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ABSTRACT

Infectious laryngotracheitis (ILT) and fowl pox (FP) are infectious pathogens from DNA virus group that
cause outbreaks in commercial poultry farms. The ILT and FP viruses cause significant economic loss in
affected farms because of increasing mortality rate and reduction on productivity. Even though outbreak in
commercial farms have been reduced significantly because of vaccination program, the diseases may emerge
again because of virus mutation, persistent infection as well as revert virulence of vaccine strain. The main
objective of this study was to identify the ILT and FP viruses by polymerase chain reaction (PCR). Results
show that both viruses were successfully identified by amplifying gene targets. The target genes for the ILT
were namely gE and TK. On the other hand, the 4b gene is chosen for the FP. Subsequently, the PCR tests
were also successfully combined into multiplex platform (mPCR) that is more economic and efficient to
perform screening test for large number of samples. Screening test of 36 pools of tracheal swab using mPCR
demonstrated that the diseases were not detected in four commercial chicken farms in Sukabumi district in
July 2013.
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ABSTRAK

Infectious laryngotracheitis (ILT) dan fowl pox (FP) merupakan patogen infeksius dari kelompok virus
DNA yang berpotensi menyerang peternakan ayam komersial. Virus ILT dan FP menyebabkan kerugian
ekonomi yang sangat besar pada peternakan yang terserang akibat peningkatan angka kematian dan
penurunan produktivitas. Meskipun kasus kedua penyakit ini sudah jarang terjadi akibat program vaksinasi
pada peternakan ayam komersial, namun ancaman penyakit dapat muncul kembali karena faktor mutasi,
infeksi persisten maupun kemungkinan kembalinya virulensi strain vaksin. Penelitian ini bertujuan untuk
mengidentifikasi virus ILT dan FP menggunakan polymerase chain reaction (PCR). Uji PCR terbukti
sentisitif dalam mengidentifikasi kedua virus tersebut dengan target gen g dan TK (ILT) maupun gen 4b
(FP). Lebih lanjut, uji PCR tersebut juga dapat dikombinasikan dalam platform multipleks (mPCR) sehingga
lebih ekonomis dalam melakukan skrining untuk sampel dalam jumlah besar. Skrining pada 36 pool swab
trakea dengan mPCR menunjukkan bahwa pada empat peternakan ayam komersial di Kabupaten Sukabumi
pada bulan Juni 2013 tidak terdeteksi adanya kedua penyakit virus tersebut.

Kata Kunci: Virus DNA, Infectious Laryngotracheitis, Fowl Pox, Polymerase Chain Reaction

PENDAHULUAN komersial di Indonesia. Beberapa patogen
tersebut diantaranya adalah virus infectious
laryngotracheitis (ILT) dan fowl pox (FP)
dari kelompok virus DNA yang berpotensi
menimbulkan  kerugian  ekonomi  yang

signifikan pada peternakan yang terserang

Industri peternakan ayam komersial telah
mencapai kemajuan yang signifikan dan
memegang peranan penting dalam memenuhi
kebutuhan protein hewani masyarakat. Namun,

berbagai macam patogen bersirkulasi di lapang
dan berpotensi menjadi ancaman  serius
terhadap keberlangsungan peternakan ayam
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(Guy & Garcia 2008; Tripathy & Reed 2008).
Virus ILT (Gallid herpesvirus 1) termasuk
dalam genus lltovirus dari  subfamili
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Alphaherpesvirinae  (famili  Herpesviridae)
umumnya menginfeksi saluran pernafasan
unggas (Nair et al. 2008). Gejala Kklinis
dipengaruhi oleh patogenitas virus dan status
vaksinasi (Tripathy & Reed 2008). Bentuk
infeksi parah ditandai dengan depresi
pernafasan, batuk dengan bercak darah sampai
dengan tingginya angka kematian. Manifestasi
infeksi ringan ditandai dengan gangguan
pernafasan ringan seperti mucoid tracheitis,
sinusitis dan konjungtivitis. Meskipun kejadian
penyakit dapat dikendalikan dengan penerapan
vaksinasi menggunakan modified live vaccine
namun ancaman kembalinya penyakit masih
harus diwaspadai oleh adanya faktor infeksi
persisten maupun kembalinya virulensi virus
strain vaksin (Bagust 1986; Guy et al. 1991;
Hughes et al. 1991; Williams et al. 1992).

