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ABSTRACT

The avian influenza H5N1 virus circulation in 2010 : Genetic Drift Like Virus A/Chicken/
West Java/Pwt-Wij/2006 was found in several districts of Sumatra and Java. Until 2011, the
H5N1 subtype of Al virus is still circulating in many parts of Indonesia. The discovery of the
Al viruses which have undergone genetic drift since 2006 until now requires serious attention
from the government in terms of Al disease control, the surveillance and monitoring of virus
circulation and execution of genetic mapping to determine the genetic character of the Al
virus at the molecular level, especially on the surface of glycoproteins (HA and NA protein).
This information is needed to determine the diversity and character of the Al virus in Indonesia.
Genetic data are used to evaluate the strategy to control Al in Indonesia, such as vaccination
and the vaccine seed used and determine the extent of Al virus mutation in Indonesia has been
mutated. This study conducted by monitoring of the Al virus circulation throughout 2010.
The methods used were Al virus isolation, RT-PCR, sequencing of genes coding for viral
surface and the prediction of three-dimensional analysis to determine the location of virus
mutation. The results of this study showed that most of the Al virus subtype H5N1, which was
isolated during the year 2010, showed similar mutations to the genetic drift virus in 2006, A/Ck/
West Java/Pwt-Wij/2006. The viruses were characterized by the presence of 18-19 amino acid
substitutions at the level of the HA protein. On the NA protein level, there is a single mutation
which was buried in the NA molecule. This mutation probably did not influence for NA
activity. Genetic mapping of Al virus subtype H5N1 in 2010 showed that the viral genetic drift
as the mutan virus A/Ck/West Java/Pwt-Wij/2006 have circulated not only in West Jawa alone
but has been found on the island of Sumatra, Banten, West Jawa and East Jawa.
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PENDAHULUAN

Virus avian influenza subtipe H5N1
di Indonesia pertama kali diidentifikasi
pada tahun 2003 (Wiyono et al. 2004;
Dharmayanti et al. 2004). Analisis
genetik menunjukkan bahwa sebagian

besar virus influenza H5N1 dari unggas
dan manusia di Asia termasuk Indonesia
dalam golongan genotipe Z, serupa
dengan virus yang pertama kali
diidentifikasi pada unggas di Cina Selatan
(Guan et al. 2004; Li et al. 2004,
Puthavathana et al. 2005; WHO 2005).
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Sejak akhir tahun 2003, virus ini
bersirkulasi di Indonesia, dan telah
mengalami evolusi yang menyebabkan
virus Al subtipe HSN1 membentuk
varian-varian baru (Dharmayanti et al.
2005a, Dharmayanti et al. 2005b;
Dharmayanti et al. 2008; Dharmayanti
dan Darminto 2009; Dharmayanti et al.
2010).

Data pemetaan genetika virus Al
tahun 2003-2008 memperlihatkan bahwa
virus Indonesia terbagi menjadi 3
kelompok; kelompok genetika pertama
adalah kelompok virus Al yang masih
mirip dengan progeni virus tahun 2003,
Kelompok kedua adalah virus antigenic
drift tahun 2006 dan beberapa virus
turunannya dan kelompok ketiga adalah
virus ekstensif antigenic drift tahun
2007-2008 (Dharmayanti 2009). Data
ini memperlihatkan bahwa virus Indonesia
telah dan sedang terus bermutasi.
Pemerintah pada tahun 2009
memutuskan untuk menggunakan seed A/
West Java/Pwt-Wij/06 sebagai salah satu
vaksin H5N1 yang direkomendasikan
untuk digunakan pada unggas di
Indonesia. Dharmayanti (2009)
mengidentifikasi bahwa virus A/West
Java/Pwt-Wij/06 secara genetis sudah
berbeda dengan virus Al antigenic drift
yang diisolasi pada tahun 2008. Uji
tantang yang telah dilakukan
(Dharmayanti 2009; Indriani &
Dharmayanti 2009, data tidak
dipublikasikan) memperlihatkan bahwa
seed vaksin A/West Java/Pwt-Wij/06
tidak mampu memproteksi terhadap virus
antigenic drift tahun 2008. Hal ini
membuktikan bahwa virus Al di
Indonesia telah bermutasi, sehingga
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vaksin yang digunakan perlu disesuaikan
dengan virus yang sedang bersirkulasi di
lapang. Hal ini juga membuktikan juga
pentingnya peran surveilans dan
penelitian molekular virus untuk
mengetahui karakter virus Al terkini
yang sedang bersirkulasi.

Dalam penelitian ini penelitian
molekuler dilakukan untuk mengetahui
karakter genetik virus Al yang sedang
bersirkulasi di Indonesia terkini dan
dianalisis kemungkinan terjadinya mutasi
antigenic drift pada virus Al yang
diisolasi pada tahun 2010.

