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Abstract. Viral infections in commercial poultry are not always caused by a single pathogen and may
involve concurrent infections by multiple viruses. Avian influenza virus (AIV) and Newcastle disease
virus (NDV) are among the most important pathogens affecting poultry health, as they often induce
overlapping clinical manifestations and tissue alterations, leading to high mortality rates and substantial
economic losses. This study investigated the presence of these viruses in commercial layer chickens
exhibiting neurological signs, including torticollis and leg paralysis, accompanied by hemorrhagic lesions
in the digestive tract, using a molecular diagnostic approach. Serum and digestive tract samples were
collected from affected layer chickens originating from commercial farms with reported disease
outbreaks. All samples were analyzed using simplex reverse transcriptase polymerase chain reaction
(sRT-PCR). RNA extraction for AIV was performed using a commercial kit, while NDV RNA was isolated
using Trizol reagent. Viral detection was carried out using specific primers targeting the nucleoprotein
gene of AIV and the conserved region of NDV, producing amplicons of 552 bp and 320 bp, respectively.
Amplified products were visualized by electrophoresis on 1.5% agarose gel. The results demonstrated
the presence of AIV-specific amplicons in serum samples and NDV-specific amplicons in digestive tract
tissues, indicating concurrent infection by both viruses in the examined layer chickens. These findings
confirm that sRT-PCR is a reliable molecular tool for the confirmation and differentiation of AIV and NDV
infections in poultry cases presenting similar clinical signs and pathological lesions.
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Abstrak. Infeksi virus pada unggas komersial sering kali tidak bersifat tunggal, melainkan melibatkan
lebih dari satu agen patogen. Dua virus yang memiliki signifikansi tinggi dalam kesehatan unggas adalah
Avian influenza virus (AIV) dan Newcastle disease virus (NDV), yang kerap menimbulkan manifestasi
klinis dan perubahan jaringan yang sulit dibedakan serta berdampak pada tingginya angka kematian
dan kerugian ekonomi. Penelitian ini mengevaluasi keberadaan kedua virus tersebut pada ayam petelur
komersial yang menunjukkan gangguan neurologis berupa tortikolis dan kelumpuhan kaki, disertai lesi
hemoragik pada saluran pencernaan, melalui pendekatan diagnostik molekuler. Sampel serum dan
jaringan saluran pencernaan dikoleksi dari ayam petelur yang berasal dari peternakan komersial dengan
riwayat kasus penyakit. Seluruh sampel dianalisis menggunakan metode simplex reverse transcriptase
polymerase chain reaction (sRT-PCR). Ekstraksi RNA AIV dilakukan dengan kit komersial, sedangkan
RNA NDV diisolasi menggunakan reagen Trizol. Proses amplifikasi menggunakan primer yang
menargetkan gen nukleoprotein ALV dan conserved region NDV, dengan produk amplifikasi masing-
masing berukuran 552 bp dan 320 bp. Visualisasi hasil dilakukan melalui elektroforesis gel agarosa
1,5%. Hasil pengujian menunjukkan keberadaan amplikon spesifik AIV pada sampel serum dan NDV
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pada jaringan saluran pencernaan. Temuan ini mengindikasikan adanya infeksi simultan kedua virus
pada ayam petelur komersial dengan gejala neurologis dan lesi hemoragik saluran pencernaan. Dengan
demikian, sRT-PCR terbukti efektif sebagai metode konfirmasi diagnostik molekuler untuk mendeteksi
AIV dan NDV secara spesifik pada kasus penyakit unggas dengan gejala klinis yang tumpang tindih.