Sementara itu, fowl pox merupakan
penyakit yang umumnya menginfeksi unggas
baik pada peternakan tradisional maupun
komersial bahkan unggas liar (Smits et al.
2005; Biswas et al. 2011). Virus FP termasuk
dalam genus  Avipoxvirus dari  famili
Poxviridae (Skinner 2008). Gejala penyakit
penyakit dibagi menjadi dua bentuk yaitu
cutaneous dan diptheritic (Tripathy & Reed
2008). Bentuk cutaneous ditandai dengan lesi
bersifat nodular proliferatif pada bagian kulit
yang tidak berbulu. Sementara itu, pada bentuk
diphteritic terjadi lesi nekrotik dan proliferatif
pada membrana mukosa rongga mulut,
faring, laring, eosophagus dan trakea. Tingkat
keparahan dan kematian lebih tinggi pada
infeksi  diptheritic terutama jika kondisi
lingkungan buruk (anomia tinggi) dan terjadi
infeksi sekunder.

Meskipun  kejadian  penyakit  dapat
dikendalikan dengan vaksinasi namun infeksi
cenderung menjadi persisten dimana beberapa
kasus penyakit telah dilaporkan pada flock
yang divaksinasi (Singh et al. 2000). Beberapa
varian virus baru teridentifikasi mengalami
mutasi genomik oleh adanya insersi gen long
terminal repeat dari virus reticuloendotheliosis
yang diduga memicu terjadinya immunosupresi,
infeksi persisten yang lebih lama dan
peningkatan patogenitas sehingga vaksinasi
menjadi tidak efektif (Fatunmbi & Reed 1996;
Singh et al. 2000; 2003; Wang et al. 2006).

Peneguhan diagnosa penyakit melalui uji
konfirmasi laboratoris untuk penyakit unggas
sangat penting untuk dikembangkan dalam

rangka mendukung keberhasilan manajemen
kesehatan unggas di lapang. Penelitian ini
bertujuan untuk mengidentifikasi virus ILT
dan FP menggunakan pendekatan biologi
molekuler melalui uji polymerase chain
reaction (PCR) yang bersifat akurat, mudah
dan  cepat diaplikasikan.  Selanjutnya,
multipleks PCR (mPCR) juga dikembangkan
untuk mengidentifikasi kedua penyakit tersebut
secara bersamaan sehingga menjadi lebih
murah, cepat dan efisien untuk melakukan
skrining penyakit pada sampel dalam jumlah
besar.

MATERI DAN METODE
Kontrol virus dan ekstraksi DNA

Isolat virus yang digunakan sebagai kontrol
positif adalah strain vaksin LT BLEN (fowl
laryngotracheitis strain  T-20, Merial) dan
DIFTOSEC CT (fowl pox strain DCEPgs,
Merial) yang diperoleh dari sumber komersial
yang ada di Indonesia (PT Romindo). Isolasi
material genetik DNA dari kedua isolat
tersebut dilakukan menggunakan kit komersial
DNeasy® Blood & Tissue Kit (Qiagen). Hasil
ekstraksi DNA kemudian disimpan pada
freezer (-20°C) sampai dengan analisis lebih
lanjut.

Uji PCR untuk virus ILT dan FP

Proses PCR untuk identifikasi virus ILT
dan FP dilakukan menggunakan kit komersial
HotStarTag® Plus (Qiagen). Komposisi reagen
PCR untuk setiap 20 pl nya mengandung dua
kali HotStarTag®Plus Master mix sebanyak 10
ul, bovine serum albumin (10 mg/ml) sebanyak
1 pl, 10 kali CoralLoad concentrate sebanyak 2
ul, masing-masing primer forward dan reverse
(20 pM) sebanyak 0,5 ul dan templat DNA
sebanyak 6 ul. Set primer forward dan reverse
untuk mengamplifikasi gen target gE, TK dan
4b disintesis oleh Invitrogen. Set primer yang
digunakan dalam penelitian disajikan pada
Tabel 1.