BAHAN DAN CARA KERJA

Identifikasi Virus Al

Sampel swab dan organ dikoleksi
dari peternakan ayam yang sebagian
besar melakukan vaksinasi AI. Sampel
diproses sesuai dengan prosedur OIE
(2000). Virus diidentifikasi dengan
Reverse Transcriptase-Polymerase
Chain Reaction (RT-PCR) dengan
primer Matrix untuk mengidentifikasi
virus influenza tipe A (Fouchier et al.
2000), primer spesifik H5 (Lee et al.
2001) dan N1 (Wright et al. 1995) untuk
mengidentifikasi subtipe HSN1. Reaksi
RT-PCR dilakukan dengan menggunakan
reagen Superscript one Il Step RT-
PCR System (Invitrogen) sesuai dengan
instruksi penggunaan dengan mesin
Thermal Cycler Applied Biosystem
(9700). Sampel yang positif mengandung
virus Al HSN1 dengan metode RT-PCR
selanjutnya dikultur pada telur specific
pathogen free (SPF) berembrio umur 9-
11 hari (PT Biofarma). Untuk
memastikan bahwa virus yang tumbuh



dalam cairan alantois tersebut
merupakan virus Al subtipe HSN1, cairan
alantois positif virus avian influenza
subtipe HSN1 hasil panen dari telur SPF
berembrio yang telah diinfeksi sampel
dari lapang, dikonfirmasi dengan
mengujinya kembali RT-PCR seperti pada
proses diatas

Analisis Sekuensing DNA

Fragmen DNA hasil amplifikasi
dipurifikasi dengan QIAquick PCR
purification kit (Qiagen). Fragmen
DNA hasil amplifikasi gen HA dan NA
yang telah dipurifikasi selanjutnya
disekuensing dengan menggunakan
primer sesuai dengan disain Hoffman et
al. (2001); Lee et al. (2001) dan
Dharmayanti (2009) dengan mesin
Genetix Analyzer (ABI-3130 PE
Applied Biosystems). Editing sekuen,
multiple alignment dan homologi virus
dilakukan dengan program Bioedit versi
7 dan Finch TV, sedangkan pohon
filogenetik  dihasilkan dengan
menggunakan neighbor-joining
bootstrap analysis (1,000 replicates)
dengan menggunakan Tamura-Nei
algorithm dalam program MEGA, versi
4 (http://www.megasoftware.net)
(Dharmayanti 2009).

Konstruksi Visualisasi Protein tiga
dimensi (3D)

Hasil translasi nukleotida yang
merupakan sekuen protein yang akan
dianalisa dijadikan dalam bentuk format
fasta. Data sekuen protein kemudian
dimasukkan dalam BLAST search untuk
penentuan tingkat homologi protein yang
akan dijadikan cetakan (dalam hal ini HA
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dan NA) dengan Protein Data Bank
(PDB file) yang mempunyai homologi
tertinggi. Penjejeran sekuen dengan
cetakan dibuat model 3D dengan
menggunakan DS Modeller dan DS
Standalone dari Discovery Studio for
Modeling and Simulation (Accelrys
Discovery Studio 2.1) (Dharmayanti
2009).

HASIL

Identifikasi Virus Al

Sebelas virus yang digunakan dalam
penelitian ini (Tabel 1) teridentifikasi
sebagai virus Al subtipe H5SN1. Dalam
penelitian ini dianalisis virus Al subtipe
H5N1 yang diisolasi dari unggas di
kabupaten Tangerang, Sukabumi,
Bandung, Cianjur, Purwakarta,
Banyuwangi, Palembang, Bengkulu dan
Lampung, yang sebagian besar telah
dilakukan vaksinasi Al kecuali virus A/
Duck/Banten/Tng19/2010, dan A/Duck/
Banten/Tng19/2010 yang berasal dari itik
dan virus A/Ck/West Java/Smi-Zae/2010
yang berasal dari wabah ayam kampung,.
Sebelas isolat virus ini kemudian dianalisis
lebih lanjut untuk mengetahui perubahan/
mutasi dan karakter genetikanya.

Karakter Genetika Virus Al tahun
2010 pada Protein HA

Hasil analisis genetika sebelas virus
yang berhasil diisolasi pada gen HA1
memperlihatkan bahwa analisis asam
amino pada daerah cleavage site gen
HA merupakan asam amino S pada
posisi -6 gen HA yang juga dimiliki oleh
sebagian virus Al yang berasal dari
unggas dan manusia tahun 2005-2009

105



Dharmayanti dkk.

Tabel 1. Nama isolat Al yang diisolasi pada tahun 2010 dan sejarah vaksinasi.

No Asal Sampel Gejala Klinis Sejarah Vaksinasi Nama Isolat yang berhasil diisolasi
1 Sukabumi Mortalitas tinggi ~ Tidak vaksinasi A/Ck/West Java/Smi-Zae/2010

2 Cianjur Tidak ada Vaksinasi A/Ck/West Java/Cjr45/2010

3 Purwakarta Tidak ada Vaksinasi A/Ck/West Java/PwtD10-39/2010
4 Bandung Tidak ada Vaksinasi A/Ck/West Java/Bdg2/2010

5 Bandung Tidak ada Vaksinasi A/Ck/West Java/Bdg8/2010

6 Tangerang Tidak ada Tidak Vaksinasi A/Ck/Banten/Tng11/2010

7 Tangerang Tidak ada Tidak vaksinasi A/Ck/Banten/Tng19/2010

8 Palembang Mortalitas tinggi  Vaksinasi A/Ck/South Sumatra/Plbg/2010

9 Lampung Mortalitas tinggi ~ Vaksinasi A/Ck/Lampung/Ahk/2010

10  Banyuwangi Mortalitas tinggi ~ Vaksinasi A/Ck/East Java/Bwi-12/2010

11 Bengkulu Mortalitas tinggi ~ Vaksinasi A/Ck/Bengkulu/Bk1/2010

(Dharmayanti 2009; Dharmayanti etal.
2010). Sebagian besar virus Al tahun
2010 mempunyai sebanyak 4 tempat
glikosilasi pada protein HA1, dan tidak
mempunyai tempat glikosilasi pada posisi
84,165 dan 193 (Gambar 1). Hanya satu
virus yaitu A/Chicken/West Java/Smi-
Zae/2010, yang mempunyai tujuh tempat
glikosilasi.

