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Pendahuluan

Penyakit Jembrana (PJ) menyerang jenis sapl bali (Bos jovanicus) secara akut dan menyebabkan
kematian tinggi dan jenis sapi lainnya yaitu sapl Ongole (Bos indicus), sapi Friesian (Bos Tourus), dan kerbau
(Bos bubalis) dengan pengaruh lebih ringan (Soeharsono etal, 1995).Virus Penyakit Jembrana (VPJ)
merupakan agen penyebab dari PJ yang diidentifikasi anggota dari family Retroviridae dan subfamily darl
lentiviridae (Chadwick et. al.,1995). Penyakit jembrana memiliki periode inkubasi pendek 5-12 harl, penyakit
akut berakibat fatal dengan mortalitas tinggi. Binatang yang sembuh membangun respon antibodi terhadap
virus dan resisten terhadap infeksi kemball sedikitnya 22 bulan dan membawa virus infeksius dalam darah
selama sedikitnya 25 bulan setelah infeksi yang dapat menulari sapi sehat lainnya (Soeharsono et.al, 1995).

Metode diagnosis yang cepat, akurat dan mudah merupakan sarana untuk mencegah penyebaran PJ
yang mudah menular. Diagnosis klinis dan immunologis tidak mudah diterapkan pada infeksi awal. Teknik
diagnosis didasarkan asam nukleat merupakan metode deteksi yang lebih dini. Metode menggunakan
amplifikasi asam nuklet pada suhu tunggal merupakan cara yang mulai banyak diterapkan selain amplifikasi
asam nukleat yang umum (PCR) karena keunggulannya yaitu reaksinya cepat (30-60 menit) pada satu siklus
reaksi pada suhu tunggal (60-63°C), dan hasilnya bisa langsung dilihat dengan adanya endapan putih atau
ditambahkan SYBR green fluorescence dye muncul warna hijau jika dikenai sinar UV. Metode ini sangat sensitif
dan spesifik dimana menggunakan 4 atau 6 primer yang berbeda yang hanya mengenal 6 atau 8 sekuen gen
target (Parida et.al, 2008).

Bahan dan Metode .

Ekstrasi RNA Total Limpa Sapi yang Terinfeksi VPJ. Ekstraksi RNA total dari jaringan limpa yang
terinfeksi dengan reagen TRIZOL LS (Invitrogen Life Technologies) yang dikerjakan sesuai petunjuk perusahaan
Hasil pelet RNA total dilarutkan dalam 100 uL DEPC-treated H,0( RNase free water), Kemurnian RNA
ditentukan dengan spektrofotometer pada rasio absorbsi panjang gelombang 260/280 dan konsentrasi RNA
pada gelombang 260 nm.

Purifikasi RNA Virus. Partikel RNA virus dari hasil ekstraksi RNA total diproses dengan mengambil 50 pl
larutan ekstrak RNA ditambahkan 10 mM Tris-HCl dan 0,4% SDS dan diinkubasi selam 5 menit dalam es.
Campuran ditambahkan fenol-kloroform 1:1 dan diinkubasi selama 15 menit dalam es. Selanjutnya
disentrifugasi 3000 rpm selama 25 menit suhu 4°C. RNA pada fase atas diambil kemudian dipresipitasi dengan
isopropanol 1:1 dan dicampur dengan baik. Campuran diinkubasikan pada suhu -20°C semalam.. Kemudian
disentrifugasi 3000 rpm 25 menit suhu 4°C. Supernatan dibuang dan pelet dicuci dua kali dengan ethanol 70%
sebanyak 1 ml. Pelet dilarutan dengan 20 pl dH,0-DEPC treated. Kemurnian RNA virus ditentukan dengan
spektrofotometer pada rasio absorbsi panjang gelombang 260/280 dan konsentrasi RNA pada gelombang 260
nm.

