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ABSTRACT

In Indonesia, data on the phenotype of Al virus subtype H5N1 is very limited, due to the facilities for such testing
should be performed in a laboratory Biosafety level III.  Additionally influenza virus has a high error rate during
transcription of their genome has low RNA polymerase. High error rates generate quasispecies. In this study, we
did some H5N1 viruses infection with different genetic variations and conducted DNA sequencing in several
organs. To determine the possible emergence detection of quasispecies in different organs and until the virus was
excreted. We tested the hypothesis that the quasispecies might arise from virus that was infected to the
experimental animals. The results of this study showed that the Al virus subtype H5N1 had different phenotypes in
animal depending on their genetic character. Al virus subtype H5N1 killed chickens within 48-72 hours
depending on the genetic character of the virus. New Al viruses of subtype H5N1 caused more severe organ
damage severe than the character of the old Al viruses. Adaptation of virus in each organ also proved that the virus
likely create variations/quasispecies, which was different from the viral origin.
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ABSTRAK
Di Indonesia, data tentang fenotipe virus Al subtipe H5N1 sangat terbatas, dikarenakan fasilitas yang digunakan
untuk pengujian tersebut harus di laboratorium berkeamanan tingkat III (Biosafety Level 111). Selain itu virus
influenza memiliki tingkat kesalahan yang tinggi selama transkripsi genom mereka karena mempunyai RNA
polimerase yang rendah. Tingkat kesalahan tinggi menghasilkan quasispecies/variasi virus. Pada penelitian ini kami
melakukan infeksi beberapa virus H5N1 dengan variasi genetik yang berbeda. Selanjutnya beberapa organ disekuen
untuk mengetahui kemungkinan munculnya/terdeteksinya quasispecies pada organ yang berbeda dan juga sampai
virus tersebut diekskresikan. Kami menguji hipotesis bahwa guasispecies mungkin muncul dari virus yang kita
infeksikan pada hewan coba. Hasil penelitian menunjukkan bahwa virus Al subtipe HSN1 mempunyai fenotipe
yang berbeda pada hewan coba tergantung dari karakter genetiknya. Virus Al subtipe H5N1 dapat membunuh
ayam dalam waktu 48-72 jam tergantung dari karakter genetik virus. Karakter virus Al subtipe H5N1 yang baru,
mampu me nimbulkan kerusakan organ yang lebih parah dibandingkan dengan karakter virus Al lama. Adaptasi
virus disetiap organ juga membuktikan bahwa kemungkinan akan menciptakan guasispecies, yang berbeda dengan

virus asalnya.

Kata Kunci: Fenotipe, avian influenza, H5N1, karakter genetik, quasispecies

PENDAHULUAN

Virus HPAI H5N1 telah menyebar ke Asia
sampai Asia Tengah, Eropa dan Afrika, menyebabkan
wabah penyakit dan kematian pada unggas domestik
dan burung liar (Guan ez al. 2004; Peiris ez al.
2007). Infeksi virus H5N1 asal unggas ke manusia
tercatat sekitar 630 orang dan sebanyak 375 kasus

fatal, namun tanpa adaptasi atau penularan antar
manusia (WHO, 2013). Virus Influenza A termasuk
H5N1 merupakan virus RNA dalam keluarga
Orthomyxoviridae dengan genom sebesar 13,5 -
kilobasa dan terdiri dari delapan segmen RNA beruntai
tunggal dan mengkode 11 protein (Ghedin ez /.
2005). Terdapat 144 kemungkinan kombinasi dua

glikoprotein  permukaan, hemagglutinin dan
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neuraminidase, yang menentukan sifat antigenik
dan Klasifikasi subtipe virus. Virus influenza A bersifat
zoonosis dan sebagai kelompok virus, mereka memiliki
kisaran inang yang luas termasuk manusia, setidaknya
105 spesies burung, babi, kuda, anjing, kucing,
musang, cerpelai dan mamalia laut (Katz ez a/. 2009).

