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ABSTRAK

Tujuan penelitian ini adalah mengkaji keberadaan dan karakteristik molekuler virus Newcastle di-
sease (VND) di tiga wilayah Kabupaten di Jawa Timur. Sampel usapan kloaka diambil dari 289 ekor ung-
gas (262 ekor ayam dan 27 ekor bebek) pekarangan, pedagang di pasar unggas hidup, peternak, dan
pengepul di wilayah Kabupaten Probolinggo, Situbondo, dan Bondowoso. Sampel usap kloaka ditu-
mbuhkan pada telur ayam berembrio (TAB) dan deteksi virus dengan Real Time Reverse Transcription
Polymerase Chain Reaction (rRT-PCR) matrix (M). Patogenisitas virus ditentukan melalui rRT-PCR Fusion
(F) dan sekuen gen F. Sejumlah delapan isolat lapang VND yang didapat, semuanya mempunyai afinitas
lebih tinggi dengan serum Komarov dibandingkan dengan B1. Hal tersebut sesuai dengan reaksi positif
yang ditunjukkan oleh rRT-PCR F. Analisis sekuen nukleotida menegaskan adanya motif asam amino
multibasic pada cleavage site protein F, terbukti dari enam isolat asal ayam dan satu isolat asal bebek
memiliki motif RRQKRF", sedangkan satu isolat asal bebek lainnya mempunyai motif"™> RRRKRF"’.

Kata kunci: virus Newcastle disease, rRT-PCR, fusi, matrik, multibasik

ABSTRACT

The purpose of this study were to assess the presence and molecular characteristics of Newcastle
disease virus (NDV) in three districts of East Java. Two hundred eighty nine of cloacal swab samples
were taken of birds (262 of chickens and 27 of ducks) backyards, farms, collection facilities, and live bird
markets in the districts of Probolinggo, Situbondo, and Bondowoso. The virus was grown in embryo-
nated chicken eggs (ECE) and virus detected by Real Time Reverse Transcription Polymerase Chain Re-
action (rRT-PCR) matrix (M). Pathogenicity was determined by rRT- PCR Fusion (F) and F gene sequen-
cing. All of eight NDV isolates obtained in this study had higher affinity towardKomarovcompared to B1
sera,which further supported by positive rRT-PCR F. Nucleotide sequence analysis confirmed the pre-
sence of the multibasic amino acid motif of the F protein cleavage site; six isolates of chicken origin and
one isolate of duck have ™RRQKRF" motif, whereas theother duck isolate showed "RRRKRF"” motif.
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PENDAHULUAN

Usaha perunggasan merupakan bidang yang
paling diminati di Indonesia, terutama di pulau
Jawa. Nilai ekonomis dan teknik dalam beternak
unggas yang relatif mudah, merupakan alasan
masyarakat Indonesia secara umum memilih untuk
beternak unggas. Dalam pengembangan usaha pe-
ternakan unggas banyak ditemukan beberapa ken-
dala yang mengancam produktivitas, diantaranya
yang paling fatal adalah serangan wabah penyakit
menular (Tarmudji, 2005). Satu diantara penyakit
yang paling umum menyerang unggas adalah virus
Newcastle disease.

Virus Newcastle disease (VND) tergolong dalam
Avian paramyxovirus serotipe 1, dan terbagi men-
jadi kelas I dan kelas Il. Virus ND memiliki enam gen
utama yang mengkode protein struktural 3’ -NP-P-
M-F-HN-L-5" dan dua protein non struktural W dan V
(Gambar 1) (Huang et al., 2003). Protein M (Matrik)
terletak pada permukaan bagian dalam dari virus
yang berfungsi sebagai perakitan virus yang ber-
interaksi dengan protein nukleokapsid. Protein F
(Fusi) berfungsi sebagai perantara fusi dari virus
ke sel (Yusoff dan Tan, 2001). Strain virus yang
bersifat avirulen dan virulen dapat dibedakan dari
sekuen motif cleavage site pada protein F. Strain
virus yang avirulen (lentogenik) memiliki asam
amino monobasik pada protein F yaitu 112 G-R/K-
Q-G-R|L117 dan strain virus virulen (mesogenik dan
velogenik) memiliki asam amino multibasik pada
protein F yaitu 112R/G/K-R-Q/K-K/R-R | F117 (Dortman
et al., 201).
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Gambar 1 Struktur genom virus Newcastle disease (Huang
etal., 2003)