Kata kunci: Avian influenza virus, Newcastle disease virus, diagnostik molekuler, sRT-PCR, ayam

petelur

PENDAHULUAN

Avian influenza virus (AIV) dan
Newcastle disease virus (NDV) merupakan
dua patogen utama pada unggas yang
hingga saat ini masih menjadi penyebab
utama terjadinya wabah penyakit di
industri perunggasan (Hartono et al.,
2021; Sari et al.,, 2024). Kedua virus
tersebut sering memicu kejadian penyakit
berulang dengan gambaran klinis dan lesi
patologis yang sulit dibedakan, disertai
tingkat morbiditas dan mortalitas yang
tinggi, sehingga berdampak signifikan
terhadap kerugian ekonomi pada sektor
perunggasan. Kesamaan manifestasi klinis
dan patologis antara infeksi AIV dan NDV
menjadi tantangan tersendiri dalam
peneguhan diagnosis penyakit unggas di
lapangan (Sanjiwani et al., 2024).

Avian influenza (AI) merupakan
penyakit unggas menular yang disebabkan
oleh virus influenza tipe A yang tergolong
dalam famili Orthomyxoviridae (Gayanti et
al., 2024; Marson et al.,, 2020). Di
Indonesia, wabah Al pertama kali
dilaporkan pada akhir tahun 2003 dan
diidentifikasi sebagai subtipe HS5NI1.
Berdasarkan tingkat patogenisitasnya,
virus Al diklasifikasikan menjadi highly
pathogenic avian influenza (HPAI) dan low
pathogenic avian influenza (LPAI).

Subtipe H5 dan H7 yang termasuk
kelompok HPAI diketahui mampu
menyebabkan angka kesakitan dan
kematian yang sangat tinggi pada ayam
komersial, serta dapat menimbulkan
infeksi sistemik yang melibatkan berbagai
organ tubuh unggas (Gayanti et al., 2024;
Isnawati et al., 2020; Pantin-Jackwood et
al., 2023) . Di Indonesia, LPAI dilaporkan

berhasil diisolasi dari itik dan burung
pelikan pada tahun 1983 (Ronohardjo et
al., 1985). Infeksi LPAI umumnya ditandai
dengan tingkat morbiditas yang relatif
tinggi (>50%) namun mortalitas yang
rendah (<5%). Meskipun demikian, pada
unggas muda atau apabila terjadi infeksi
sekunder, angka kematian dapat
meningkat secara signifikan (Widianingrum
et al., 2022). Secara klinis, infeksi LPAI
dapat menyebabkan gangguan
patofisiologis pada sistem pernapasan,
pencernaan, reproduksi, dan urinaria
(Sanjiwani et al., 2024).

Newcastle disease (ND) juga
merupakan penyakit unggas penting
dengan sejarah panjang di Indonesia.
Kasus ND pertama kali dilaporkan terjadi di
Pulau Jawa pada tahun 1926 (Quinn et al.
2002). Pada awal tahun 2011, wabah ND
kembali meningkat dan dilaporkan
menyebar secara luas pada peternakan
ayam pedaging di berbagai wilayah
Indonesia, termasuk Sumatra, Jawa, Bali,
Kalimantan, dan Sulawesi, dengan jumlah
kasus yang lebih tinggi dibandingkan
tahun-tahun sebelumnya. Penyakit ND
disebabkan oleh galur virulen avian
paramyxovirus tipe 1 (APMV-1) vyang
tergolong dalam genus Avulavirus,
subfamili Paramyxovirinae, famili
Paramyxoviridae (Rell et al., 2021;
Wulandari et al.,, 2021). Berdasarkan
tingkat virulensinya pada ayam, NDV
dibagi menjadi tiga patotipe, vyaitu
velogenik (sangat virulen), mesogenik
(virulensi  sedang), dan lentogenik
(virulensi rendah) (Pratama et al., 2025).
Isolat NDV dengan \virulensi rendah
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umumnya menyebabkan penyakit subklinis
dengan morbiditas yang rendah,
sedangkan galur velogenik dapat
mengakibatkan kematian akut dan cepat
pada unggas (Mo et al., 2024).

