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ABSTRAK

Metode satu tahap reverse transcriptase-polymerase chain reaction (one step RT-PCR) digunakan untuk mendeteksi gen
mukleoprotein (V) virus rabies dari isolat yang berasal dari propinsi Bali (CVB751). Sepasang primer RT-PCR (RHN 17: TTU AAA
GTC AAT CAG GTG G dan RIIN 18: CCA TGT AGC ATC CAA CAA AGT) digunakan untuk mengamplifikasi bagian gen N.
fsolat rabics yang ditumbuhkan pada mencit dan sel neuroblastoma (N2A) menunjukkan hasil yang positif pada band 947, Sekuen
iz 2 produk DNA yang diamplifikasi bersama dengan 25 sekuen yang diperolch dari gen bank dianalisa dengan menggunakan
software Mega 5.05. Pada penelitian ini virus Rabies dikelompokkan menjadi 7 kelompok yaitu: 17 isolat conmral Sumatra dan south
Semnatra), 11 (4 isolat centrald Sumatra, south Sumatra dan North Sumatra), 111 {1 isolat Java), TV (9 isolat Fesr Sumatra, Flores dan
Salimantan), V (] isolat Rabies Bali), VI{2 isolat China), V11 (3 isolat dari Thailand. CVS dan India).

Rata kunci: Kabies, Gen Nukleoprotein, PCR

ABSTRACT

(hne step Method reverse transcriptase-polvmerase chain reaction (one step RI-PCR) wus wsed to detect gen mucleoprotein (N)
FsFies virus originated from Bali isolate (CVBT51). A pair of primer RE-PCR (RHN I7: TTCU AA4A GTCAAT CAG GTG G dem RHN
15 CCA TGT AGC ATC CAA CA4 AGT) was emploved to amplify gen N. Rabies Isolate that was propagated in mice and
Nemroblastoma (N24) cell showed positive result on band 947, Seguence af 2 DNA products were anulyzed together with 23
sesmences derived from gen bank using Mega 5.03 software. The analysis classify the vequences inte 7 groups namely: |7 isolates

central Sumarra and south Sumatral, 1 (4 isolates from central Sumatra, south Sumatra and North Sumatea), HI (T isolate from
Javal, IV (Qisolates from West Sumatra, Flores and Kalimantan), V(! isolate Rabics Balt), Vi (2 isolates from China), VIT(3 ivolates
vrom Thailand, CVS and Tedia).

Eepwords; Rabics, Nucleoprotein Gene, PUR

PENDAHULUAN wilayah bebas historis, misalnya Pulau Bali (2008), Pulan
Nias (2010) kini menjadi daerah endemis dan telah
Rabies merupakan penyakit zoonosis yang bersifat  mengakibatkan korban meninggal pada manusia dengan
“=2al. Virus rabies termasuk dalam genus Lyssavirus dan  tingkat kesakitan yang sangat tinggi. Pada akhir tahun
\eluarga Rhahdoviridae. Klasifikasi toksonomi Lyssavirus 2011 lalu juga telah terjadi kasus di Kabupaten Morotai,
berdasarkan perbedaan antigenik pada protein  Provinsi Maluku Utara dan Pulau Babar, Kabupaten
=ukleoprotein (N). Terdapat 6 genotipe dan virus rabies  Maluku Barat Daya, Provinsi Maluku. Sedangkan wilayah
s=masuk dalam genotipe 1 (1,3). dengan status bebas historis dari rabies ada 5 (lima)
Virus rabies termasuk virus RNA rantai tungzal  Provinsi yaitu Papua, Papua Barat, Nusa Tenggara Barat,
olaritas negatif (ss-RNA virus). Virus rabies  Kepulavan Riau dan Kepulauan Bangka Belitung. Selain
unyai panjang 180 nm dan diameter 75nm. Panjang  itu kita juga berhasil membebaskan Provinsi Jawa Timur,
1 11 12 kb dan tersusun atas lima daerah penyandi  Jawa Tengah dan DI Yogyakarta pada tabun 1997 serta
protcin  yaitu: gen Polymerase/Transkriptase (L),  DKI Jakarta yang dibebaskan pada tahun 2004, schingga
Ghikoprotein (G), Matriks (M), Non Struktural protein /' saat ini tercatat ada 9 (sembilan) provinsi di Indonesia vang
Phosphorprotein(NS/P) dan Nukleoprotein (N). Protein  berstatus bebas rabies (3).
L. NS dan N berada di dalam nukleokapsid, sedangkan Kasus rabies di Propinsi Bali pertama kali terjadi di
protein G dan M berada di dalam amplop (1,8). Kedonganan Kabupaten Badung pada bulan Nopember
Kejadian penyakit rabies di Indonesia dilaporkantelah  tahun 2008 dan Bali dinyatakan tertular secara resmi
serinfeksi virus Rabies sejak 1889 dan hingga kini masih  berdasarkan Keputusan Menteri Pertanian No. 1637.12008
‘belum berhasil diberantas, bahkan daftar wilayah tertular  tertanggal | Desember 2008, Berdasarkan kajian kasus
semakin panjang. Wilayah yang tadinya merupakan  pada manusia dan hewan, diperkirakan rabies masuk ke
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Semenanjung Bukit, Kabupaten Badung sekitar bulan April
2008 (9). Saat ini penularan rabies sudah ke seluruh
kabupaten/Kota di Propinsi Bali (3). Hal ini mungkin
disebabkan cakupan vaksinasi yang tidak optimal, kualitas
vaksinnya, penanganan vaksin, atau terjadi perbedaan
strulttural gen pada virus rabies. Perbedaan gen dapat
menyebabkan vaksin yang diberikan tidak mampu lagi
membernikan perlindungan,