Wabah Newcastle disease (ND) pertama kali ter-
jadi di Jawa, Indonesia dan Newcastle Upon Tyne,
Inggris yang dilaporkan sekitar pertengahan tahun
1920 (Dortmans et al., 2011). Data yang dilaporkan
oleh OIE (2015) tentang kejadian ND di Bali, Indo-
nesia pada tahun 2007, sekitar 1500 hingga 8000
ekor ayam terinfeksi ND setiap bulannya, sedang-
kan kasus di Jawa Timur dilaporkan sekitar 100 sam-
pai 1500 ekor unggas terinfeksi ND tiap bulannya
dan melonjak menjadi 14000 kasus pada Februari
2011. Beberapa laporan mengenai isolat yang ber-
hasil dikoleksi di Indonesia yaitu, tahun 2009 isolat
tersebut bernama NDV/Bali-1/07 yang merupakan
isolat strain velogenik dengan indeks patogenisitas
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mean death time (MDT) 54 jam (Adi et al., 2010),
tahun 2013 kode isolat Il dan XIlll tergolong strain
mesogenik kode VIII merupakan strain lentogenik
dan TW strain velogenik yang semuanya berasal
dari Tangerang (Emilia, 2015). Panus et al., (2015)
berhasil mengisolasi 3 isolat mesogenik dan 15 iso-
lat velogenik diperoleh dari Kabupaten Subang.
Darniati (2014) juga mendapatkan isolat velogenik
lebih banyak daripada isolat mesogenik maupun
lentogenik.

Jawa Timur merupakan wilayah kedua setelah
Jawa Barat yang memiliki populasi ternak ung-
gas terbanyak dengan total populasi 265 juta ekor
(BPS, 2015). Kabupaten Probolinggo, Situbondo,
dan Bondowoso di Jawa Timur, secara umum me-
miliki sistem pemeliharaan unggas secara backyard
atau dikenal sebagai peternakan sektor empat de-
ngan penanganan biosecurity yang sangat lemah.
Ketiga kabupaten tersebut juga didominasi oleh
pasar unggas hidup yang dinilai kurang higienis.
Kondisi pasar unggas hidup berkontribusi dalam
penyebaran penyakit Newcastle, karena hampir
semua pasar unggas hidup di Indonesia tidak me-
miliki sanitasi yang maksimal sehingga kemung-
kinan adanya kontaminan cukup tinggi. Unggas
yang diperdagangkan pada pasar unggas hidup
juga tidak didukung dengan informasi yang jelas
tentang asal usul unggas dan status kesehatannya
yang berkontribusi terhadap penyebaran penyakit
ND. Oleh karena itu, unggas yang terinfeksi dalam
pasar unggas maupun dari luar pasar mampu men-
transmisikan penyakit dengan mudah. Susta et al.,
(2014) menemukan beberapa isolat positif yang
berasal dari pasar unggas hidup dan peternakan
tanpa gejala klinis (asimtomatis).

Informasi terkait peredaran infeksi VND pada
unggas di kabupaten Probolinggo, Situbondo, dan
Bondowoso tersebut belum pernah dilaporkan se-
carailmiah. Oleh karena itu, penelitian ini bertujuan
untuk mendeteksi, mengisolasi, dan mengarakteri-
sasi patotipe VND di tiga wilayah Kabupaten terse-
but. Data yang diperoleh dari penelitian ini dihara-
pkan dapat menjadi referensi untuk pengendalian
penyakit di wilayah tersebut.

