersTanaan sasessunan iasnennan "eaTTaeuen Seneasanen [110]
$KJ652535.1|_BoHV-1.1/Abu-Hammad/2013/1/Egypt gD Cere=aseee serenneans LT e RN 110)
$M59846.1 |HSBGIV_BoHV-1 gD 1893 e T Sereasanes [110]
$EU523745.1|_BoHV-1_PD_ADMAS-1 gD 2008_INDIA Cheemaeees saerenenns s mreaeenes (110
$JN787954.1| BoHV-1 gD (US6) 2012 china e =—iises Seasnesans 110]
$AF078731.1|_BoHV-1.2_K22_gD 1999, sweden — BOHVAT s . TP [110]
$AF078732,1|_BoHV-5_NS65_gD 1999, sweden semiBuviesiBunaonvas PA--G..... ~ees800aS [120]
$AF078735.1|_Cervid herpesvirus_1 Banffshire 82 gD 1999 sweden ....=.P... .Guveruens PA--R..... =.eRere§ [120)
#AJ271966.1| Suid herpesvirus 1 strain Kaplan gD 2006 Germany .56.-.T... .G.W.P... . PEGQECPFAR -GP-T.R.S5 ([110])
#AY437088.1|_Caprine herpesvirus 1 strain E/CH_gD_2006_Belgium R..E-..... . PA--E....* =A.LT....S [110]

Catatan: sequen menggunakan primer internal lokasi gDNI_F (394-422), gDN2 R (716-696)

d. Pohon Phylogenetic
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ABEE R A
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L AF078731.1]_BoHV-1.2_K22_gD_1999 sweden JBoHV-1.2

-

AF078732.1|_BoHV-5_N565_gD_1999 sweden JBoHV-S
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Gambar 2. Hasil Analisis Pohon Phylogenetic

Virus BoHV-1 setelah masuk dan menginfeksi akan menyebar dari infeksi lokal ke
sistem syaraf melalui sel syaraf tepi mencapai ganglia trigeminal dan lumbosakral dan menetap
dalam keadaan laten. Sciatic, ganglia trigeminal dan fonsil adalah tempat terjadinya latensia
setelah penyakit genital dan pernapasan V. Sifat laten ini membuat virus akan terus menetap dan
akan terus dibawa dan dapat diinfeksikan ke sapi lain sehingga virus akan menyebar. Virus
BoHV-1 yang menetap ini dapat diaktifkan atau dipicu dengan beberapa hal seperti transportasi,

proses kelahiran dan pengobatan dengan glucocorticoid (*?).



Penyakit IBR yang bersifat laten dan menetap merupakan sumber penularan dan
shedding virus, penyakit yang termasuk dalam daftar PHMS dapat dicegah dengan beberapa
cara yaitu mencegah masuknya agen penyakit dari luar berupa produk impor yang membawa
agen penyakit IBR, mencegah menyebarnya penyakit dari pusat-pusat pembibitan ternak,
menjamin bebasnya semen beku yang digunakan dalam program inseminasi buatan dengan
menghindarkan adanya kontaminasi semen dengan agen penyakit IBR dan beberapa cara lain
dalam hubungannya dengan masalah penularan penyakit secara congenital '® Pencegahan dapat

juga dilakukan dengan cara vaksinasi.
KESIMPULAN

1. Metode PCR dan sequencing pada gen target glikoprotein D telah mampu mendeteksi DNA
virus BoHV-1, hal ini dapat dijadikan sebagai metode secara akurat dan tepat untuk
karakterisasi genetik kelompok virus BoHV-1.

2. Hasil analisis aplikasi BLAST dan pohon phylogenetic menyimpulkan isolat IBR strain Los
Angeles dikonfirmasi 100% sebagai virus dalam subtipe BoHV -1.1 yaitu virus yang
menyebabkan penyakit IBR dan walaupun terus dipasase tidak mengalami perubahan genetik.

3. Hasil alignment nukleotida (nt) dan asam amino (aa) menunjukkan bahwa virus IBR strain Los
Angeles memiliki persentase homologi nt dan aa tinggi terhadap BoHV-1.1 (nt : 100%, aa:
100%), BoHV-1.2 (nt : 98.2% , aa: 99.1% ), BoHV-5 (nt : 89.9% , aa: 97.7% ), CerHV-1 (nt :
90% , aa: 97.8% ), homologi aa terhadap CapHV-1 dan SuidHV-1 cukup tinggi yaitu 96.1%
dan 93.7% tetapi homologi nt rendah yaitu 74.2% dan 50.4%.

4. Masih diperlukan kajian karakteristik genetik dan analisa epidemiologi terhadap isolat virus
BoHV-1 di Indonesia untuk mengetahui subtipe genetik sehingga terdapat kesesuaian subtipe

isolat virus BoHV-1 di lapangan dan vaksin yang digunakan.
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