Reaksi Amplifikasi Isothermal. Reagen yang dipakai yaitu : 2 uM setiap primer dalam FIP dan BIP, 0.2
UM setiap primer luar F3 dan 83, 1400 uM of dNTP mix (Promega), 0.6 M betaine (Fluka Biochemika), 6mM
MgS0,, 0.125 U AMV reverse transcriptase (RTase) (Promega), 8 U of Bst DNA polymerase (large fragment;
New England Biolabs), dengan 1x buffer kit, dan untuk mempercepat LAMP ditambahkan 1 uM setiap primer
loop 1F dan 1B. Template RNA sebanyak 1 pl dan volume akhir campuran reaksi adalah 25 pl dengan
penambahan Rnase free water. Reaksi amplifikasi menggunakan alat thermobath pada reaksi 63°C selama 30
menit dan dihentikan dengan inkubasi pada suhu 80°C selama 2 menit. Haslil reaksi dilakukan elektroforesis
dengan mencampur 5 pl hasil amplifikasi dengan 2 pl loading dye dimasukan kedalam lubang ge! agorose 1%
yang mengandung good view fluorescent dan dialiri listrik searah 100 volt selama 30 menit. Hasil elektroforesi
dilihat dengan transilluminator UV pada gelombang 302 nm.
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Hasil dan Pembahasan

Gen gag adalah gen struktural yang mengkode protein penting yang terdiri dari 3 subunit yaitu ma, co,
dan nc. Gen gog diekpresikan menjadi prekursor GAG yang dimaturasi menjadi protein matriks (MA), capsid
(CA), dan nukleocapsid (NC). Gen gag merupakan gen virus yang stabil pada sapl ball di Indonesia sehingga
memenuhl syarat sebagai target amplifikasi untuk deteksi virus.

primer untuk amplifikasi isothermal mengenal sekuen target gen CA virus penyakit jembrana sepanjang
211 bp oleh sepasang primer luar (F1 dan B3) dimana berfungsi untuk mengawali reaksi amplifikasi dengan
amplifikasi non siklik.. Dengan adanya enzim Bst polimerase yang mampu melepas untai ganda DNA dan
selanjutnya mensintesis DNA pada suhu tunggal untuk reaksi amplifikasi seterusnya dilakukan oleh primer
dalam (FIP dan BIP) pada tahap siklik yang membentuk struktur seperti bunga kol. Untuk mempercepat reaksi
digunakan sepasang loop primer {1F dan 18) (Notomi etal., 2000).Reaksi amplifikasi diawali pembentukan
DNA virus darl template RNA virus oleh Enzim Amv rivers transcriptase dan diteruskan oleh sintesis DNA dari
DNA yang terbentuk dari RNA oleh enzim 8st polimerase. Reaksi sangat cepat dengan adanya loop primer dan
memiliki spesifitas dan sensifitas yang tinggl dengan pemakaian 6 buah. Hal ini sesual, pada penelitian inl
menunjukan tanpa adanya template (memakai air) tidak menghasilkan amplifikasi DNA dan juga absennya
primer F1 dan B3 tidak terjadi reaksi amplifikasi. Hasil reaksi dielektroforesis dan dibaca menggunakan
transilluminator sinar UV memperlihatkan karakteristik khas yaitu pita yang lebar berbentuk tangga yang rapat
sebagal hasil dari hasil reaksi sintesis DNA yang bervariasi.

Dibandingkan dengan ampilfikasi lain seperti RT-PCR yang memakan waktu reaksi 3-4 jam
menggunakan alat khusus (thermocycler), reaksi amplifikasi isothermal ini hanya memerlukan waktu sekitar
30-45 menit hanya menggunakan alat sederhana seperti thermobath.

Kesimpulan

Teknik amplifikasi isothermal dapat digunakan untuk deteksi virus penyakit jembrana dengan cepat
yaitu 30-45 menit dan dengan alat yang lebih sederhana (thermobath) dibandingkan dengan amplifikasi RT-
PCR yang memerlukan waktu sedikitnya 3 jam dan alat khusus (thermocycler).
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