BAHAN DAN METODE

Sampel usapan kloaka diambil dari 129 ayam
kampung, 77 ayam pedaging, 40 ayam bangkok, 10
ayam arab, empat ekorayam petelur, dua ekorayam
ketawa, 20 itik, dan tujuh ekor entok. Pengambilan
sampel penelitian dilakukan di pekarangan, penge-
pul, peternak, dan pasar unggas dari Kabupaten
Probolinggo, Situbondo, dan Bondowoso.

http://www.journal.ipb.ac.id/indeks.php/actavetindones
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Tabel 1 Data sampel asal usapan kloaka di wilayah Jawa Timur

NO KABUPATEN KECAMATAN Nama Isolat Unggas Jsum'ah
ampel
Ayam broiler 7
Situbondo IDNSIT Mentok 7
Ayam kampung 10
Ayam arab 10
Ayam broiler 10
Asembagus IDNABG Ayam kampung 10
Bebek 10
Kapongan IDNKAP Ayam kampung 3
Ayam kampung 6
Ayam broiler 10
Ayam ketawa 2
Panji IDNPII Ayam kampung 10
1 SITUBONDO Ayam bangkok 10
Ayam kampung 10
Ayam bangkok 10
Bebek 10
Panarukan IDNPRN Ayam broiler 10
Ayam broiler 10
Ayam kampung 6
Mangaran IDNMGR Ayam broiler 10
Ayam bangkok 10
Arjasa IDNARS Ayam broiler 10
Bungatan IDNBUN Ayam kampung 6
Ayam kampung 8
Kendit IDNKEN Ayam bangkok 10
Ayam petelur 4
Prajekan IDNPRJ Ayam broiler 10
2 BONDOWOSO . Ayam kampung 11
Wonosari IDNWON Ayam kampung 11
Grujugan IDNDDP Ayam kampung 11
Ayam kampun 10
3 PROBOLINGGO __ Kraksan IDNSMP Bobek 10
Gending IDNGEN Ayam kampung 7
JUMLAH 289

Peralatan yang digunakan cotton swab, mikropi-
pet, mikrotips, spuit 1 cc, spuit 5 cc, plat mikrotitrasi
96 sumuran, freezer, refrigerator, sentrifus, vortex,
inkubator, dan BSC level 2 (Biosafety cabinet). Ba-
han yang digunakan telur ayam berembrio (TAB)
spesific patogen free (SPF), penicillin, streptomycin,
alkohol, red blood cell (RBC) ayam, Phosphat buffer
saline (PBS), dan media transport Brain Heart Infu-
sion Broth (BHIB). Pengambilan sampel swab kloa-
ka menggunakan cotton swab kemudian dimasuk-
kan pada tabung 2 ml yang telah berisi media BHIB
dan ditransportasikan dalam rantai dingin (antara
4 sampai 8 °C) sampai saat akan dilakukan pengu-
jian. Pooling dilakukan dengan setiap pool terdiri
5-7 individu (100 pl per individu) berdasarkan asal
pengambilan dan jenis sampel, sehingga didapat-
kan total isolat pool sebanyak 56 pool.

Isolasi virus dilakukan dengan menginokulasi-
kan sampel pool yang telah ditambahkan 10000 1U/
ml penisilin dan 10 mg/ml streptomisin pada TAB
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SPF berumur 9 hari melalui ruang alantois. Telur
ayam berembrio diinkubasi selama 4 hingga 7 hari
pada suhu 37 °C (OIE, 2012). Pengamatan dilakukan
setiap 8 jam dan TAB yang mati disimpan di dalam
refrigerator. Cairan alantois dipanen dan diuji ada
tidaknya aktivitas virus dengan uji HA, HI dan rRT-
PCR gen M sebagai peneguhan awal bahwa virus
yang terisolasi adalah VND. Sampel pool yang ter-
deteksi positif dengan PCR selanjutnya dilakukan
pengujian kembali pada sampel usap kloaka secara
individu berdasarkan sampel pool positif.