Saat ini teknik molekuler banyak digunakan untuk
mendiagnosa rabies. Pada teknik ini, gen N vang bersifat
lestari di antara Lyssavirus vang lain digunakan sebagai
daerah target (4).

Tujuan penelitian 1 adalah menganalisa gen N
virus Rabies isolat vang berasal dar Propinsi Bali (CVB751)
secara molekuler yang disepadankan dengan isolat virns
rabies dari beberapa propinsi di Indonesia dan negara lain.
Hasil penelitian ini diharapkan bermanfaat untuk
mengetahui kekerabatan i1solat virus rabies Bali.

MATERI DAN METODE

Virus

Izolat virus rabies lapang berasal dan Kecamatan
Selat Kabupaten Karangasem Propinsi Bali dengan kode
CVB751. Isolat tersebut dengan uji Flowrescent Antibody
Technigue (FAT) positif dan dalam biakan jaringan
neuroblastoma (N2A) mempunyai titer 10°° TCID, - Secara
uji biologis dengan menggunakan mencit menghasilkan
titer 10** MLD, (7).

Isolasi RNA/Ekstraksi

Metode izalasi/eckstrakst RNA mengpunakan (Namp
Firal RNA Mini Kit (Qiagen, Cat: 52904 ) untuk memperaleh
RNA (2). Preparasi schelum melakukan ckstraksi adalah
dengan menambahkan 60 ml Ethanol absolut ke dalam 19
ml Buffer AW1 dan 44 ml Ethanol absolut ke dalam 13 ml
Buffer AW2.

Ekstraksi RNA dilakukan dengan memasukkan sampel
scbanyak 140 ul ke dalam life towch microsentrifuge tube
1.7 ml yang bersih dan steril yang ditambah dengan 560 pl
Buffer AV]L.. Kemudian campuran ini divorfex selama 15
detik dan diinkubasikan pada suhu ruang selama 10 menit.
Setelab itu disentrifus selama | menit dengan kecepatan
S000 rpm. Tambahkan 560 pl Ethanol absolut dan divesrex
sclama 15 detik serta di sentrifus selama | menit dengan
kecepatan 8000 rpm. Larutan sebanyak 630 pl dipindahkan
ke dalam (Qiamp Spin Column dan disentrifus selama |
menit dengan kecepatan 8000 rpm. Cairan yan tertampung
dalam Collection Tube dibuang dan sisa larutan sebanyak
520 pl dipindahkan kedalam Collection Tube yang baru
kemudian ditambahkan Buffer AW sebanyak 500 pl dan
disentrifus selama 1 menit dengan kecepatan 8000 rpm.
Cairan yang tertampung didalam Collecrion Tube dibuang
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dan ditambahkan Buffer AW?2 zebanyak 500 pl untuk
mencuci membran spin colump, Scielah o disentrilus
selama 3 menit dengan kecepatan 14000 rpm. Cairan yvang
tertampung pada { ‘allection Tube dibnang dan disentrifus
lagi sclama | menit dengan kecepatan 14000 rpm.
Selanjutnya cairan beserta Collection Tube ditbuang.
(iamp Spin Column  dipindahkan ke dalam Collection
Tube yang baru dan ditambahkan Buffer AVE sebanyak 50
ul, dimkubasi selama 1 menit pada suhu ruang kemudian
disentrifus selama 1 menit dengan kecepatan S000 rpm.
Tahap akhir adalah (iamp Spin Colummn dibuang dan filteat
yang didalam tabung adalah RNA. Simpan RNA pada
suhu -20° C sampal akan digunakan untuk identifikasi
selanjutnya