Analisis genetika pada protein HA1
memperlihatkan bahwa sebagian besar
virus Al tahun 2010 mempunyai mutasi
asam amino yang dimiliki oleh virus Al
yang diisolasi dari ayam yang divaksinasi
Al tahun 2006-2008, dan sangat mirip
dengan virus A/Ck/West Java/Pwt-Wij/
06 dan A/Ck/West Java/Smi-Pat/06.
Virus-virus tersebut adalah A/Ck/West
Java/Bdg8/2010, A/Ck/West Java/Cjrd5/
2010, A/Ck/West Java/PwtD10-39/2010,
A/Duck/Banten/Tng11/2010, A/East
Java/Bwil2/2010, A/Ck/ South Sumatra/
Plbg/2010, A/Ck/Lampung/Ahk/2010, A/
Ck/Bengkulu/Bkl/2010. Persamaan
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tersebut adalah mutasi pada posisi N72K |
P74Q, N84S, A86T, N109K, Q115R,
S121D, S129L,N165K, P181S, D183N,
A184V, A185E, T1951, N220H, E227D,
P235N, 1239T dan N273D (Lihat
Gambar 1). Isolat A/Duck/Banten/
Tng19/2010 pada posisi 115, 121 dan 129
tidak menunjukkan mutasi, sehingga
isolat A/Duck/Banten/Tng19/2010 hanya
memiliki 16 motif substitusi sedangkan
isolat A/West Java/Bdg2/2010 tidak
mengalami substitusi pada posisi 109, 115
dan 129. Dari hasil analisis pada protein
HAL, hanya satu isolat yaitu A/Ck/West
Java/Smi-Zae/2010 yang menunjukkan
kemiripan dengan isolat tahun 2008 yang
diisolasi dari ayam kampung (A/Ck/West
Java/Smi-Acul/2008 dan A/Ck/West
Java/Smi-Acul/2008).

Motif mutasi pada virus /Ck/West
Java/Bdg8/2010, A/Ck/West Java/Cjr45/
2010, A/Ck/West Java/PwtD10-39/2010,
A/Duck/Banten/Tng11/2010, A/East
Java/Bwil2/2010, A/ South Sumatra/
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Plbg/2010, A/Ck/Lampung/Ahk/2010, A/ substitusi asam amino spesifik yang
Ck/Bengkulu/Bkl/2010 sesuai dengan dimiliki oleh virus Al yang diisolasi dari
motif yang telah ditemukan oleh ayam yang divaksinasi Al. Pada Gambar
Dharmayanti (2009) yang menyebutkan 1 terlihat adanya substitusi tersebut yang
bahwa setidaknya terdapat 18-19 serupa dengan virus A/Ck/West Java/

A/Ck/East Java/Bl-1pa/2003
A/Ck/West Java/1074/2003
A/Duck/Banten/Pdgl-Kas/2004
A/Muscovyduck/Jakarta/DKI-Uwit
A/Ck/Jakarta/DK131/2005
A/Muscovyduck/Bgr-cw/2005
A/Ck/West Java/Smi-Hay/2005
A/Muscovyduck/Jakarta/DKI-Suml
A/Duck/Jakarta/DKI-SImt306/200
A/Chicken/West Java/PWTW1J/200
A/Chicken/West Java/SMIPAT/200
A/Muscovyduck/West Java/Bks3/2
A/Ck/Pessel /BPPVRI1/2007
A/Ck/1Inhu/BPPVRI1/2007
A/Ck/Jakarta/DKI-Nurs/2007
A/Ck/Banten/Srg-Fadh/2008

A/Ck/West
A/Ck/West
A/Ck/West
A/Ck/West
A/Ck/West
A/Ck/West

Java/Smi-Hj18/2007

Java/smi-Acul /2008
Java/SMI-M1/2008
Java/SMI-M6/2008
Java/SMI-Biot/2008
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A/Chicken/Bengkulu/Bk1/2010
A/Ck/East Java/Bwi-12/2010
A/Duck/Banten/Tng11/2010
A/Duck/Banten/Tng19/2010
A/Chicken/West Java/Bdg2/2010
A/Chicken/West Java/Bdg8/2010
A/Chicken/West Java/Cjra5/2010
A/Chicken/West Java/Smi-Zae/20
A/Chicken/South Sumatera/Plbg/
A/Chicken/West Java/PwtD10-39/
A/Chicken/Lampung/Ahk/2010