Uji Haemagglutination (HA) dan uji Haemag-
glutination Inhibition (HI) berdasarkan OIE (2012).
Isolasi RNA virus dari sampel swab kloaka menggu-
nakan High Pure Viral Nucleic Acid Kit sesuai dengan
prosedur standar dari Roche®. Amplifikasi real-time
reverse-transcriptase polymerase chain reaction
(rRT-PCR) menggunakan Ag-Path ID TM One Step
RT-PCR kit dari Ambion®.

Protokol primer dan probe yang digunakan pada



penelitian ini yaitu untuk matriks (primer forward
M+4100 5'- AGTGATGTGCTCGGACCTTC-3/, probe
M+41695' FAMTTCTCTAGCAGTGGGACAGCCTGC
[BHQ-3]', reverse M-4220 5' CCTGAGGAGAGGCATTT-
GCT A-3' dan fusion (primer forward F+48295'GGTG
AGTCTATCCGGARGATACAAG-3/, probe F+4894 5'
FAM AAGCGTTTCTGT CTCCTTCCTCCA[BHQ-3], re-
verse F+4939 5’AGC TGTTGCAACCCAAG-3') (Wise et
al., 2004; Pedersen, 2005). Masing-masing primer,
tahapan RT selama 30 menit pada 50 °C dilanjutkan
dengan 95 °C selama 15 menit. Siklus PCR yang digu-
nakan sebanyak 40 siklus yaitu terdiri dari denatu-
rasi selama 10 detik pada 94 °C, annealing selama
30 detik pada 52 °C dan extension selama 10 detik
pada 72 °C. Primer gen F memiliki waktu annealing
optimal 30 detik pada 58 °C.

Isolat positif berdasarkan rRT-PCR diampli-
fikasi menggunakan primer forward 4100 's-
AGTGATGTGCTCGGACCTTC-3" dan reverse 5090
'5-TCATTAACAAAYTGCTGCATCTTCCCWAC-3' (Wise
et al., 2004; Kim et al., 2007). Produk PCR dielek-
troforesis pada gel agarosa 1 % pada tegangan 120
V selama 35 menit. Pita amplikon berada pada 990
basepair (bp) dan dipurifikasi dengan QlAquick gel
extraction kit sesuai dengan prosedur yang dire-
komendasikan. Amplikon murni disekuensing ber-
dasarkan metode sanger menggunakan BigDye®
Terminator v3.1 cycle sequencing kit (Thermo Fisher
Scientific).

Analisis Data

Seluruh data yang diperoleh dari penelitian ini
dianalisa secara deskriptif berupa tabel dan gam-
bar berdasarkan uji HI, hasil rRT-PCR yang ditunjuk-
kan menggunakan Applied Biosystems 7500 Real-
Time PCR system software dan motif cleavage site
menggunakan Bioedit version 7.2.5.

Tabel 2 Hasil Deteksi VND dengan rRT-PCR
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HASIL

Sampel usap kloaka sebanyak 289 dibuat men-
jadi 56 sampel pool dan didapatkan 6 sampel pool
positif mengakibatkan kematian pada TAB yang
mengindikasikan adanya infeksi agen infeksius.
Cairan alantois dari enam sampel pool dikoleksi,
kemudian dilakukan pengujian HA dan dideteksi
dengan rRT-PCR gen M. Keenam sampel pool terse-
but menunjukkan positif HA dan amplifikasi meng-
gunakan gen M.

Keenam sampel pool yang terdeteksi positif
VND dengan primer matriks dilakukan penanaman
kembali pada keenam sampel pool tersebut pada
TAB secara individu dengan total terakhir isolat
yang didapatkan dengan menunjukkan positif HA
dan kematian embrio adalah 8 isolat. Delapanisolat
positif yang menyebabkan kematian pada embrio
dan positif HA dilanjutkan dengan uji HI, rRT-PCR
dan sekuensing.