Virus influenza memiliki tingkat kesalahan
yang tinggi selama transkripsi genom mereka
karena mempunyai RNA polimerase yang rendah
(Stech ez al. 1999). Tingkat kesalahan tinggi meng-
hasilkan guasispecies, yaitu fenomena genotipe
virus berbeda yang beredar di host, dengan masing-
masing subtipe virus mempunyai potensi berkaitan
dengan beberapa tingkat kecocokan dari inang
(Domingo ez al. 1985). Seperti yang disebutkan
oleh Domingo ez al, " virus quasispecies  adalah mutan
tidak identik) dan

rekombinasi virus genom dikenakan terus menerus

yang berdekatan (tapi

adanya variasi genetik, kompetisi, dan seleksi
"(Domingo et al. 1998). Di Indonesia, data
tentang fenotipe virus Al subtipe H5N1 sangat
terbatas, dikarenakan fasilitas yang digunakan
untuk pengujian tersebut harus di laboratorium
berkeamanan tingkat III (Biosafery Level II]). Pada
penelitian ini kami melakukan infeksi beberapa
beberapa virus H5N1 dengan variasi genetik yang
berbeda dan mensekuensing di beberapa organ
untuk mengetahui kemungkinan munculnya/
terdeteksinya guacispecies pada organ yang berbeda
dan juga sampai virus tersebut diekskresikan. Kami
menguji hipotesis bahwa guasispecies  mungkin
muncul dari dari virus yang kita infeksikan pada

hewan coba.
BAHAN DAN CARA KERJA

Penelitian pada hewan coba dilakukan di
laboratorium dengan fasilitas Biosafety Level 111
(BSL-3) milik BBLitvet yaitu di laboratorium
zoonosis dan Moduler BSL-3.
yang melakukan penelitian di BSL-3 telah

Semua personil

mendapatkan pelatihan Biosafery dan  Szandar
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Oparational Procedure (SOP) sebelum bekerja di
BSL-3. Personil menggunakan baju Peronal Protective
Equipment (PPE) lengkap dan mandi setelah
keluar dari BSL-3. Selama percobaan ayam dipelihara di
isolator BSL-3 yang sangat aman sehingga sangat
kecil kemungkinan organisme/virus Al akan
mencemari personil atau pun lingkungan.

Isolat virus IA/H5N1, yang digunakan pada
penelitian ini adalah virus AI/H5N1 yaitu empat
virus Al yang telah diisolasi pada penelitian
sebelumnya. Hewan coba yang digunakan adalah
ayam Specific Pathogen Free (SPF) berumur 4
Ayam SPF  dibagi
kelompok perlakuan. Tiap kelompok perlakuan

minggu. menjadi  lima
terdiri dari 6 ekor ayam yang terbagi menjadi 3
ekor ayam diinfeksi dan sisanya diinfeksikan
secara kontak.
virus Al (A/Ck/East Java/BL- IPA/03), Kelompok
2 diinfeksi oleh virus (A/Ck/East Java/ Bwil2/10),
Kelompok 3 diinfeksi dengan virus A/Bird/
Bali/1/11, Kelompok 4 diinfeksi dengan virus A/
Env/West Java/Krw54/12 dan Kelompok 5

sebagai kelompok kontrol. Hewan kontak tidak

Kelompok 1 diinfeksi dengan

diinfeksi tapi dipelihara bersama dengan hewan
yang diinfeksi virus H5NI1.
subtipe H5N1 yang diinfeksikan secara intranasal
adalah 10°EID/ml.

Hewan coba akan diamati gejala klinis yang

Dosis virus Al

muncul dari mulai diinfeksi sampai terjadinya
kematian hewan coba, selain itu virus shedding
akan amati dan diidentifikasi dengan RT-PCR
dan dikultur di telur berembrio SPF. Spesimen
dari hewan coba dikoleksi dari swab nasal dan
kloaka serta serum darah. Jika hewan mati, maka
spesimen yang diambil selain swab nasal, kloaka
dan serum darah, organ (trakea, lambung, usus,
limpa) dikoleksi

pemeriksaan patologis. Organ dari virus Al/

paru, jantung dan untuk
HS5NI tertentu akan dititrasi untuk mengetahui
konsentrasi virus pada masing-masing organ (Reed

