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KLONlNG DAN KARAKTERISASI GEN HA1 VIRUS AVIAN INFLUENZA (Al) SUBTYPE H5NI 
ISOLAT LOKAL UNTUK PEMEUATAN VAKSIN SUBUNIT 
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Kata kunci : virus avian ~nfluenra (Al), H5N 1, klonrng, gen HA1 , vaksin rekombinan 

Pendahuluan 
Pencegahan penyebaran virus Al 

d~tekankan pada biosekuriti dan perbaikan 
manejemen kandang, pengembangan 
perangkat diagnostik cepat (Lau et a/. , 2004), 
dan pengembangan produksr vaksin (Lipatov 
et at.. 2004). Vaksln yang beredar di 
Indonesia adalah vaksln inaktif. Ada beberapa 
kelemahan yang dlrnilik~ oleh vaksin inaktif 
yaitu merr#butuhkan telur ayam bertunas dalam 
jumlah besar (Johansson et a/., 1999); fasititas 
BSL 3 (biosafety level 3): dan kesulitan 
memperaleh panenan vrrus dalam jumlah 
banyak dar~ telur ayam bertunas (Lipatov et al., 
2004). Panen tolal protein virus dari telur 
ayam bertunas umur 10 hari sekitar 20-40 
mg1200 telur seh~ngga preparasi vaksin lnaktif 
dalam ~Ka la  besar dengan metoda in1 tidak 
mungkin dikerjakan dengan mudah 
(Johansson et a/. , 1989). Vaksin rekombinan 
yang berasal dari rekornbinan HA dan NA 
dapat digunakan sebagai alternatif (Babai ef 
a/., 1999; Crawford ef at., 1999; Johansson ef 
a/., 1999). Preparasi vaksin rekombinan lebih 
aman dan simpel dibandjngkan dengan vaksin 
inaktif (Treanor et at., 2001 ). 

Hasil analisis molekuler genoma virus 
Avitan lnfluenza H5N1 di lndonesia 
menunjukkan bahwa homofogi urutan 
nukleotida HA dari isolat virus yang berasal 
dari beberapa daerah di Indonesia yaitu lebih 
dari 96% (terendah 96,3% dan tertinggi 
99.7%). Berdasarkan analisis filogenetik virus 
Al Indonesia membentuk kelompok yang 
berbeda dengan virus di yang terdapat di 
negara lain (N~dom, 2005. Jurnlah epitop yang 
dimiliki isolat hdonesia mernpunyai jumlah 
antara 38 sarnpal 40 buah (Nidom, 2005). 
Jumlah epitop ini cukup untuk menimbulkan 
respon imun seh~ngga dapat digunakan 
sebagai seed vaksin ilntuk menekan gejala 
klinis yang terjadi ak~bat infekri virus ini 
(Tamura dan Kurata, 2004; Kodthalli e l  al., 

Bahan dan Metode 
Tahap penelitian meliputi ektraksi dan 

amplifikasi gen HA1 dan kloning dan purifikasi 
protein rekombinan HA1. Amplifikasi gen HA1 
dilakukan dengan menggunakan primer 
RSAI-1 (sense) dan RSAt-2 (anti sense). 
Primer ini menghasilkan fragmen 
elektrophoetik agarose pada p o s ~ s ~  i t 100 pb. 
Produk PCR yang telah dipurifikasi 
dikloningkan dengan vektor pET101 ID-TOP0 
sehingga dihasilkan DNA plasmid rekombinan 
yang akan ditransformasi pada hospes E.coli 
TOP10 untuk propagasi dan maintenance dari 
ptasmid rekombinan. Ekspresi protein 
rekombinan HA1 dilakukan dalam hospes 
E.co/i 81-27 star Protein rekombinan yang 
diperoleh dianalisis dengan SDS PAGE dan 
Western Blotting. 

Hasil dan Pembahasan 
Telah dilakukan identifikasi virus avian 

influenza H5N1 isolat Pare dengan metoda 
one-step reverse-transcription PCR. 
Pasangan primer yang digunakan adalah 
H5N 1 FIR yang rnengampiifrkasi regio HA 
yang menghasilkan k 450 pb seperti yang 
dapat d~lihat pada Gambar 1 (Siturneang eta/.,  
2007). 

ldentifikasi gen HA1 dilakukan dengan 
menggunakan pasangan primer HA3 FIR 
ldentifikasi virus ini menghasikan fragmen 
DNA pada posisi * 1100 pb seperti yang dapat 
dilihat pada Gambar 1. Gen HA1 milah yang 
nantinya akan digunakan dalam proses 
kloning. 



Gambar 1. Hasil etektroforesrs ldentlfikasi dan 
amplifikasi gen HA1 vlrus Al 
H5N1: 1: ldentrfikasi Virus Al 
H5N1 isolat lokal : 2. Amplifikasi 
gen HA1 virus Al HSNf lsolat 
lokal; M: Marker - x 774 RF DNA 
IHae I!! fragmentz. 