Peneguhan dari kematian embrio selanjutnya
diuji menggunakan rRT-PCR gen M dan F. Kede-
lapan isolat terbukti positif teramplifikasi meng-
gunakan gen M dan dilanjutkan dengan pengujian
menggunakan gen F sebagai penentuan patotipe
dari virus isolat tersebut, dengan menggunakan
probe yang mengindikasikan virus bersifat virulen
(Tabel 2) (mesogenik dan velogenik) (Wise et al.,
2004).

Delapanisolat tersebut menunjukkan positif am-
plifikasi gen F. Hasil positif delapan isolat tersebut
dilanjutkan dengan pengujian HI dan sekuensing
untuk mengetahui konfirmasi secara pasti bahwa
virus tersebut bersifat virulen.

Hasil yang diperoleh dari uji HI dengan antise-
rum Komarov berkisar antara 3 Log 2 hingga 4 Log
2, sedangkan untuk antiserum B1 menunjukkan
variasi lebih rendah yaitu berkisar antara 2 Log 2
hingga 4 Log 2 (Gambar 2). Uji HI dengan antiserum
B1 menunjukkan reaksi yang lebih beragam dari-
pada antiserum Komarov, akan tetapi afinitas lebih

. . Positif M Positif F

Kota/Kab Kec Nama isolat Lokasi Unggas () (n
Bondowoso  Prajekan IDNPRJ-2A Pasar Ayam kampung 26.79 33.75
Wonosari  IDNWON-4A Pasar Ayam kampung 19.33 29.61

IDNWON-5A Pasar Ayam kampung 26.02 36.39

Grujugan IDNDDP-1A Pasar Ayam kampung 27.92 33.15

IDNDDP-2B Pasar Ayam kampung 19.93 33.99

Probolinggo  Semampir IDNSMP-5B Pasar Ayam kampung 25.84 34.86
IDNSMP-3A Pasar Bebek 20.16 33.60

IDNSMP-4A Pasar Bebek 18.69 29.32

http://www.journal.ipb.ac.id/indeks.php/actavetindones
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Gambar 2 Perbandingan titer HI pada sampel menggunakan antiserum standar Komarov dan B1

tinggi mengarah pada antiserum Komarov. Afini-
tas lebih tinggi pada antiserum Komarov didukung
dengan hasil positif pada perlakuan rRT-PCR gen F
yang mengindikasikan bahwa semua isolat terma-
suk dalam virus bersifat virulen.

Hasil sekuensing asam amino dari delapan iso-
lat dibandingkan dengan database virus ND yang
terdapat pada Genbank (NCBI). Hasil motif cleavage
site protein F, delapan isolat teridentifikasi sebagai
VND bersifat virulen. Motif asam amino yang ditun-
jukkan yaitu tujuh isolat memiliki motif "RRQKRF"?
dan satu isolat dengan motif "> RRRKRF'”. Satu iso-
lat yang memiliki motif sekuen cleavage site yang
berbeda berasal dari bebek yang diasumsikan bah-
wa virus ini mengalami mutasi atau perubahan satu
basa nukleotida mampu mengubah motif asam
amino yang dihasilkan (Gambar 3).

PEMBAHASAN

Embrio yang mengalami kematian akibat in-
feksi VND memiliki warna kemerahan diseluruh
tubuhnya, berbeda dengan embrio yang normal
tanpa adanya infeksi. Hal ini sesuai dengan peneli-
tian Khorajiya et al. (2015) pada embrio yang diin-
feksikan dengan isolat VND, akan menimbulkan lesi
haemorraghic hampir diseluruh permukaan tubuh,
terutama pada bagian kepala.