and Muench, 1938). Selain itu juga diidentifikasi

kemungkinan terjadinya mutasi/variasi/quasispecies
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virus ketika bereplikasi diorgan, schingga akan
diketahui kemungkinan populasi virus yang muncul.
Dua puluh empat jam setelah ayam diinfeksi,
gejala klinis diamati dan dilakukan deteksi shedding virus
dengan cara mengambil swab kloaka dan trakea
setiap hari. Swab kloaka/trakea dideteksi keberadaan
virus Al melalui RT-PCR menggunakan primer
H5 (Lee ez al, 2001). Organ dari ayam mati dikoleksi
untuk dititrasi konsentrasi virus pada setiap organ,
dan selanjutnya dilakukan sekuensing DNA.
Sekuensing DNA  dilakukan pada gen HA virus
AI/H5N1 untuk mengetahui adanya perubahan
sekuen nukloetida pada virus. Primer dan DNA
sekuensing gen HA dilakukan sesuai dengan Hoffman ez
al (2001). Hasil sekuensing diverifikasi dan dianalisis
dengan software bioinformatika (Bioedit, Finch
TV, MEGA 5.2). Hasil analisis dapat menentukan/
memprediksi mutasi virus AI/H5N1.

HASIL

Infeksi Virus AI subtipe H5N1 pada Ayam
Specific Pathogen Free (SPF).

Lima kelompok ayam SPF Kelompok tersebut
adalah : Kelompok IPA, Kelompok Bwil2, Kelompok
Krw54, Kelompok Bali dan Kelompok kontrol.

Masing-masing kelompok merupakan representasi

dari evolusi virus yaitu Kelompok IPA di infeksi
dengan virus IPA yang merupakan virus pertama
H5NI1 yang di isolasi pada tahun 2003; Kelompok
Bwil2 diinfeksi virus yang mengalami genetic drift
sedangkan kelompok Krw54 dan Balil diinfeksi
dengan virus yang disolasi disekitar kasus manusia
terinfeksi HSN1. Setelah diinfeksi setiap kelompok
diamati gejala klnis dan shedding virus setiap hari.
Shedding virus setiap kelompok hewan coba dapat
dilihat pada Tabel 1-5.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa gejala
klinis ayam yang diinfeksi virus AI/H5N1 semua
jenis isolat yang digunakan pada penelitian ini
menggambarkan penyakit Al mempunyai onset of
action yang sangat pendek, sehingga gejala klinis
tidak teramati dengan jelas karena ayam telah
mati pada hari kedua (virus Bwil2, Krw54), hari
ketiga dan keempat (virus IPA, Balil); shedding
virus AI/H5N1 umumnya belum dapat terdeteksi
pada 24 jam post infeksi (hari pertama) dan baru
dapat dideteksi pada hari kedua post infeksi.

Selain shedding virus, juga diukur nilai konsentrasi
virus di setiap organ yang dikoleksi hanya untuk
kelompok Balil dan Krw54. Tabel 6 berikut
menunjukkan organ yang dititrasi virusnya, untuk
mengetahui titer virus masing-masing organ. Hasil

penelitian menunjukkan bahwa organ otak asal

Tabel 1. Shedding virus dari kelompok ayam kontrol tidak diinfeksi virus.

Shedding Virus
. Hari ke -1 Hari ke 1 Hari ke 2 Hari ke 3 Hari ke 4
Kode Ayam  Jenis Sampel
RT-PCR Isolasike RT-PCR Isolasike RT-  Isolasike RT-PCR Isolasike RT-PCR Isolasi ke
H5 TelurSPF H5  Telur SPF PCRH5 Telur SPE H5 Telur SPF H5 Telur SPF
Chicken 1 Swab Trakhea Negatf Td Negatf Td Negatif Td Negatif Td Negatf Td
(NC.AE/Ck.1/12  Swab Kloaka Negatif Td Negatif Td Negatif Td Negatif Td Negatif Td
Chicken 2 Swab Trakhea Negatif Td Negatif Td Negatif Td Negatif Td Negatif Td
(NC.AE/Ck.2/12  Swab Kloaka  Negatif Td Negatif Td Negatif Td Negatif Td Negatif Td
Tabel 2. Shedding virus dari kelompok ayam yang diinfeksi virus Bwil2.
Shedding Virus
. Hari -1 Hari kel Hari ke 2 Hari ke 3 Hari ke 4
Kode Ayam  Jenis Sampel
RT- Isolasi ke RT- Isolasi ke RT- Isolasi ke RT-PCR Isolasike RT-PCR Isolasike
PCRH5 Telur SPF PCRH5 Telur SPF PCRH5 Telur SPF H5 Telur SPF H5 Telur SPF
Chicken 1 Swab Trakhea Negatif Td Negatif Td Negatf Td Negatif Td Negatf Td
(NC.AE/Ck.1 ~ Swab Kloaka  Negatif Td Negatif Td Negatif Td Negatif Td Negatif Td
Chicken 2 Swab Trakhea Negatif Td Negatif Td Negatif Td Negatif Td Negatif Td
(NC.AE/Ck.2  Swab Kloaka  Negatif Td Negatif Td Negatif Td Negatif Td Negatif Td

261



Dharmayanti, dkk.