A/Ck/East Java/Bl-1pa/2003
A/Ck/West Java/1074/2003
A/Duck/Banten/Pdgl-Kas/2004
A/Muscovyduck/Jakarta/DKI-Uwit
A/Ck/Jakarta/DK131/2005
A/Muscovyduck/Bgr-cw/2005
A/Ck/West Java/Smi-Hay/2005
A/Muscovyduck/Jakarta/DKI-Suml
A/Duck/Jakarta/DKI-SImt306/200
A/Chicken/West Java/PWTW1J1/200
A/Chicken/West Java/SMIPAT/200
A/Muscovyduck/West Java/Bks3/2
A/Ck/Pessel/BPPVRI1/2007
A/Ck/1Inhu/BPPVRI1/2007
A/Ck/Jakarta/DKI-Nurs/2007
A/Ck/Banten/Srg-Fadh/2008
A/Ck/West Java/Smi-Hj18/2007
A/Ck/West Java/Smi-Sud1/2007
A/Ck/West Java/smi-Acul /2008
A/Ck/West Java/SMI-M1/2008
A/Ck/West Java/SMI-M6/2008
A/Ck/West Java/SMI-Biot/2008
A/Chicken/Bengkulu/Bk1/2010
A/Ck/East Java/Bwi-12/2010
A/Duck/Banten/Tng11/2010
A/Duck/Banten/Tng19/2010
A/Chicken/West Java/Bdg2/2010
A/Chicken/West Java/Bdg8/2010
A/Chicken/West Java/Cjr45/2010
A/Chicken/West Java/Smi-Zae/20
A/Chicken/South Sumatera/Plbg/
A/Chicken/West Java/PwtD10-39/
A/Chicken/Lampung/Ahk/2010
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Gambar 1. Multiple alignment protein HA1 virus Al subtipe H5N1 tahun 2003-2010. Tempat
glikosilasi ditandai dengan kotak kecil, sedangkan kotak besar merupakan daerah
cleavage site gen HA.
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A/Muscovyduck/Jakarta/DKI-Uwit
A/Ck/Jakarta/DK131/2005
A/Muscovyduck/Bgr-cw/2005
A/Ck/West Java/Smi-Hay/2005
A/Muscovyduck/Jakarta/DKI-Suml
A/Duck/Jakarta/DKI-SImt306/200
A/Chicken/West Java/PWTW13/200
A/Chicken/West Java/SMIPAT/200
A/Muscovyduck/West Java/Bks3/2
A/Ck/Pessel /BPPVRI1/2007
A/Ck/1nhu/BPPVRI1/2007
A/Ck/Jakarta/DKI-Nurs/2007
A/Ck/Banten/Srg-Fadh/2008
A/Ck/West Java/Smi-Hj18/2007
A/Ck/West Java/Smi-Sud1/2007
A/Ck/West Java/Smi-Acul /2008
A/Ck/West Java/SMI-M1/2008
A/Ck/West Java/SMI-M6/2008
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Gambar 1. Lanjutan

Pwt-Wij/06 dan A/Ck/West Java/Smi- Java/Pwt-Wij/2006) dan berbeda

Pat/06. kelompok dengan virus anti genik drift
Analisis filogenetik menunjukkan tahun 2007-2008 (Gambar 2).

bahwa virus Al yang diisolasi pada tahun

2010 yang berasal dari unggas yang  (Gambar 3), dari 19 substitusi asam

divaksinasi Al mempunyai kelompok  ;ing menunjukkan hanya asam amino

yang sama dengan Virus.anti genik drift pada posisi 183, 185, 220, 273 yang
tahun 2006 termasuk virus A/Ck/West

Visualisasi tiga dimensi protein HA

tampak terekspos pada permukaan
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Alchicken/Kupang-3-NTT/BPPV6/2004
Alchicken/Jembrana/BPPV6/2004
Alchicken/Mangarai-NTT/BPPV6/2004
Alchicken/Bangli Bali/BBPV6-1/2004
A/Ck/Indonesia/BL/2003
AlChicken/East Java/BL-IPA/2003
A/Ck/Indonesia/PA/2003
r A/Chicken/West Java/HAMD/2006
Alchicken/Indonesia/11/2003
A/Goose/Guangdong/1/96
t Alchicken/Indonesia/7/2003
A/quail/Tasikmalaya/BPPV4/2004
I~ A/Chicken/West Java/1074/2003
A/Chicken/Jakarta/DKI31/2005
g7 A/Chicken/Padang/BBPVI/2006
Alchicken/Dairi/BPPV1/2005
A/Chicken/Medan/BBPV1-576/2005
Alchicken/Tebing Tinggi/BPPV1/2005
A/Chicken/Pidie/BPPV1/2005
Alchicken/Deli Serdang/BPPVI/2005
86 P2 A/Quail/Central Java/SMRG/2006
AlChicken/West Java/GARUT-MAY/2006
AlChicken/Indonesia/Magelang1631-57/2007
A/Chicken/Gunung Kidul/BBVW/2006
951 Allndonesia/6/2005
L="A/Muscovy Duck/Jakarta/DKI-Uwit/2004
P9 | A/Chicken/Papua/TA5/2006
A/Chicken/Papua/TB1/2006
Alduck/Parepare/BBVM/2005
78 A/Duck/Jakarta/SImt306/2006
A/Chicken/Inhu/BPPVRII/2007
A/Chicken/Indonesia/Bangka SelAtan1631-2
AlChicken/Palembang/BPPV-11/2005
A/Chicken/Way Kanan/BBPVI11/2006
A/Chicken/Bandar Lampung/BBPVI11/2006
L A/Mucsovy duck/West Java/Bgr-Cw/2005
A/Duck/Indramayu/BBPW109/2006
92"+ Allndonesia/CDC7/2005
AlChicken/West Java/Smi-Hay/2005
89, A/Chicken/West Java/TASIK1/2006
991 A/Chicken/West Java/TASIK2/2006
Alchicken/West Java/TASIKSOB/2006
Allndonesia/CDC370/2006
AlChicken/Indonesia/Pekenbaru1631-11/200
AJ/Chicken/Indonesia/Padang1631-1/2006
AlChicken/Murao Jambi/BBPV-11/2005
A/QuaillJakarta/JU1/2006
A/Chicken/West Java/TASIKSOL/2006
Allndonesia/5/2005
AJChicken/Indonesia/Semerang1631-62/2007
A/Swan/Indonesia/Malang1631-61/2007
8 LA/Muscovy Duck/Jakarta/HABWIN/2006
90|[- A/Chicken/West Java/Smi-Acul/2008
{A/Muswvy duck/Jakarta/Sum106/2006
A/Chicken/Pessel/BPPVRII/2007
L— A/Chicken/West Java/SMI-ENDRI1/2006
A/Mucsovy duck/West Java/Bks3/2007