Dalam kondisi lapangan, NDV
sering ditemukan menginfeksi unggas
secara bersamaan dengan AIV. Kedua
virus tersebut memiliki kesamaan yang
signifikan dalam pola penyebaran, tingkat
mortalitas, serta manifestasi klinis pada
unggas komersial (Andriyani et al., 2022;
Sanjiwani et al., 2024). Infeksi NDV
umumnya ditandai oleh gangguan sistem
saraf yang dominan, seperti ataksia,
hilangnya keseimbangan, tortikolis, posisi
tubuh rebah tidak normal, dan paralisis
kaki (Alexander and Senne 2008; Cattoli et
al. 2011). Gejala klinis tersebut juga sering
dijumpai pada unggas yang terinfeksi AIV
(Perkins and Swayne, 2001; Cattoli et al.,
2011), bahkan dengan tingkat mortalitas
yang dapat mencapai 100% (Pattison et al.
2008).

Kondisi tersebut sering dijumpai
pada kasus penyakit ayam yang diperiksa
di Laboratorium Patologi Fakultas
Kedokteran Hewan Universitas Gadjah
Mada maupun vyang ditemukan di
lapangan, sehingga menyulitkan proses
peneguhan diagnosis apabila hanya
didasarkan pada pengamatan klinis dan
patologis. Metode diagnostik konvensional
yang selama ini digunakan, seperti isolasi
virus dan pemeriksaan serologis,
memerlukan waktu yang relatif lama serta
tenaga dan sumber daya yang intensif.
Oleh karena itu, diperlukan metode
diagnostik yang cepat, sensitif, dan spesifik
untuk mendeteksi serta membedakan
infeksi AIV dan NDV secara akurat.

Seiring perkembangan teknologi
diagnostik, berbagai penelitian melaporkan
penerapan metode molekuler simplex
reverse transcriptase polymerase chain
reaction (sRT-PCR) sebagai teknik yang

cepat dan sensitif untuk mendeteksi agen
penyebab penyakit pernapasan dan
sistemik pada unggas. Metode RT-PCR
memiliki keunggulan berupa waktu analisis
yang singkat, akurasi tinggi, serta
sensitivitas dan spesifisitas yang baik
dibandingkan metode konvensional (Lee et
al., 2001; Wuryastuty and Wasito 2013).

Berdasarkan latar belakang
tersebut, penelitian ini bertujuan untuk
mengevaluasi aplikasi uji molekuler sRT-
PCR dalam mendeteksi AIV dan NDV pada
ayam petelur komersial yang menunjukkan
gejala klinis serupa, terutama tortikolis dan
paralisis kaki, serta lesi patologis berupa
perdarahan  berbintik pada saluran
pencernaan. Selain itu, penelitian ini juga
bertujuan untuk menentukan apakah
kasus penyakit tersebut disebabkan oleh
infeksi tunggal atau infeksi campuran
antara AIV dan NDV. Identifikasi penyebab
penyakit yang akurat melalui pendekatan
molekuler diharapkan dapat mendukung
peneguhan diagnosis secara cepat dan
tepat, serta menjadi dasar dalam
perumusan strategi pencegahan dan
pengendalian penyakit, termasuk
penerapan biosekuriti dan biosafety yang
efektif pada industri perunggasan.

BAHAN DAN METODE

Sampel penelitian ini berasal dari
kasus penyakit unggas yang ditemukan di
lapangan pada peternakan ayam petelur
komersial di wilayah Jawa Tengah selama
periode 2013-2015, serta dari koleksi
Laboratorium Patologi dan Laboratorium
Ilmu Penyakit Dalam, Fakultas Kedokteran
Hewan, Universitas Gadjah Mada.

Bahan uji dikumpulkan dari ayam
petelur yang menunjukkan indikasi
gangguan sistem saraf, antara lain
tortikolis dan kelumpuhan, disertai temuan
lesi perdarahan pada jaringan paru-paru
dan/atau saluran pencernaan. Kasus-kasus
tersebut diidentifikasi baik di lokasi
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peternakan maupun melalui dokumentasi
laboratorium sebagaimana ditunjukkan
pada Gambar 1 dan Gambar 2.