Tabel 3. Shedding virus dari kelompok ayam yang diinfeksi virus Balil.

Shedding Virus

3 d-pre-i 1 dpi 2 dpi 3 dpi 4 dpi

Kode Ayam Jenis Sampel
RT-PCR Isolasike RT-PCR Isolasike RT-PCR Isolasike RT-PCR Isolasike RT-PCR Isolasike

H5 Telur SPE H5 Telur SPF H5 Telur SPF H5 Telur SPF H5 Telur SPF

Chicken T b Trakhea Negatif Td Negatif =~ Negatif  Positif Positif _
(Bali.AE/Ck.1 Ayam mat
112) Swab Kloaka Negatif Td Negatif ~ Negatif  Positif Positif

Chicken 2 Swab Trakhea Negatif Td Negatdf  Negadf Positif Negadf Negatif Negatif Positif Negatif

(Bali.AE/Ck.2
19 Swab Kloaka Negatif Td Negatif ~ Negatif  Positif Positif Positif Positif Positif Positif

Tabel 4. Shedding virus dari kelompok ayam yang diinfeksi virus Krw54.

Shedding Virus
3 d-pre-i 1 dpi 2 dpi
Kode Ayam  Jenis Sampel
Isolasi ke Isolasi ke Isolasi ke
RT-PCR H5 RT-PCR H5 RT-PCR H5
Telur SPF Telur SPF Telur SPF
Chicken 1 Swab Trakhea Negatif Td Posidf Positif Positif Positf
(Krw.AE/Ck.1/
12 Swab Kloaka Negatif Td Positf Positf Positf Positf
Chicken 2 Swab Trakhea Negatif Td Positif Positif Positif Positif
(Krw.AE/Ck.2/
1) Swab Kloaka Negatif Td Positf Positf Positf Positf

Tabel 5. Shedding virus dari kelompok ayam yang diinfeksi virus IPA.

Shedding Virus

1 d-pre-i 1 dpi 2 dpi 3 dpi 4 dpi
Kode Ayam  Jenis Sampel P P P P P

RT-PCR Isolasi ke RT-PCR Isolasike RT-PCR Isolasike RT-PCR Isolasi ke RT-PCR Isolasike
H5  Telur SPF H5 Telur SPF H5 Telur SPE H5  TelurSPE H5 Telur SPF

Chicken 1 (IPA. Swab Trakhea Negatf Td Negatif  Positf ~ Negatif  Positif Positif Positif ~ Negatf  Positf
AE/Ck1/12)  Swab Kloaka Negatf  Td Negatif  Negatif  Negatf  Positif  Dositif  Dositif ~ Negatf  Positif
Chicken 2 (TPA. Swab Trakhea Negadf — Td Negaif  Positif ~ Negadf  Positif  Positif  Positif — Negaif  Positf
AF/Ck2/12)  Swab Kloaka Negaif — Td Negatif  Negatf  Negatf Negatf  DPositif  Positif ~ Negatf  Positif

Tabel 6. Titer virus Al di tiap-tiap organ: (Reed & Muench ayam yang diinfeksi virus Krw 54 mempunyai
1938). titer tertinggi (8,5log10), sedangkan organ hati yang

Titer virus (log 10) diinfeksi virus Krw 54 mempunyai titer terendah
Balil /2011 Krw54/2012

Organ
(3,7log10). Titer virus pada organ yang diinfeksi

Pfaru—p aru 7,2 & virus Bali adalah sekitar 5,2log10-7,5log10.

Limpa 5,2 7,86

Trakea 55 7.86 Gambaran kerusakan organ pada setiap organ

Pencernaan 72 75 yang dikoleksi selengkapnya dapat dilihat pada

Otak 6,9 8,9 Tabel 7. Dari gambaran histopatologi tersebut

Osefagus 5.2 7,86 menunjukkan bahwa trakea merupakan satu-satunya

Proventrikulus 75 8.5 organ yang dirusak oleh hampir semua jenis virus.