Profil temperatur PCR untuk gen gE, TK
dan 4b dioptimasikan pada suhu yang seragam
yang terdiri atas denaturasi awal (95°C, 5
menit), amplifikasi sebanyak 40 siklus
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Tabel 1. Set primer yang digunakan dalam uji PCR untuk virus ILT dan FP

Jenis Gen Kode

Ukuran

virus  target  primer Sekuen (57-3°) amplikon Literatur
ILT gE gE3S CGTATACCATCCTACAGACGGCA 219 bp Chacén & Ferreira
gE4AS CGTACAATGGTTCGGTCTTGGA (2008)
TK tk#l CGTGGCTTCACCAGCAA 300 bp Scholz et al. (1994)
tk#2 CGAGTAAGTAATAGGCT
FP 4b 4b.pl CAGCAGGTGCTAAACAACAA 578 bp Lee & Lee (1997)
4b.p2 CGGTAGCTTAACGCCGAATA
denaturasi (94°C, 30 detik), annealing (55°C,  berkoordinasi dengan Dinas Peternakan

90 detik) dan ekstensi (72°C, 2 menit) dan
ekstensi akhir (72°C, 10 menit). Visualisasi
produk PCR dilakukan dengan elektroforesis
(100 volts/30 menit) pada agarose gel TBE 2%
yang  mengandung  ethidium  bromida.
Molecular weight (MW) vyang digunakan
adalah ladder DNA 100 bp (Invitrogen). Hasil
elektroforesis didokumentasikan dengan mesin
Gel Doc (Vilber Lourmat).

Uji mPCR untuk virus ILT dan FP

Pengembangan uji PCR dengan platform
multipleks (mPCR) dilakukan dengan cara
mengkombinasikan uji PCR vyang telah
dioptimasi pada tahap sebelumnya. Kit yang
dipergunakan untuk uji mPCR sama dengan
tahapan sebelumnya. Komposisi reagen PCR
untuk setiap 20 pl nya mengandung dua Kali
HotStarTag® Plus Master mix sebanyak 10 pl,
bovine serum albumine (10 mg/ml) sebanyak 1
ul, masing-masing primer forward dan reverse
untuk setiap target gen (20 uM) sebanyak 0,5
ul dan templat DNA sebanyak 7 pl. Profil
temperatur uji mPCR untuk identifikasi virus
ILT dan FP sama seperti tahapan uji PCR
sebelumnya. Visualisasi produk PCR juga
dilakukan dengan elektroforesis (100 volts/30
menit) pada agarose gel TBE 2% vyang
mengandung ethidium bromida menggunakan
ladder DNA 100 bp (Invitrogen) sebagai
penanda ukuran molekuler. Dokumentasi hasil
elektroforesis dilakukan pada mesin Gel Doc
(Vilber Lourmat).

Aplikasi uji mPCR pada sampel lapang

Sampel swab trakea ayam dikoleksi dari
beberapa peternakan komersial di Kabupaten
Sukabumi pada bulan Juli 2013 yang
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setempat. Pooling sampel dilakukan dengan
jumlah sekitar 3-4 swab. Sampel ditempatkan
pada tabung yang berisi media dubbleco
modified eagle medium (DMEM) dan disimpan
pada kontainer es box (4°C) untuk kemudian
dibawa ke Laboratorium Virologi, BB Litvet.
Ekstraksi DNA swab trakea dilakukan
menggunakan kit DNeasy® Blood & Tissue Kit
(Qiagen).  Selanjutnya, skrining  sampel
lapang dengan mPCR dilakukan untuk
mengidentifikasi keberadaan virus ILT dan FP.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Identifikasi virus ILT dengan PCR

Identifikasi virus ILT dengan uji PCR
berhasil dilakukan dengan mengamplifikasi
gen target g dan TK. Amplifikasi gen gE
pada kontrol virus (LT BLEN, strain T-20,
Merial) menghasilkan ukuran produk sekitar
219 bp sesuai dengan penelitian sebelumnya
(Chacon & Ferreira 2008). Optimasi isolat
virus strain lapang dan sampel lapang telah
dilakukan pada penelitian tersebut. Analisis
spesifitas uji juga telah dilakukan terhadap
patogen lainnya seperti Newcastle disease,
metapneumovirus, Infectious  bronchitis,
Marek’s disease, Turkey herpesvirus maupun
Mycoplasma gallisepticum dan Mycoplasma
sinoviae. Sementara itu, amplifikasi gen TK
berhasil dilakukan dengan ukuran produk
sekitar 300 bp sesuai dengan penelitian
sebelumnya (Scholz et al. 1994). Pada
penelitian tersebut, uji PCR tidak bereaksi
silang dengan Newcastle disese, Infectious
bronchitis, Adenovirus, Pox, Pacheco dan
Marek’s disease. Dokumentasi hasil uji PCR
untuk identifikasi virus ILT disajikan pada
Gambar 1.
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Gambar 1. Uji PCR untuk identifikasi virus ILT pada kontrol virus (LT BLEN, strain T-20, Merial)