Gen hemaglutinin (HA) mengalami 
Iranslasi menjadi prote~n HA yang berfungsi 
sebagai qlikoprote~n permukaan. Gtikoprotein 
ini berfungsl sebagal receptor-btnding dan 
membrane fuaon giycoprotein (N we, 2006). 
Protein hernaglutiniri dlsusun oleh 568 asam 
amino dengan berat rnolekul 56 kDA. Molekul 
HA terdiri dari subunit HA1 dan subunit HA2. 
Protein subunll HA1 berperan dalam mediator 
kontak awal dengan rnembran sel dan protein 
subunit HA2 bertanggung jawab terhadap fusi 
membran. Protein HA1 mempunyai berat 
rnolekul 45 kDA. Hasil penelitian Nwe et a/ . ,  
(2006), menunjukkan bahwa protern HA1 
potensial digunakan sebagai antigen untuk 

bahan vaksin rekombinan dan bahan tes 
diagnostlk untuk virus Al subtipe H5. 

Kesirnpulan 
Kloning gen HA1 virus At subtipe H5N1 

isolat Indonesia digunakan untuk 
mendapatkan protein rekombinan HA1 dalam 
jumlah besar, yang nantinya digunakan 
sebaga~ bahan vaksin rekornbinan Al dalam 
rangka pencegahan dan penanggulangan 
serta pengendalian penyakit Al di Indonesia. 
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PENGKAJIAN VAKStN KOMBlNASl Al DAN N 

Ernawati Y, Endhang P, Andre H, Saptorini B P, Siti H dar 

Kata Kunci : Al subtipe H5N2, vaksinasi, ND Komarov, ti 

Pendahuluan 
Avian Influenza (Al) rnerupakan penyakit 

yang sangat membahayakan dan menular. 
Virus ini termasuk dalam virus Influenza A. 
yang bersama-sama derigan virus Influenza 0 
& C, tergabung dalam famill Olfhomyxoviridae. 
Penularan bisa terjadt dengan kontak iangsung 
maupun tidak langsung. Gejala yang 
ditimbulkan bervariasi rnulai dari tanpa gejala, 
gejala ringan hingga kernatian rnendadak. 

Penyaklt ND (tetelo) menyebabkan 
kernatian yang tinggi, penurunan produksi telur 
dan daya tetas serta pertumbuhan terhambat 
(Dirkeswan. 198 1 ). Di alam penyakit tetelo 
menyerang bangsa unggas. Penularan antar 
hewan melalu~ kontak langsung, sekresi, 
ekskresl dan bangkai hewan sakit. Gejala 
kllnrs yang tirnbul tergantung dari virulensi 
virus yang menyerang (Allan, W.H. et a/, 
1978). Program vaksinasi merupakan salah 
satu cara dalam pengendalian & 
pemberantasan penyakit Al dan ND. 

Pengkajian pengembangan kombinasi 
vaksin Al dan ND (AI-ND) dilakukan untuk 
mempermudah pelaksanaan vaksinasi 
dilapangan. Vaksin dibuat dengan 
menginaktivasi vtrus Al subtipe H5N2 dan ND 
gatur Komarov yang diformulasi dengan ernulsi 
minyak. 

Bahan dan Metode 
Vaksin Kombinasi AI-ND diuji keamanan 

pada 15 ekor ayam umur 6 minggu, disuntik 
secara IM dengan dosis 2 ml. Pengamatan 
dilakukan selama 21 hari. Uji potensi dilakukan 
pada 20 ekor ayam umur 6 minggu, disuntik 
secara 1M dengan dosis 1 ml. Booster 
dilakukan 18 minggu pasca vaksrnasi. 
Pengamatan ditakukan selama 27 minggu. 
Vaksin juga diuji sterilitas terhadap 
kontamlnasi rnikroorganisrna dan uji stabilitas 
vaksin dengan meletakkan vaksin pada suhu 
37" selarna satu minggu. 

Hasil dan Pembahasan 
Pengamatan selama 21 hari pasca 

vaks~nasi pada uji kearnanan , tidak ditemukan 
gejala abnormal dan seluruh hewan dalam 
keadaan sehat Hasil pengarnatan titer antibodi 

terhadap H5N2, 1 
vaksinasi pertarna 
turun menladl 27, 
menjadi 11 1.4, mir 
lagi menjadl 90,5 c 
lagi menjadi 11 1,4 
titer antibodi turun 
minggu ke-6 dan 
84,4 dan 675.6 

Has11 pengam 
ND, pada rnlnggl 
pertarna GMT=34,: 
ke-9 nak  menjad 
antibodi rnengalan 
ke-12, 15 dan 18 n 
Titer antibodi ming 
mengalami kenaik 
62. 

Vaksin tidak 
pada uji sterilitas 
stabil hingga akhir 
pada minggu ketig 
sudah protektif (r 
OIE, 2005) dan 
minggu kesernb~lar 
titer an t~bod~ me1 
masih dalarn level 
seteiah dilakukan 
bahwa vaksin A1 
respon imun ayam 
virus ND. Hasil 
divaksin dengan 
subtipe H5N2 ter 
H5N1 didapatkan 
protektif (data 
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virus Al subtipe H! 
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