Gambar 1. Salah satu peternakan ayam

e.‘ ., ‘

petelur yang menjadi tempat penelitian

Gambar 2. Gejala tortikolis dan paralisis kaki pada ayam petelur komersial

Prosedur Penelitian

Sampel yang diambil untuk uji sRT-
PCR berupa jaringan saluran pencernaan
dan serum. Untuk kontrol positif NDV
digunakan isolat vaksin NDV komersial
(LaSota), sedangkan untuk kontrol positif
AIV digunakan isolat AIV yang berasal dari
cairan alantois koleksi Laboratorium Ilmu
Penyakit Dalam, FKH, UGM (Wuryastuti,
2014). Darah diambil dari vena sayap,
serum dipisahkan dari sel darah merah,
diambil dan disimpan pada suhu 4°C untuk
analisis AIV lebih lanjut. Jaringan disimpan

dalam larutan NaCl fisiologis untuk
ekstraksi RNA NDV.

Desain primer polymerase chain
reaction

Pada penelitian ini, primer spesifik
sRT-PCR yang digunakan untuk deteksi AIV
adalah berdasarkan penelitian Wuryastuty
and Wasito, (2012), sedangkan untuk
deteksi NDV menggunakan primer spesifik
yang berdasarkan penelitian Pang et al
(2002) dan Rashid et al., (2009). Sasaran
gen yang diamplifikasi untuk AIV adalah
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nukleoprotein (NP), sedangkan NDV adalah
gen conserved region, yaitu gen L (Wise et
al.,, 2004). Pasangan primer yang

digunakan dalam penelitian ini dapat dilihat
pada Tabel berikut.

Tabel 1. Pasangan sekuen oligoprimer yang digunakan

Gen target Sekuen primer ( 5'- 3') Produk PCR (bp)
NP AIV NP F 5'-AGC AAA AGC AGG GTA 552
GAT AA-3’
NP R 5" -TCC TTG CAT CAG
AGA GCA CA-3’
Conserved region NDV F 5’ -GGA GGA TGT TGG CAG 320
CAT T-3'

R 5 -GTC AAC ATA TAC ACC

TCATC-3’

Ekstraksi RNA avian influenza virus
dan newcastle disease virus

High pure viral nucleic acid kit
(Roche) digunakan untuk mengekstraksi
RNA dari genom AIV. Dua ratus mikroliter
sampel serum dipipet ke dalam tabung
Eppendorf 1,5 ml steril. Dua ratus
mikroliter binding buffer, dilengkapi poli A
dan 50 pl larutan proteinase K
ditambahkan ke dalam tabung Eppendorf.
Campuran tersebut di vortex dan
diinkubasi dalam waterbath 72°C 10 menit.
Setelah inkubasi, ditambahkan lagi 100 pl
binding buffer dan campuran tersebut
dimasukkan ke dalam high pure filter tube,
kemudian disentrifugasi dengan 8.000 rpm
1 menit. Flowthrough dan tabung koleksi
dibuang, diganti dengan tabung koleksi
baru. Inhibitor removal buffer (500 ul)
ditambahkan ke tabung filter, kemudian
disentrifugasi 8.000 rpm 1 menit.
Flowthrough dan tabung koleksi dibuang,
diganti dengan tabung koleksi baru. Wash
buffer (450 ul) mengandung 70% etanol,
ditambahkan ke dalam tabung filter,
disentrifugasi 8,000 rpm 1 menit.
Flowthrough dan tabung koleksi dibuang
lagi. Tabung filter digabung dengan tabung
koleksi baru, sebanyak 450 ul wash buffer
ditambahkan lagi ke dalam tabung filter,
kemudian disentrifugasi dengan 8,000 rpm
1 menit. Flowthrough dibuang, tapi tabung