A: Target gen gE (219 bp); B: Target gen TK (300 bp)
Identifikasi virus FP dengan PCR

Identifikasi virus FP berhasil dilakukan
dengan kontrol virus (DIFTOSEC CT, strain
DCEP2s, Merial) dengan mengamplifikasi gen
4b dengan ukuran produk sekitar 578 bp sesuai
dengan penelitian terdahulu (Lee & Lee 1997).
Pada penelitian tersebut, protokol uji PCR ini
tidak mengamplifikasi silang terhadap Gallid
herpesvirus 3 strain SB1, turkey herpesvirus
dan haemorrhagic enteritis. Dokumentasi hasil
uji PCR untuk identifikasi virus FP disajikan
pada Gambar 2.

2072 bp

600 bp

500 bp W e €578 bp

300 bp
200 bp

100 bp

Gambar 2.Uji PCR untuk identifikasi virus FP
pada kontrol virus (DIFTOSEC CT,
strain DCEP2s, Merial) dengan target
gen 4b (578 bp)

Identifikasi virus ILT dan FP dengan
mPCR

Uji mPCR untuk identifikasi virus ILT dan
FP dilakukan dengan dua kombinasi set primer
yang berbeda. Kombinasi | dilakukan dengan
set primer untuk gen gE dan 4b. Kombinasi Il
dilakukan dengan menggunakan set primer
untuk gen TK dan 4b. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa mPCR kombinasi | hanya
berhasil mengamplifikasi gen target yaitu jika
hanya terdapat satu macam templat DNA
kontrol. Apabila ada dua macam templat DNA
kontrol secara bersamaan (ILT dan FP) maka
terjadi interferensi terhadap amplifikasi gen 4b
dari virus FP. Dokumentasi hasil uji mPCR
kombinasi | disajikan pada Gambar 3.
Sementara itu, kombinasi Il  berhasil
mengamplifikasi kedua target gen TK dan 4b
secara bersamaan. Amplifikasi gen TK
diidentifikasi dengan pita gen dengan ukuran
sekitar 300 bp, sedangkan gen 4b pada virus
FP diidentifikasi dengan produk berukuran 578
bp. Dokumentasi hasil uji mPCR kombinasi Il
disajikan pada Gambar 4.

Aplikasi uji mPCR pada sampel lapang

Sebanyak 36 pool swab trakea dikoleksi
dari empat peternakan ayam komersial (tiga
layer dan satu ayam Kampung) di Kabupaten
Sukabumi pada bulan Juli 2013. Uji skrining
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mPCR menunjukkan bahwa semua sampel
bereaksi negatif terhadap virus ILT maupun FP
dimana kontrol virus yang digunakan bekerja
dengan baik. Informasi sampel lapang dan
skrining mPCR untuk ILT dan FP disajikan
pada Tabel 2 dan Gambar 5. Kondisi bebas
penyakit ILT dan FP pada peternakan ayam
komersial di Kabupaten Sukabumi pada bulan
Juli 2013 kemungkinan merupakan hasil
penerapan program vaksinasi yang baik dan
tepat. Meskipun kasus kejadian penyakit ILT
dan FP sudah lama tidak dilaporkan namun
kemungkinan kembali timbulnya penyakit
masih tetap perlu diwaspadai. Infeksi virus
dapat bersifat laten ataupun persisten sehingga

2072 bp

600 bp
500 bp

300 bp

200 bp
100 bp

sering kali tidak menimbulkan gejala klinis.
Identifikasi terhadap adanya infeksi laten virus
ILT dapat dilakukan dengan uji PCR namun
diperlukan jenis sampel yang berbeda berupa
organ trakea, paru-paru, konjungtiva sampai
dengan jaringan ganglion syaraf trigeminal
(Chacon et al. 2007; Chacon & Ferreira 2008).
Penelitian Williams et al. (1992) menunjukkan
bahwa predileksi utama virus ILT pada saat
infeksi laten terdapat pada jaringan syaraf
trigeminal sehingga virus tidak terdeteksi pada
saluran respirasi ayam. Pengambilan sampel
organ atau jaringan melalui proses nekropsi
membutuhkan kesediaan peternak dan biaya
kompensasi penggantian.