2 %'."n‘é‘é"nii‘;’fé%%%%%%%? Virus AT H5N1 tahun
2010 (kelompok 3)
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2010 (kelompok 2)
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99

Virus AT H5N1 tahun
2010 (kelompok 1)

A/Chicken/West Java/Smi-M1/2008
A/Chicken/West Java/Smi-M6/2008

Gambar 2. Filogenetik virus Al subtipe HSN1 pada aras gen HA1. Virus yang digunakan pada
penelitian ini ditandai dengan tanda bintang dalam lingkaran. Virus Al tahun 2010 pada
pohon filogenetika terbagi menjadi 3 kelompok yaitu kelompok 3 terdiri dari virus Al
yang tidak mengalami genetic drift, kelompok 2 dan kelompok 1 merupakan kelompok

virus yang mengalami genetic drift.
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Gambar 3. Visualisasi prediksi 3 Dimensi protein HA virus A/Chicken.East Java/Bwi-12/2010.
Asam amino yang dilingkari adalah contoh dari mutasi asam amino yang terjadi pada

permukaan molekul HA.

Gambar 4. Visualisasi prediksi 3 Dimensi protein NA virus A/Chicken.East Java/Bwi-12/2010.
Asam amino yang dilingkari adalah satu-satunya mutasi asam amino yang terjadi pada

protein NA dan tidak terekspos pada permukaan protein.

molekul protein HA yang serupa dengan
virus A/Ck/West Java/Pwt-Wij/2006.

Visualisasi tiga dimensi protein HA
(Gambar 3), dari 19 substitusi asam
amino menunjukkan hanya asam amino
pada posisi 183, 185, 220, 273 yang
tampak terekspos pada permukaan
molekul protein HA yang serupa dengan
virus A/Ck/West Java/Pwt-Wij/2006.

Karakter Genetika Virus Al tahun
2010 pada Protein NA

Analisis pada protein NA
memperlihatkan bahwa virus Al tahun
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2010, seperti virus Al asal Indonesia
lainnya mempunyai 20 stalk asam amino
pada protein NA pada posisi 48-67. Ini
berarti virus A1 2010, seperti virus Al asal
Indonesia lainnya hanya memiliki tiga
tempat glikosilasi, yaitu posisi 88, 146 dan
235. Multiple alignment protein NA
menunjukkan bahwa virus A12010 yaitu
A/Ck/West Java/Smi-Zae/2010 dan A/
Ck/West Java/Bdg2/2010 mengalami
perubahan asam amino pada posisi 40
yaitu K menggantikan T (T40K). Selain
itu, mutasi juga terjadi pada posisi 189
yaitu asam amino S digantikan oleh G
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(S189G), asam amino E digantikan oleh (G382E) (Gambar 3). Tiga mutasi ini
asam amino K pada posisi 259 (E259K), serupa dengan virus Al tahun 2008 dan
dan asam amino G menggantikan E 2009 yang diisolasi dari ayam buras