Ginjal 7,2 7,5 . .
Sedangkan  kerusakan organ lainnya dari

Jantung nd 5.2

Hari nd 37 gambaran histopatologi memperlihatkan bahwa

Swab trakea 8,5 75 setiap virus mempunyai kespesifikan tertentu

Swab kloaka 8,2 5,5 dalam merusak organ. Sebagai contoh virus IPA
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cenderung merusak organ limpa karena
ditemukannya deplesi pulpa putih yang sangat
hebat disertai nekrosis, sedangkan virus lainnya
cenderung merusak ke saluran pernapasan

trakea (Tabel 7). Gambar 1

memperlihatkan gambaran histopatologi dari

termasuk

organ yang diinfeksi virus Krw54. Ayam kontak
merupakan ayam yang tidak diinfeksi virus Krw
54 namun dipelihara bersama dalam satu kandang

(infeksi kontak) tampak perubahan organ secara

signifikan.

Bursa fabricius ayam 1 diinfeksivirus Krw54 Ginjal ayam 1 diinfeksi virus Krw54

Hati ayam 1diinfeksi virus Krw54 Jantung ayam 1diinfeksivirus Krw54

Pankreas ayam 1diinfeksivirus Krw54 Paru ayam 1diinfeksi virus Krw54

Trakeaayam 1diinfeksi virus Krw54 Limpaayam 1diinfeksivirus Krw 54

Pankreas ayam 1diinfeksivirus Krw54

Syaraf ayam 1yang diinfeksi virus Krw 54

Gambar 1. Perubahan histopathologi organ ayam

yang diinfeksi virus Krw54

Identifikasi quasispecies pada swab kloaka
Dipilih kelompok organ ayam yang dinfeksi
oleh virus Bwil2 untuk mengetahui apakah disetiap
virus bereplikasi di organ telah melakukan mutasi
dengan melakukan direct sequencing. Hasil analisis
virus Bwil2 memperlihatkan bahwa organ trakea,
pencernaan, otak, osephagus yang mengandung
tidak menunjukkan perubahan
nukleotida pada gen HA virus. Virus di proventrikulus

mengalami variasi di posisi 81-82 dimana TT

virus  tersebut

(Timin-Timin) digantikan CC (Sitosin-sitosin).
Virus di limpa menunjukkan satu variasi yaitu
pada posisi 448 G/A. Virus yang dieksresikan
pada feses ditemukan adanya variasi yang lebih
banyak pada urutan nukleotidanya yaitu pada
urutan nukleotida sekitar 284-471, yaitu 383 (G/
A), 408 (T/A), 412 (C/A), 420 (T/C), 443 (G/A), 455
(CIT), 465 (A/C), 471 (C/T). Hal ini memperlihatkan
kemungkinan adanya virus Al guacispecies pada
proventrikulus dan limpa serta ekskreta (feses) yang
disekresikan oleh ayam. Homologi virus disetiap
organ yang diinfeksikan dengan virus (asal) yang
di infeksikan sekitar 99-100% (Gambar 2).

PEMBAHASAN

Timbulnya gejala klinis pada ayam yang
terinfeksi HPAI pada ayam, virus HPAI biasanya
menyebabkan multisistemik penyakit yang bethubungan
dengan morbiditas dan mortalitas yang tinggi
(Hooper & Selleck, 1998; Swayne & Pantin-
Jackwood 2006; Swayne 2007). Sebenarnya sulit
untuk menggambarkan satu set tanda-tanda klinis
yang merupakan indikator yang konsisten dari
wabah HPAI, tanda-tanda klinis umumnya tidak
spesifik, dan frekuensi dan jenis mereka bervariasi
tergantung dengan virus (Elbers er al. 2004b,
Swayne 2007). Pada penelitian ini menunjukkan
bahwa gejala klinis ayam yang diinfeksi virus Al/
H5N1 semua jenis isolat yang digunakan pada

penelitian ini menggambarkan penyakit Al
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Tabel 7. Kerusakan organ ayam yang diinfeksi virus Al subtipe H5NI1.