.......................... FP, gen 4b, 578 bp

B M e ILT, gen gE, 219 bp

Gambar 3. Uji mPCR untuk virus ILT dan FP kombinasi | (gen gE dan 4b)
1-2: Kontrol virus ILT; 3-4: Kontrol virus FP; 5-6: Kontrol virus ILT dan FP

2072 bp

600 bp
500 bp

300 bp
200 bp

100 bp

G G e e FP, gen 4b, 578 bp

.......................... ILT, gen TK, 300 bp

Gambar 4. Uji mPCR untuk virus ILT dan FP kombinasi Il (gen TK dan 4b)

1-2: Kontrol virus ILT; 3-4: Kontrol virus FP; 5-6: Kontrol virus ILT dan FP
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Tabel 2. Data sampel lapang (Sukabumi) dan skrining mPCR untuk virus ILT dan FP

Kode Kode Jenis ayam Umur ayam  Kode sampel  Jenis sampel MPCR untuk
farm flock y Y P P ILT dan FP
A Al Layer 22 minggu 1-3 Swab trakea Negatif
A2 Layer 44 minggu 4-6 Swab trakea Negatif
A3 Layer 69 minggu 7-9 Swab trakea Negatif
A4 Layer 53 minggu 10-12 Swab trakea Negatif
A5 Layer 28 minggu 13-15 Swab trakea Negatif
B B1 Layer 35 minggu 16-18 Swab trakea Negatif
B2 Layer 24 minggu 19-21 Swab trakea Negatif
C C1 Layer 34 minggu 22-24 Swab trakea Negatif
c2 Layer 44 minggu 25-27 Swab trakea Negatif
C3 Layer 54 minggu 28-30 Swab trakea Negatif
D D1 Ayam Kampung 8 minggu 31-33 Swab trakea Negatif
D2 Ayam Kampung 7 minggu 34-36 Swab trakea Negatif
MW 1 2 = &S 6 o 8 9 10 11 12 13 14 15 K+
2072 bp —
86 B8 —_
200 bp
100 bp
MW 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 K+
2072 bp —
600 bp —_—
500 bp e
200 bp
100 bp
MW 31 32 33 34 35 36 K+
2072 bp J—
600 bp J—
500 bp
200 bp

100 bp

Gambar 5. Hasil uji mPCR untuk virus ILT dan FP pada 36 pool swab trakea dari peternakan ayam
komersial di Kabupaten Sukabumi tahun 2013

KESIMPULAN

Identifikasi keberadaan virus ILT dan FP
dapat dilakukan dengan uji PCR dengan target
gen gE dan TK untuk virus ILT dan gen 4b
untuk virus FP. Platform uji multipleks PCR
(mPCR)  berhasil  dikembangkan  untuk
mendeteksi kedua penyakit tersebut secara
bersamaan. Hasil skrining uji mPCR pada
sampel lapang dari empat peternakan
komersial asal Kabupaten Sukabumi bulan Juli
2013 tidak menunjukkan teridentifikasinya
virus ILT maupun FP. Namun, surveillance
situasi penyakit di lapang baik pada peternakan

tradisional, komersial maupun unggas liar
perlu  dilakukan  secara  berkala dan
berkelanjutan dengan teknik diagnostik yang
sesuai untuk  mengantisipasi munculnya
kembali kedua penyakit virus yang sangat
merugikan tersebut.
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DISKUSI

Pertanyaan:
Apakah dua gen yang digunakan sifatnya kontradiksi?

Jawaban:

Jika dimasukkan tiga gen, salah satu akan menghambat, tapi jika digunakan satu per satu fungsi
tetap berjalan.
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