Penentuan patotipe dilakukan pada 8 isolat in-
dividu positif VND rRT-PCR gen M dengan menggu-
nakan rRT-PCR gen F (Tabel 2). Amplifikasi seluruh
isolat tersebut dengan menggunakan set primer
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dan probe gen F (Wise et al., 2004) menunjukkan
hasil positif sehingga kedelapan isolat tersebut ter-
masuk dalam VND virulen. Protein M (Matrik) terle-
tak pada permukaan bagian dalam dari virus yang
berfungsi sebagai perakitan virus yang berinter-
aksi dengan protein nukleokapsid. Protein F (Fusi)
berfungsi sebagai perantara fusi dari virus ke sel
(Yusoff dan Tan, 2001). Secara umum penentuan
patotipe secara molekuler pada VND dilakukan
pada gen F, karena pada gen ini terdapat prekur-
sor cleavage yang berperan pada sifat patogenisi-
tas dari VND tersebut. Virus lentogenik memiliki
aa monobasic pada C-terminus dari protein F2
dan leusin di N-terminus protein F1, dan pembela-
hannya secara ekstraseluler oleh trypsin-like pro-
tease yang ditemukan pada saluran pernafasan
dan usus. Strain mesogenik dan velogenik me-
miliki motif asam amino multi-basic di C-terminus
protein F2 dan fenilalanin pada N-terminus dari
protein F1, dapat membelah secara intraseluler
oleh ubiquitous furin-like protease (Ogasawara et
al., 1992).

Kisaran hasil uji HI dari delapan isolat menunjuk-
kan bahwa virus memiliki reaksi positif dengan an-
tiserum Komarov lebih tinggi dibandingkan dengan
antiserum B1, hal ini sesuai dengan hasil positif
pada perlakuan rRT-PCR dengan menggunakan
primer Fusion. Uji HI digunakan untuk mendeteksi
ada tidaknya virus ND dengan menggunakan se-
rum spesifik berdasarkan (OIE 2012). Menurut Nu-
man et al., (2005) hasil uji HI dengan menunjukkan
titer sebesar 1:4, maka diindikasikan bahwa ung-
gas positif terserang virus, akan tetapi jika jumlah
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Gambar 3 Sekuen asam amino dan nukleotida pada cleavage site protein F. a). Motif asam amino ">RRRKRF" ditemu-
kan pada 1isolat IDNSMP-4A b). Motif asam amino "™RRQKRF" pada 7 isolat lainnya

titer berada dibawah 1:4 maka dianggap sebagai
nilai yang tidak spesifik. Variasi genetik epitop
protein HN dari VND dapat diketahui dengan uji
HI. Variabilitas dari antigenik virus bisa terjadi
akibat adanya mutasi pada protein eksternal. Pe-
nelitian sebelumnya oleh Hu et al. (2010) bahwa
adanya mutasi pada asam amino 347 protein HN
menghasilkan tingkat kereaktifan yang berbeda
terhadap MADbs. Protein HN merupakan bagian
penting dari VND yang merupakan protein per-
mukaan virus tersebut, sehingga patogenisitas
VND tidak hanya dilihat dari protein F.
Sekuensing dilakukan pada kedelapan sampel
untuk melihat asam amino cleavage site gen F. Se-
kuen asam amino pada daerah cleavage site akan
menentukan suatu isolat tersebut termasuk kelom-
pok virus virulen atau avirulen. Motif cleavage site
asam amino digunakan sebagai konfirmasi dari dua
uji yang telah dilakukan sebelumnya. Delapan isolat
menunjukkan teridentifikasi sebagai VND virulen.
Menurut Farkas et al. (2009) sifat virus ND dibeda-
kan menjadi dua yaitu virulen dan avirulen. Virus
yang bersifat virulen memiliki setidaknya tiga asam
amino lisin dan arginin antara posisi 113 dan 116
pada terminus C (motif cleavage site"™R/K-R-Q-R/K-
F"7) dan fenilalanin (F) pada terminus N. Strain virus
yang avirulen hanya memiliki sedikit asam amino
basic pada terminus C dan leusin (L) pada posisi 117
(motif cleavage site™G/E-K/R-Q-G/E-R-L"7).
Perbandingan tipe patogenisitas berdasarkan
rRT-PCR gen F, uji HI, dan motif cleavage site me-
nunjukkan hasil yang seragam dengan semua isolat
teridentifikasi sebagai VND virulen. Motif cleavage