Perubahan Histopatologi

Organ Dinfeksi virus Balil Diinfeksi virus Krw54 Diinfeksi virus IPA
Trakhea Infiltrasi limfosit multifokus ~ Atrofi mukosa Tidak ditemukan perubahan
pada mukosa, disertai spesifik
nekrosis
Pa ru-paru Multifokus infilerasi limfosit ~ Kongesti, infiltrasi Pembendungan
(minimal) minimal limfosit pada
bronkhiolus
Jantung Tidak ditemukan perubahan ~ Kongesti Tidak ditemukan perubahan
spesifik spesifik
Hati Multifokus infiltrasi limfosit ~ Kongesti Ditemukan focus-focus infliltrasi
disertai nekrosis dan reksis limfosit disertai nekrosis
Limpa, Tidak ditemukan perubahan  Td Tidak ditemukan perubahan
proventrikulus, spesifik spesifik

osefafus, gizzard,

usus
Pankreas Tidak ditemukan perubahan  Degenerasi-nekrosis
spesifik pulau Langerhans
Oviduct Infiltrasi limfosit yang cukup ~ Tidak ditemukan
signifikan, disertai nekrosis perubahan spesifik
Ginjal Tidak ditemukan perubahan  Kongesti

Tidak ditemukan perubahan
spesifik
Tidak ditemukan perubahan
spesifik
Tidak ditemukan perubahan

spesifik
Deplesi folikel limfoid

Bursa Fabricius

Otak Edema perivaskular Nd

Deplesi folikel limfoid

spesifik

Deplesi folikel limfoid terjadi
sangat hebat

Nd

mempunyai onset of action yang sangat pendek,
sehingga gejala klinis tidak teramati dengan jelas
karena ayam telah mati pada hari kedua (virus
Bwil2, Krw54), hari ketiga dan keempat (virus
IPA, Bali); shedding virus Al subtipe HSN1 umumnya
belum dapat terdeteksi pada 24 jam post infeksi
(hari pertama) dan baru dapat dideteksi pada hari
kedua post infeksi.

Virus avian influenza yang membunuh unggas
dengan cepat cenderung menyebabkan tanda-
tanda klinis lebih sedikit dari pada ketika strain
virus atau dosis yang diinfeksikan memungkinkan
unggas untuk bertahan hidup lebih lama (Alexander
et al. 1978; Bean et al. 1985; Perkins & Swayne
2001). Ayam terinfeksi virus HPAI kadang-
kadang ditemukan mati dengan sedikit atau tidak
ada tanda-tanda sebelumnya (Alexander er al.

1978, 1986, Bean ez al. 1985;

Forman et al.
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1986; Elbers er al. 2004a; Nakatani ez al. 2005;
Swayne 2007; Tsukamoto et al. 2007).

Dalam eksperimen ayam yang terinfeksi dan
diinokulasi oleh alam (misalnya rute pernapasan),
maka tanda-tanda awal yang terlihat adalah depresi,
mengacak-acak bulu penurunan konsumsi pakan,
diare, peningkatan cairan feses dan urat,
haematochezia, dyspnea dan, pembengkakan dan
sianosis dari kepala dan kaki (Alexander er al.
1978; Westbury et al. 1979; Forman e al. 1986;
Brown et al. 1992; Perkins & Swayne 2001; Jones
& Swayne 2004; Tsukamoto ez a/. 2007). Dengan
pengecualian depresi, yang secara konsisten hadir,
pola tanda-tanda klinis bervariasi tergantung
virus yang digunakan (Alexander er al. 1978;
Westbury et al. 1979; Forman ez al. 1986, Brown
et al. 1992; Perkins & Swayne 2001; Jones &

Swayne 2004; Tsukamoto ez al. 2007). Inokulasi



A/Ck/East
A/Ck/East
A/Ck/East
A/Ck/East
A/Ck/East
A/Ck/East
A/Ck/East
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AfCk/East
A/Ck/East
A/Ck/East
A/Ck/East
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A/Ck/East
A/Ck/East

A/Ck/East
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A/Ck/East
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A/Ck/East
A/Ck/East