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
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A/Goose/Guangdong/1/96 MNPNQKIITIGSICMVVGI ISLMLQIGN
A/Chicken/East Java/BL-1PA/200
A/Chicken/West Java/1074/2003
A/Muscovy Duck/Jakarta/DKI-Uwi
A/Chicken/Banten/Pdgl-Kas/2004
A/Chicken/Jakarta/DK131/2005
A/Mucsovy duck/West Java/Bgr-C
A/Chicken/West Java/Smi-Hay/20
A/Muscovy duck/Jakarta/sum106/
A/Duck/Jakarta/sImt306/2006
A/Mucsovy duck/West Java/Bks3/
A/Chicken/Pessel/BPPVRI1/2007
A/Chicken/1Inhu/BPPVRI1/2007
A/Chicken/Jakarta/DKI-Nurs/200
A/Chicken/West Java/Smi-Hj18/2
A/Chicken/West Java/Smi-Sud1/2
A/Chicken/West Java/Smi-Acul/2
A/Chicken/Banten/Srg-Fadh/2008
A/Chicken/West Java/Smi-M1/200
A/Chicken/West Java/Smi-M6/200
A/Chicken/West Java/Smi-Biot/2
A/Chicken/West Java/Smi-Dmn/20
A/Chicken/West java/Smi-Emn/20
A/Chicken/West java/Smi-End1/2
A/Chicken/West Java/Smi-Mgg/20
A/Chicken/West Java/lIndramayu-
A/Chicken/Bengkulu/Bk1/2010
A/Ck/East Java/Bwi-12/2010
A/Duck/Banten/Tng11/2010
A/Duck/Banten/Tng19/2010
A/Chicken/West Java/Bdg2/2010
A/Chicken/West Java/Bdg8/2010
A/Chicken/West Java/Cjra5/2010
A/Chicken/West Java/Smi-Zae/20
A/Chicken/South Sumatera/Plbg/
A/Chicken/West Java/PwtD10-39/
A/Chicken/Lampung/Ahk/2010

R O B PP ob R L o of R Y EERY P ey SEEE PR |
SIWVSHS 1QTGNQHQAERCNQS I I TYENNTWVNQTYVN|ISNTNFLTEKAVASVTLAGNSSLCP I SGWAVH

250 260

A/Goose/Guangdong/1/96
A/Chicken/East Java/BL-1PA/200 -
A/Chicken/West Java/1074/2003
A/Muscovy Duck/Jakarta/DKI-Uwi
A/Chicken/Banten/Pdgl-Kas/2004
A/Chicken/Jakarta/DK131/2005
A/Mucsovy duck/West Java/Bgr-C
A/Chicken/West Java/Smi-Hay/20
A/Muscovy duck/Jakarta/Sum106/
A/Duck/Jakarta/SImt306/2006
A/Mucsovy duck/West Java/Bks3/
A/Chicken/Pessel/BPPVRI1/2007
A/Chicken/Inhu/BPPVRI1/2007
A/Chicken/Jakarta/DKI-Nurs/200
A/Chicken/West Java/Smi-Hj18/2
A/Chicken/West Java/Smi-Sud1/2
A/Chicken/West Java/Smi-Acul/2
A/Chicken/Banten/Srg-Fadh/2008
A/Chicken/West Java/Smi-M1/200
A/Chicken/West Java/Smi-M6/200
A/Chicken/West Java/Smi-Biot/2
A/Chicken/West Java/Smi-Dmn/20
A/Chicken/West java/Smi-Emn/20
A/Chicken/West java/Smi-End1/2
A/Chicken/West Java/Smi-Mgg/20
A/Chicken/West Java/lIndramayu-
A/Chicken/Bengkulu/Bk1/2010
A/Ck/East Java/Bwi-12/2010
A/Duck/Banten/Tng11/2010
A/Duck/Banten/Tng19/2010
A/Chicken/West Java/Bdg2/2010
A/Chicken/West Java/Bdg8/2010
A/Chicken/West Java/Cjr45/2010
A/Chicken/West Java/Smi-Zae/20
A/Chicken/South Sumatera/Plbg/
A/Chicken/West Java/PwtD10-39/
A/Chicken/Lampung/Ahk/2010