Primer

Primer yang digunakan adalah Primer untuk
mengamplifikasi gen Nukleoprotem RHN 17 (TTC AAA
GTCAAT CAGGTG Gy dan FHN 18{CCATGTAGCATC
CAA CAAAGT). Primer akan menghasilkan fragmen 947
bp(2).

Amplifikasi PCR

Amplifikasi PCR tujuannya untuk mendeteksi
keberadaan materi genetik virus rabies menggunakan
perosedur One Step RT-PUR (el Based) ((hagen, Cat:
210212)(1.2).

Kedalam tabung 200 ul dicampurkan reagen PCE mix
vang terdiri dari 5 pl One Step Buffer, 1 pl dNTP, 1 pl
Primer RHN 17 {40 uM), 1 pl Primer RHN 18 (40 uM}, 1 pl
{Ine Step Enzyme dan 11 pl RNAse Free Water sehingga
total volume mencapai 20 pl. Setelah i campuran di
vorteks dan sentrifus beberapa detik dan ditambahkan
femplate RNA sebanyak 5 ul. Tabung diasukkan ke dalam
mesin thermal cyeler (Eppendor!) dengan program yang
di awali dengan Reverse Transcriptase pada s 500 C
selama 30 menit, ot start 94°C selama 15 menit, kemudian
35 siklus dimana masing-masing siklus terdiri dari
denaturasi 95° C selama 1 menit, pelekatan (anrealing)
60" C selama | menit, dan elongasi (elongation) 72° C
selama 1 menit. Amplifikasi diakhin dengan elongam
terakhir pada suhu 72°C selama 7 menit.

Analisa Produk PCR

Produk PCR dianalisa dengan clektrophoresis
menggunakan gel agarose (Invitrogen) 2 %o dalam buffer
TAE (Invitogen) dan spher vafe (Invitrogen). Hasil PCR
masing-masing sebanyak 10 ul kemudian dicampur dengan
loading dve 1 pl. Campuran dimasuklkan ke dalam Jubang
gel agarosa di dalam elektroforesis chamber, Salah satu
lubang diizi dengan marker 100 bp (Invitrogen) schanyak
10 pl. Elektrophoresis dilakukan pada 100 volt dan 400 mA
dalam buffer TAE selama 45 menit. Hasil elektroforesis



dilihat dengan menggunakan sinar biru (2),

Sckuen dari 2 produk DNA vang diamplifikasi bersama
dengan 25 sekuen yang diperoleh dari gen bank dianalisa
dengan menggunakan software Mega 5.05.

HASIT. DAN PEMBAHASAN

Deteksi isolat rabies dari Propinsi Bali dengan kode
CVE751 dengan teknik satu tahap reverse franscriplase-
polvmerase chain reaction (one step RT-PCR)
menggunakan scpasang primer RT-PCR (RHN 17: TTC
AAA GTCAATCAGGTGG dan RHN 18: CCATGTAGC
AlC CAACAAAGT) untuk mengamplifikasi bagian N,
menunjukkan hasil yang positif pada band 947 {Gambar 1),
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EDG

Hasil RT-PUR Gen N Vires Rabies (M: Marker
(100 bp); 1 =0CVS 2=0VE 751 sml {27411 )
3 = kontrol {-) ckstraksi RNA; 4 = kontrol {-)
POUR mix)

CGambar 1.

Sckuen dari 2 produk. DNA yang diamplifikasi bersama
dengan 25 sekuen yang diperoleh dari zen bank dianalisa
dengan menggunakan soffweare Mega 5.05. Pada penelitian
virus Rabics dikelompokkan memjadi 7 kelompok yaitu: |
{7 isolat cenfral Sumatra dan south Sumatra), 1T (4 isolat
central Sumatra, sourd Sumatra dan Nowrh Sumatra), 1I1{ 1
solat Java), IV (9 isolat Hest Sumatra, Flores dan
Kalimantan), V (1 isolat Rahies Bali). V112 isolat China), VII
{3 isolatdari Thailand, CVS dan India) (Gambar 2).