site menegaskan adanya motif asam amino multi-
basic pada cleavage site protein F, tetapi isolat
IDNSMP-4A memiliki motif yang berbeda dengan
isolat lainnya. Motif cleavage site isolat IDNSMP-
4A pernah ditemukan pada penelitian sebelumnya
oleh Xie et al. (2012) pada bangau di Cina dan dinya-
takan sebagai virus velogenik. Perubahan satu basa
nukleotida mampu mengubah motif asam amino
yang dihasilkan (Gambar 3). Perubahan asam amino
yang disebabkan adanya mutasi biasanya dikaitkan
dengan banyaknya keragaman genotipe pada vi-
rus tersebut. Snoeck et al. (2013) menunjukkan ke-
ragaman genetik dari virus ND yang bersirkulasi di
daerah Afrika Tengah dan Barat dengan ditemukan-
nya strain baru dari virus ND tersebut dan diklasifi-
kasikan menjadi tiga genotipe yaitu XIV, XVII, dan
XVIII. Jumlah asam amino yang lebih banyak pada
protein F dan HN sehingga mempengaruhi struktur
dari kedua protein tersebut, interaksi dan peruba-
han konformasi dari protein F saat proses fusion.
Virus ND ditemukan di dua kabupaten yaitu
Probolinggo dan Bondowoso. Virus ditemukan
pada sampel yang diambil dari pasar unggas hidup
namun tidak menunjukkan gejala klinis penyakit
ND. Transmisi virus akan mudah menyebar dengan
cepat dari unggas sakit ke unggas sehat disekitar-
nya. Solomon et al. (2012) menemukan kesamaan
secara genetik antara isolat yang diperoleh dari
pasar unggas, pekarangan, dan peternakan. Aktivi-
tas pengenalan unggas baru ke daerah baru (dari
pasar ke pekarangan, maupun dari pekarangan ke
pasar) merupakan salah satu faktor transmisi vi-
rus ND selain faktor kandang yang kotor dan tidak

http://www.journal.ipb.ac.id/indeks.php/actavetindones



14 |Kurnianingtyas et al.

beraturan. Pasar tradisional menjual unggas hidup
yang didatangkan dari berbagai daerah tanpa dike-
tahui kondisi kesehatannya, hal ini sesuai dengan
pernyataan Hines dan Miller (2012) bahwa pasar
unggas hidup tradisional dapat berkontribusi seba-
gai sumber dalam penyebaran virus. Kedelapan iso-
lat positif diambil dari pasar unggas hidup dengan
tidak menunjukkan gejala klinis, hal ini sesuai de-
ngan isolat positif yang berhasil diisolasi dari pasar
unggas hidup dan peternakan unggas oleh Susta et
al. (2014) dengan beberapa kasus tidak menunjuk-
kan gejala Klinis.

Delapan isolat virus ND berhasil diisolasi dari
enam ekor ayam kampung dan dua ekor bebek
yang dijual di pasar unggas hidup tradisional; lima
dari Kabupaten Bondowoso dan tiga termasuk iso-
lat bebek dari Kabupaten Probolinggo. Berdasarkan
rRT-PCR F dan uji HI, delapan isolat teridentifikasi
sebagai VND virulen yang menunjukkan reaksi
positif mengarah pada antiserum Komarov dan
positif rRT-PCR gen F. Motif cleavage site menun-
jukkan enam isolat asal ayam dan satu isolat bebek
memiliki motif ""RRQKRF", sedangkan satu isolat
asal bebek lainnya mempunyai motif " RRRKRF".

“Penulis menyatakan tidak ada konflik kepen-
tingan dengan pihak-pihak yang terkait dalam pe-
nelitian ini”
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