B/Ck/East
A/Ck/East
A/Ck/East
AfCk/East
A/Ck/East
A/Ck/East
A/Ck/East
A/Ck/East

B/Ck/East
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A/Ck/East
A/Ck/East
AfCk/East
L/Ck/East
A/Ck/East
AfCk/East
A/Ck/East
A/Ck/East
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Gambar 2. Multiple sequence alignment virus Bwil2 (origin) dibandingkan dengan virus Bwil2 setelah diinfeksikan

dan dilakukan direct sequencing dari organ ayam
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Gambar 2. Lanjutan

intranasal pada unggas akan menimbulkan tanda-
tanda klinis atau waktu kematian yang bervariasi
tergantung dengan isolat dan dosisnya. Ayam
diinokulasi intranasal dengan isolat H5N1 Asia
sering mati dalam beberapa hari pertama (Shortridge
et al. 1998; Suarez et al. 1998; Cauthen ez al. 2000;
Perkins & Swayne, 2001; Tumpey ez al. 2002; .
Lee et al. 2005a; Nguyen ez al. 2005; Tian ez al. 2005;
Swayne ez al. 2006 ; Swayne & Pantin - Jackwood 2006;
Swayne 2007; Tsukamoto et a/, 2007). Tanda-
tanda klinis jarang bisa ditentukan pada unggas
dalam satu penelitian, ayam umur 4-6 minggu
dilaporkan menjadi depresi dan telah mengacak-
acak bulu pada hari 1 post-inokulasi (pi), dan
sudah mati hari 2 (Tsukamoto ez a4l 2007).
Seperti contohnya pada ayam yang diinokulasi
intranasal dengan Virus H5N1 yang diisolasi pada
tahun 1959 (A/chicken/Scotland/59 ) jatuh sakit,
rata-rata pada 3,8 hari pi. dan mati pada 4,6 hari
pi, dan menunjukkan beberapa tanda-tanda klinis
sebelum kematian (Alexander er 2/ 1986). Hal
ini sesuai dengan hasil dari penelitian kami, yaitu
gejala klinis tidak tampak secara jelas, hanya ayam
nampak lemah dan lesu serta kematian terjadi
sekitar hari kedua sampai keempat.

Selain patogenesitas, dalam penelitian ini
juga diteliti kemungkinan adanya quacispecies atau
varian yang mungkin muncul akibat kesalahan

replikasi selama virus di tubuh hewan. Tingkat
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kesalahan dalam replikasi dikatakan sebagai
pedang bermata dua di satu sisi meningkatkan
kemampuan virus untuk cepat beradaptasi dengan
inang yang baru melalui perubahan genetik yang
membantu dalam replikasi, dan di sisi yang lain adalah
efisiensi transmisi berperan untuk menghasilkan
subtipe yang cacat sechingga mengurangi adaptasi
pada inang. Beberapa atau sebagian besar quasispecies
ini atau campuran subtipe mungkin terlewatkan
selama kultur virus karena  adanya tekanan
adaptasi " tuan rumah " seperti misalnya pada
chicken embrio atau kultur sel (Wang ez al. 2008),
sehingga yang diperoleh adalah populasi virus
yang dominan. Pada penelitian ini, beberapa virus
dari organ menunjukkan adanya variasi genetik,
serta kelompok virus yang diekskresikan pada feses
menunjukkan adanya kemungkian virus mengalami
quasispecies, sehingga virus yang diekskresikan tidak
sama dengan virus yang diinfeksikan atau adanya
genetic drift. Hal ini kemungkinan karena kesalahan
pembacaan blue print virus pada saat replikasi yang
akan menghasilkan quasispecies yang merupakan
fenomena dimana beberapa genotipe viral yang
berbeda co-sirkulasi pada inang (Domingo ez al.
1985). Data pada penelitian ini membuktikan
bahwa virus yang diinfeksikan tidak identik 100%
dengan virus yang diekskresikan oleh ayam. Data
ini membuktikan adanya kemampuan virus dalam

melakukan variasi genetik meskipun tanpa adanya
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tekanan imunologis seperti misalnya vaksinasi dari

luar.
KESIMPULAN

Virus Al subtipe HSN1 mempunyai fenotipe
yang berbeda pada hewan coba tergantung dari
karakter genetiknya. Virus Al subtipe H5N1 dapat
membunuh ayam dalam waktu 48-72 jam tergantung
dari karakrer genetik dari virus. Karakter virus Al subtipe
H5N1 yang baru, mampu menimbulkan kerusakan
organ yang lebih parah dibandingkan dengan karakter
virus Al lama. Adaptasi virus di setiap organ juga
membuktkan bahwa kemungkinan akan menciptakan
variasi virus/quasispecies, yang berbeda dengan

virus asalnya.
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