Gambar 5. Multiple alignment protein NA virus Al subtipe HSN1 tahun 2003-2010. Sekuen
asam amino dalam kotak besar adalah 20 stalk asam amino pada semua virus Al H5N1
asal Indonesia. Kotak kecil menunjukkan lokasi tempat glokosilasi protein NA. Asam
amino dalam lingkaran merupakan mutasi yang terjadi pada sebagian besar virus Al
tahun 2010. Ringkasan mutasi dan tempat glikosilasi dapat dilihat pada Tabel 2.
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A/Chicken/West Java/1074/2003
A/Muscovy Duck/Jakarta/DKI-Uwi
A/Chicken/Banten/Pdgl-Kas/2004
A/Chicken/Jakarta/DKI31/2005
A/Mucsovy duck/West Java/Bgr-C
A/Chicken/West Java/Smi-Hay/20
A/Muscovy duck/Jakarta/Sum106/
A/Duck/Jakarta/Slmt306/2006
A/Mucsovy duck/West Java/Bks3/
A/Chicken/Pessel/BPPVRII/2007
A/Chicken/Inhu/BPPVRII/2007
A/Chicken/Jakarta/DKI-Nurs/200
A/Chicken/West Java/Smi-Hj18/2
A/Chicken/West Java/Smi-Sudl/2
A/Chicken/West Java/Smi-Acul/2
A/Chicken/Banten/Srg-Fadh/2008
A/Chicken/West Java/Smi-M1/200
A/Chicken/West Java/Smi-M6/200
A/Chicken/West Java/Smi-Biot/2
A/Chicken/West Java/Smi-Dmn/20
A/Chicken/West java/Smi-Emn/20
A/Chicken/West java/Smi-Endl/2
A/Chicken/West Java/Smi-Mgg/20
A/Chicken/West Java/Indramayu-
A/Chicken/Bengkulu/Bk1/2010
A/Ck/East Java/Bwi-12/2010
A/Duck/Banten/Tng11/2010
A/Duck/Banten/Tng19/2010
A/Chicken/West Java/Bdg2/2010
A/Chicken/West Java/Bdg8/2010
A/Chicken/West Java/Cjrd5/2010
A/Chicken/West Java/Smi-Zae/20
A/Chicken/South Sumatera/Plbg/
A/Chicken/West Java/PwtD10-39/
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A/Chicken/Jakarta/DKI31/2005
A/Mucsovy duck/West Java/Bgr-C
A/Chicken/West Java/Smi-Hay/20
A/Muscovy duck/Jakarta/Sum106/
A/Duck/Jakarta/S1mt306/2006
A/Mucsovy duck/West Java/Bks3/
A/Chicken/Pessel/BPPVRII/2007
A/Chicken/Inhu/BPPVRII/2007
A/Chicken/Jakarta/DKI-Nurs/200
A/Chicken/West Java/Smi-Hj18/2
A/Chicken/West Java/Smi-Sudl/2
A/Chicken/West Java/Smi-Acul/2
A/Chicken/Banten/Srg-Fadh/2008
A/Chicken/West Java/Smi-M1/200
A/Chicken/West Java/Smi-M6/200
A/Chicken/West Java/Smi-Biot/2
A/Chicken/West Java/Smi-Dmn/20
A/Chicken/Mest mn/20
A/Chicken/West java/Smi-Endl/2
A/Chicken/West Java/Smi-Mgg/20
A/Chicken/West Java/Indramayu-
A/Chicken/Bengkulu/Bk1/2010
A/Ck/East Java/Bwi-12/2010
A/Duck/Banten/Tng11/2010
A/Duck/Banten/Tng19/2010
A/Chicken/West Java/Bdg2/2010
A/Chicken/West Java/Bdg8/2010
A/Chicken/West Java/Cjrd5/2010
A/Chicken/West Java/Smi-Zae/20
A/Chicken/South Sumatera/Plbg/
A/Chicken/West Java/PwtD10-39/

Gambar 5. Lanjutan

tanpa vaksinasi Al. Virus Al tahun 2010
lainnya terutama yang diisolasi dari
unggas yang divaksinasi Al, hanya
mempunyai perubahan asam amino pada
posisi 340 yaitu (PY S) (Tabel 2),
sehingga tidak memiliki perubahan di
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urutan asam aminonya pada level protein
NA.

Perubahan asam amino pada
sebagian besar isolat virus 2010 dalam
penelitian ini divisualisasikan pada
gambar prediksi 3 dimensi protein HA
yaitu (P3408S) terletak terbenam dan tidak
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Gambar 5. Lanjutan

berada pada permukaan molekul NA,
sehingga mutasi yang terjadi
kemungkinan tidak menimbulkan
perubahan pada binding site atau
protein aktif NA.

Hasil analisis filogenetik gen NA
menunjukkan virus 2010 yang diisolasi
dari unggas yang divaksinasi Al masih
belum bermutasi karena masih dalam
satu kelompok besar virus Al asal
Indonesia lainnya, meskipun tidak
berdekatan dengan virus yang berasal
dari unggas yang tidak divaksin Al.
(Gambar 6).

PEMBAHASAN

Protein HA virus influenza
mempunyai glikoprotein trimerik yang
mempunyai 3-9 N-linked glycosylation
sequons perunit, tergantung pada galur

GYSGSFVQHPELTGLDCIRPCFWVELIRGRPKESTIWTSG
........... SSISFCGVNSDTVSWSWEDG
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virus (Schulze 1997). Hasil penelitian ini
sesuai dengan Dharmayanti (2009) yang
menyatakan bahwa virus asal unggas
yang divaksinasi hanya memiliki
sebanyak 4 tempat glikosilasi pada HA1
dan satu glikosilasi HA2. Dalam analisis
filogenetik virus-virus genetic drift dalam
penelitian ini memiliki kekerabatan yang
sangat dekat dengan virus A/Ck/West
Java/Pwt-Wij/2006. Mutasi yang dimiliki
oleh virus AI tahun 2010 ini juga
menunjukkan kemiripan dengan virus A/
Ck/West Java/Pwt-Wij/2006.

Mutasi termasuk substitusi asam
amino, tidak semua bermakna dan akan
mempengaruhi pengenalan antibodi,
perubahan binding site atau yang
lainnya, karena sebagian besar asam
amino terbenam/tidak terekspos pada
permukaan molekul yang akan
berinteraksi dengan lingkungannya. Dari
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Tabel 2. Sekuen asam amino pada protein NA, mutasi, stalk asam amino dan tempat glikosilasi
virus Al tahun 2010 yang digunakan pada penelitian ini