filter-tabung koleksi yang tersisa
disentrifugasi 30 detik dengan kecepatan
maksimum 12,000 rpm untuk
menghilangkan wash buffer. Selanjutnya,
tabung filter ditempatkan dalam tabung
Eppendorf steril dan 50 pul elution buffer
ditambahkan ke dalam tabung filter,
kemudian disentrifugasi dengan 8,000 rpm
1 menit. Sentrifugasi diulang sekali lagi
dengan 12,000 rpm 30 detik untuk
memaksimalkan pengumpulan RNA.
Selanjutnya, tabung filter dibuang dan
Eppendorf yang berisi RNA dimurnikan,
disimpan pada suhu -20°C sampai
pengujian RT-PCR dilakukan (Wasito et al.,
2014).

Untuk ekstraksi RNA Newcastle
disease virus (NDV) dari sampel jaringan
usus, maka 100 mg sampel jaringan usus
dimasukkan ke dalam tabung Eppendorf 2
ml steril kemudian ditambahkan 1 ml
larutan Trizol ke dalam tabung tersebut,
jaringan dihomogenisasi dalam
homogenizer Heidalp-p7 3 menit.
Selanjutnya, homogenat diinkubasi pada
suhu kamar 5-10 menit dan sebanyak 200
pl kloroform ditambahkan ke homogenat
secara perlahan. Tabung berisi campuran
homogenat dikocok kuat 15- detik
sehingga diperoleh pencampuran yang
maksimal. Campuran diinkubasi pada suhu
kamar 10 menit, kemudian disentrifugasi
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dengan 12.000 rpm, suhu 4°C 15 menit.
Supernatan (400 ul) diambil dengan cara
dipipet perlahan-lahan dan dimasukkan ke
dalam tabung Eppendorf steril yang berisi
500 pl larutan isopropanol dan 0,5 pl
larutan glikogen. Campuran tersebut
disentrifugasi dengan 12.000 rpm, suhu
4°C, 15 menit. Setelah disentrifugasi,
supernatan dibuang dan pelet dicuci
dengan 1.000 pl etanol 70% dan
disentrifugasi dengan 7.500 rpm, suhu
4°C, 5 menit. Prosedur pencucian
dilakukan dua kali. Setelah pencucian,
supernatan dibuang dan pelet dikering-
anginkan pada suhu kamar. Pelet kering
diencerkan ke dalam 50 pl H20 bebas
RNase. Sebelum digunakan dalam uji RT-
PCR, tabung Eppendorf berisi filtrat
tersebut disimpan pada suhu -20°C
(Wasito et al., 2014).

Prosedur simplex reverse
transcriptase polymerase chain
reaction

SuperScript One-Step RT-PCR
dengan Platinum Taqg (Invitrogen, USA)
digunakan untuk mengamplifikasi gen NP
AIV dan gen conserved region NDV.
Sebanyak 25 ul  2x reaction mix
(mengandung dNTP dan larutan buffer),
masing-masing forward primer dan reverse
primer 1,25 pl, ion Mg 2,5 ul, RNA ALV
(template) 5 ul, RT/ Platinum® Taqg mix 1
unit/50 pl campuran reaksi dan H20 bebas
RNase dipipet ke dalam tabung PCR hingga
total volume akhir adalah 50 ul. Proses
sintesis cDNA dilakukan dengan proses
reverse transcription pada suhu 45°C-50°C
30-45 menit dilanjutkan dengan denaturasi
pada suhu 95°C 15 menit. Kemudian,
proses dilanjutkan pada amplifikasi PCR
36-40 siklus dengan masing-masing suhu
denaturasi 94°C 30 detik, annealing 52°C
30 detik-1 menit, ekstensi awal 72°C 1-2
menit, dan ekstensi akhir 72°C 7 menit
(Wuryastuty and Wasito, 2012).