Isolasi dan identifikasi organisme merupakan kegiatan
mikrobiolog vang paling penting dalam bidang kedokteran
untuk mendiagnosa penyakit, khususnya bagi virus rabies
yang bersifat zoonosis dan fatal. Saat ini metode PCR
sangat ideal untuk mendeteksi penyakit infeksi karena
cepat dan sensitif, dengan pemilihan primer yang spesifik
untuk patogen tertentu, teknik im mempunyai kespesifikan
yang tingwi. Dengan PCR, dimungkinkan untuk mendeteksi
patogen lanpa harus mengkulturkan terlebah dahulu. Tmi
sangat bermantaat bila patogen tumbuh lambat atau tidak
dapat tumbuh pada kondisi in vitre, bila metoda deteksi
konvensional kurang sensitif atau dibutuhkan diagnosis
vangr cepal. Proses POR memerlukan 2 macam primer yaitu
primer forward dan primer reverse,
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(Gambar 2. Pohon filogenetik gen N dari isolat Bali
(CVEB751) dengan beberapa virws asal

Indonesia

Gen N merupakan komponen utama di dalam
nukleokapsid internal yang mempengaruhi regulasi
transkripsi dan replikast virus rabies (12). 1dentifikasi gen
M isolat virus rabies lapang lebih cepat dan sensitif
dilakukan dengan teknik RT-PCR dibandingkan dengan
FAT (1). Pengzunaan metode PCR berdasarkan gen N
telah banyak dilakukan peneliti dan saat ini merupakan
teknik yang paling sering dilakukan untuk mendiagnosa
rabies karena merupakan salab salu gen yang jarang terjadi
mutasi (1.6) dan dapat digunakan untuk mengetahui
karakteristik. epidermologi virus rabies serta hubungan
kekerahatan virus rabies (6). i Indonesia, teknik RT-PCR
telah dikembangkan dan diaplikasikan untuk diagnosis
rabies dan praktis dipunakan pada surveilens dalam rangka
upaya pemhchasan rabies pada suatu daerah (10).

Gien N selain jarang bermutasi juga cenderung hersifal
homolog. Tingkat homologi gen N virus rabies berkisar
antara 79.7-96.8% (12), Berdasarkan sekuen gen N,
kekerahatan pohon filogenetik antara virus-virus Rabies
dapat diamati dengan lebih mudah dibandingkan dengan
menggunakan antibodi monoklonal atau metode
konvensional yvang lain. Kajian yang dilakukan oleh
Susetya ¢f al, 2003 menunjukkan virus rabies lapang di
Thailand memiliki kedekatan genetik dengan isolat dari
China sebagai bagian dari paris keturunan Asia. Pada
penelitian ini dikonfirmasi bahwa semua isolat dari
Indonesia termasuk dalam Lvssavires genotype 1,
genotype ini merupakan tipe klasik virus Rabies dan
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memiliki kekerabatan lebih dekat dengan isolat dari China
dibhandingkan dengan Thailand, India atau Srilanka (11),
sementara pada penelitian ini dapat dilihat hahwa
kekerabatan virus rabies Bali dengan isolat China jugza lebih
dekat dibandingkan dengan Thailand dan India. Untuk
virus Rabies Indonesia, kajian ini mengelompokkan virus
secara genetik menjadi 5 kelompok yaitu kelompok 1 dan 2
termasuk dalam kelompok Sumatra, kelompok 3 termasuk
dalam kelompok Jawa, kelompok 4 termasuk dalam
kelompok Flores, Kalimantan dan Sumartra Barat dan viros
Bali termasuk dalam kelompok 5. Sementara kajian yang
dilakukan oleh Susetyva dkk (2000) menunjukkan ada 3
kelompok vang secara endemis ada di Indonesia - Hal ini
menunjukkan kemungkinan telah terjadinya perubahan
secara genetis pada virus yvang ada di Tndonesia,

Banyak taktor yang menvebabkan masih adanya
kasus rabies di Propinsi Bali, antara lain cakupan vaksinasi
yang kurang dari 70 %, aplikasi vaksin yang tidak tepat,
penanganan vaksin vang kurang batk, kemungkinan anjing
vang divaksinasi sudah dalam masa inkubasi dan strain
virus vaksin vang digunakan tidak cocok dengan strain
virus yang ada di Propinsi Bali,

KESIMPULAN

Hasil analisis gen N vimus rabies Bali (CVB7351)
mengindikasikan adanya perubahan secara genetis dari
virus rabies yang ada di Indonesia.
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