Sedangkan untuk RNA genom NDV
menggunakan reaction mix yang sama dan
ditambahkan forward primer dan reverse
primer yang spesifik terhadap conserved
region NDV dengan kondisi amplifikasi
yaitu sintesis cDNA pada 45°C 45 menit,
denaturasi awal pada 96°C 5 menit,
dilanjutkan dengan PCR 40 siklus dan
setiap siklus terdiri dari denaturasi pada
96°C 1 menit, annealing pada 53°C 1
menit, ekstensi pada 70°C 1 menit, dan
ekstensi akhir pada 72°C 10 menit (Wasito
et al., 2014).

Analisis hasil dengan elektroforesis

Elektroforesis gel agarose digunakan
untuk memvisualisasikan produk PCR. Gel
agarose 1,5% (w/v) dalam larutan 1X TAE
buffer. Agarose dilarutkan dalam 1X TAE
buffer yang dimasukkan ke dalam labu
Erlenmeyer (Pyrex) dan didihkan dengan
microwave sampai menjadi jernih. Setelah
larutan agarose agak dingin, ditambahkan
0,1 pg/pl etidium bromida dan dicampur
merata kemudian dituangkan ke dalam
lempeng cetakan yang telah dilengkapi
dengan sisir pembentuk sumuran. Setelah
gel agarose mengeras, sisir tersebut
dilepas perlahan-lahan. Gel agarose
diletakkan dalam apparatus elektroforesis
dan ditambahkan TAE sebagai buffer
hingga gel terendam sempurna. Produk
PCR (5 ul) dan 5 ul marker DNA 100 bp
(Vivantis) ditambahkan pada 2 ul /oading
dye kemudian dimasukkan ke dalam
sumuran yang tersedia. Setelah semua
sampel DNA masuk ke dalam sumuran,
apparatus elektroforesis dialiri arus listrik
dengan tegangan 100 volt selama 25
menit. Hasil elektroforesis diamati di
bawah UV transluminator sehingga akan
terlihat pita DNA karena fluorescent yang
dipantulkan. Foto-foto diambil dengan
sistem Imaging Gel Logic 100 (Wuryastuty
and Wasito, 2012).
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Analisis data

Data yang dikumpulkan dengan sRT-
PCR dianalisis secara deskriptif untuk
menggambarkan temuan penelitian.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Infeksi Avian Influenza (AI) dan
Newcastle Disease (ND) tetap menjadi
perhatian utama dalam peternakan unggas
karena dapat menimbulkan kerugian
ekonomi yang besar serta angka kematian
tinggi pada ayam (Zhang et al., 2025).
Beberapa laporan menunjukkan bahwa
unggas dapat mengalami infeksi tunggal
maupun ganda oleh berbagai virus,
termasuk AIV dan NDV, yang sering
menimbulkan gejala klinis serupa dan
mampu menular antara unggas liar dan
domestik (Bosco-Lauth et al., 2023).
Kesamaan gejala ini menyulitkan upaya
peneguhan diagnosis dan pengendalian
penyakit, sehingga metode diagnostik
yang cepat, sensitif, dan spesifik sangat

522 bp

dibutuhkan untuk mendukung strategi
pencegahan dan potensi eradikasi AIV dan
NDV pada ayam petelur komersial. Sampel
yang dianalisis berasal dari ayam petelur
komersial yang diduga terinfeksi AIV dan
NDV berdasarkan manifestasi klinis di
lapangan, vyaitu tortikolis, kelumpuhan
kaki, dan lesi hemoragik berbintik pada
saluran pencernaan (Dewandaru et al.,
2020). Analisis menggunakan metode
simplex reverse transcriptase polymerase
chain reaction (sRT-PCR) menunjukkan
amplikon berukuran 552 bp untuk gen
nukleoprotein (NP) AIV dan 320 bp untuk
gen conserved region NDV.

Hasil elektroforesis gel agarose
yang diamati di bawah UV trans-illuminator
menunjukkan pita DNA AIV sejajar dengan
kontrol positif pada posisi 552 bp (Gambar
3) dan pita DNA NDV sejajar dengan
kontrol positif pada posisi 320 bp (Gambar
4).

Gambar 3. Simplex RT-PCR pada 1,5% gel elektroforesis untuk gen NP AIV 552 bp pada sampel
serum ayam isolat lapang. Lajur 1 DNA marker 100 bp (Vivantis), Lajur 2 NP kontrol positif (cairan
alantois), Lajur 3, 4, 5, dan 6 sampel serum positif NP AIV.
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320 bp

Gambar 4. Simplex RT-PCR pada 1,5% gel elektroforesis untuk conserved region NDV 320 bp pada
sampel saluran pencernaan ayam isolat lapang. Lajur 1 DNA marker 100 bp (Vivantis), lajur 2, 3, 4,
dan 5 sampel saluran pencernaan positif NDV.

Secara spesifik, sediaan serum
menunjukkan hasil positif untuk AlV,
sedangkan sediaan jaringan saluran
pencernaan positif untuk NDV.
Keberhasilan deteksi AIV dan NDV sangat
bergantung pada pemilihan primer yang
spesifik. Hasil positif AIV menegaskan
bahwa primer yang digunakan mampu
mengamplifikasi gen NP AIV, sedangkan
hasil positif NDV menunjukkan primer
spesifik untuk gen conserved region NDV.
Amplifikasi gen NP AIV pada semua sampel
serum, terlihat pada fragmen DNA 552 bp
melalui elektroforesis 1,5% pada 100 Volt,
menegaskan bahwa ayam petelur
komersial tersebut terinfeksi AIV. Gen NP
memiliki peran penting dalam proses
enkapsidasi genom virus, yang esensial
untuk transkripsi, replikasi, dan
pengemasan RNA virus (Chauhan &
Gordon, 2022).

Selain itu, gen NP berperan dalam
interaksi dengan protein seluler hospes
yang memiliki aktivitas nuclear localization
signal (NLS) yang dapat memfasilitasi
pengangkutan NP dan RNA virus ke dalam
inti sel hospes (Wang et al 1997) dan

interaksi langsung dengan polimerase virus
untuk replikasi virus tanpa primer
(Newcomb et al 2009), serta aktivasi
limfosit T sitotoksik (Elton et al 1999).
Pada gel agarose 1,5%, hasil
elektroforesis 100 Volt menunjukkan,
bahwa fragmen DNA 320 bp merupakan
gen penyandi conserved region NDV dan
teramplifikasi pada semua sampel saluran
pencernaan. Hasil positif conserved region
NDV tersebut membuktikan, bahwa ayam
petelur komersial terinfeksi NDV. Wise et
al., (2004), telah melakukan amplifikasi
dan karakterisasi gen L dari NDV dan
menemukan bahwa substitusi pada gen L
jarang terjadi jika dibandingkan dengan
gen lain sehingga gen L lebih conserve.
Pada penelitian ini, pemilihan sampel
saluran pencernaan untuk deteksi adanya
NDV pada ayam petelur dengan metode
SsRT-PCR  terkait dengan transmisi,
predisposisi dan predileksi terjadinya
replikasi NDV. Virus ND bereplikasi pada
saluran respirasi bagian atas dan saluran
pencernaan. Virus tersebut menyebar
melalui aliran darah ke paru-paru, ginjal,
usus, sumsum tulang sehingga terjadi
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viremia menyebabkan sistem syaraf pusat,
usus dan paru-paru mengalami infeksi
(Quinn et al., 2002).

Berbagai penelitian menunjukkan
bahwa infeksi ganda virus pada hewan
ternak, termasuk wunggas, merupakan
fenomena yang umum terjadi. Studi in
vitro mengenai koinfeksi AIV dan NDV
mengindikasikan bahwa kedua virus
tersebut dapat saling menekan replikasi
masing-masing. Ketika kedua virus
diinokulasi secara bersamaan, AIV mampu
menghambat pertumbuhan NDV.
Sebaliknya, jika NDV diinokulasi terlebih
dahulu, NDV dapat menekan replikasi AIV.
Tingkat interferensi antara kedua virus ini
dipengaruhi oleh jumlah virus yang
digunakan serta virulensi galur vyang
terlibat (Ge et al., 2012).

Metode diagnostik berbasis molekuler
mempunyai  keunggulan dalam  hal
kecepatan, sensitifitas, dan spesifisitas
untuk  mendiagnosis penyakit yang
disebabkan oleh virus (Gavin and Thomson
2003). Metode RT-PCR telah digunakan
secara luas untuk mengamplifikasi urutan
gen berbagai virus RNA. Kecepatan
diagnosis dapat mengalami peningkatan
yang signifikan jika digunakan metode RT-
PCR (Creelan et al., 2002). Haque et al.,
(2010) melaporkan, bahwa genom NDV
berhasil dideteksi dengan metode RT-PCR
pada sampel klinis dan post-mortem ayam
pedaging dan ayam petelur yang terinfeksi
NDV. Prosedur RT-PCR telah ditetapkan
sebagai alat diagnosis yang handal untuk
deteksi NDV. Metode RT-PCR lebih baik
daripada metode konvensional sebagai
metode uji konfirmasi untuk diagnosis NDV
di lapangan (Krzysztof et al., 2006).

Penggunaan RT-PCR untuk deteksi
AIV bukan pula hal yang baru. Beberapa
strategi RT-PCR telah digunakan untuk
mendeteksi AIV atau membedakan antara
virus influenza A, B, dan C (Zou, 1997).
Metode pemeriksaan PCR perlu dilakukan

dalam deteksi keberadaan AIV, terutama
saat konsentrasi antigen sangat rendah
pada spesimen (organ) yang diperiksa
sehingga dapat meminimalkan kebutuhan
virus hidup pada uji isolasi virus, serta
dapat mendeteksi kelemahan uji lain yang
berdasarkan pada pemeriksaan
keberadaan antigen (Brojer et al 2009).
Keunggulan RT-PCR jika dibandingkan
dengan metode konvensional adalah dapat
diaplikasikan pada sampel dengan untai
asam nukleat yang lebih panjang, dapat
mengurangi resiko terjadinya kontaminasi
silang, dapat menentukan kuantifikasi
sasaran, dapat mendeteksi adanya
modifikasi antigenik virus, dan dapat
menganalisis ekspresi genotip (Hoffman et
al., 2009).

Temuan penelitian ini membuktikan
bahwa dugaan infeksi ganda oleh AIV dan
NDV pada ayam petelur komersial yang
menunjukkan gejala klinis  tortikolis,
kelumpuhan kaki, serta lesi hemoragik
berbintik pada saluran pencernaan dapat
dikonfirmasi melalui identifikasi kedua
virus tersebut menggunakan metode
molekuler simplex reverse transcriptase
polymerase chain reaction (sRT-PCR).

SIMPULAN

Kesimpulan menunjukkan bahwa
ayam petelur komersial dengan gejala
tortikolis, kelumpuhan kaki, dan lesi
hemoragik saluran pencernaan mengalami
infeksi Avian Influenza Virus (AIV) dan
Newcastle Disease Virus (NDV). Deteksi
molekuler menggunakan metode simplex
reverse transcriptase polymerase chain
reaction (sRT-PCR) berhasil
mengidentifikasi amplikon spesifik gen NP
AIV berukuran 552 bp pada sampel serum
dan gen conserved region NDV berukuran
320 bp pada jaringan saluran pencernaan.
Hasil ini mengonfirmasi terjadinya infeksi
ganda AIV dan NDV. Metode sRT-PCR
terbukti cepat, sensitif, dan spesifik,
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sehingga efektif sebagai alat konfirmasi
diagnosis untuk mendukung pengendalian
dan pencegahan penyakit unggas di
lapangan.
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