Virus Stalk Tempat glikosilasi Mutasi asam amino
asam
amino
88 146 235 40 163 189 340 382
Virus Al tahun 2009 v v v v v VoA N
Virus Al asal unggas yang Y \/ v v - - - N _
divaksinasi (2006-2008)
A/Ck/West Java/Smi- \ \/ \/ \/ - - N - N
Zae/2010
A/Ck/West J V V \/ - - - \/ -
Java/Cjrd5/2010
A/Ck/West Java/PwtD10- \ Y Y Y - — - N _
39/2010
A/Ck/West v v VoA - - N =N
Java/Bdg2/2010
A/Ck/West N N N N _ _ -y
Java/Bdg8/2010
A/Ck/Banten/Tng11/2010 \ y y V - - - N -
A/Ck/Banten/Tng19/2010 v ol ol v - - - N -
A/Ck/South v N N N _ _ _ N _
Sumatra/Plbg/2010
A/Ck/Lampung/Ahk/2010 S \ \ V - - - 4 =
A/Ck/East Java/Bwi- v v N N - - - N _
12/2010
A/Ck/Bengkulu/Bk1/2010 \ Y N N - - N

hasil visualisasi permukaan globular
protein HA akan diketahui posisi asam
amino yang terekspos dan pada
permukaan molekul akan berperan
penting dalam memprediksi adanya
mutasi yang akan mempengaruhi binding
dari antigen atau senyawa lainnya.
Dalam penelitian ini, mutasi terjadi
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diantaranya pada asam amino pada
posisi 185 yaitu asam amino Alanin (A)
yang merupakan asam amino kurang
polar disubstitusi oleh asam amino polar
bermuatan negatif yaitu Glutamat (E).
Alanin pada virus BL-IPA/03
merupakan asam amino yang tidak
reaktif dan jarang terlibat langsung dalam



fungsi protein. Pada sebagian besar virus
Al tahun 2010, pada posisi ini digantikan
oleh asam amino Glutamat yang
umumnya terekspos pada permukaan
molekul pada epitop A dan jika
berpasangan dengan asam amino

Sirkulasi virus Avian influenza H5N1 Tahun 2010 :

bermuatan positif akan membentuk
ikatan hidrogen yang penting untuk
stabilitas protein. Substitusi ini bermakna,
karena kemungkinan akan menimbulkan
perubahan pada pengenalan antibodi.

A/Bird cucak wilis/Jakarta/Walkot 4/2007
A/Ck/East Java/BWi-12/2010****
A/Duck/Banten/Tng19/2010***
AlChicken/Jakarta/DKI-Nurs/2007
A/Ckl/Jakarta/Jakbar-onh/2007
Al/Chicken/South Sumatera/P Ibg/2010**+*
AlCk/Jakarta/Walkot 42007
AlChicken/West Java/Cjr45/2010**
Al/Chicken/B engkulu/Bkl/2010%**
Al/Chicken/West Java/B dg8/2010**
Al/Chicken/West Java/P wtD 10-39/2010****
A/Duck/Banten/Tng1l/2010**
A/Chicken/West Java/Smi-Hj18/2007
AlChicken/West Java/Smi-Sud1/2007
A/Chicken/West Java/Smi-M 6/2008
AlChicken/West Java/Smi-M 22008

74 A/Chicken/West Java/Smi-Biot/2008

A/Muscovy duck/Jakarta/Sum106/2006
A/Duck/Jakarta/SImt306/2006
Al/Chicken/Indo nesia/Gunung Kidul163%33/
A/Chicken/Indo nesia/Lampung163123/2006
A/Chicken/Indonesia/So ppeng163171/2007
AlChicken/Pessel/BP PVRIII2007
AlChicken/Inhu/B PP VRII/2007
AlChicken/Indo nesia/P ekenbarul631-11/200
A/Ck/West Java/Bks 2/2007
AlIndonesia/CDC103%2007

A/Mucsovy duck/West Java/Bks3/2007
Al/Chicken/Banten/Srg-Fadh/2008
A/Chicken/West Java/B dg2/2010*+*
A/Chicken/West Java/Smi-Zae/2010***
AlChicken/West Java/Smi-Acul/2008
Al/Chicken/West Java/Smi-Dmn/2009
Al/Chicken/West Java/Indramayu-Indr/2009
A/Chicken/West Java/Smi-M gg/2009
A/Chicken/West java/Smi-Emn/2009
A/Chicken/West java/Smi-EndI/2009
A/Chicken/P adang/BP P V112006
A/Chicken/P aulau Rampang/B P P V112006
A/Chicken/Rokan Hilli/B P P V112005
A/Chicken/Karo/BBP V12006
A/Chicken/M edan/BB P V1-498/2005
A/Duck/M adiun/BBVW1358/2005

64 A/Turkey/Langkat/BB P V12005
AlChicken/Indonesia/Wates83/2005
Al/Chicken/West Java/1074/2003

A/M uscovy Duck/Jakarta/DKI-Uwit/2004
A/Chicken/Banten/P dgl-Kas/2004
Al/Chicken/Indonesia/Kulon163147/2006
A/Chicken/Jakarta/DKI312005
A/Ck/Indonesia/P A/2003
A/Dk/Indonesia/M S/2004
AlChicken/East Java/BL-IPA/2003
A/Duck/IBufeleng/BP P V12005
A/Duck/Pali/BBVW/2005
A/Chicken/Bandar Lampung/B P P V1112006
off A/Chicken/P alembang/B P P V1112005
AlChicken/Murao Jambi/B PP V112005

©

©

D© o~ N

® o

~~ @

©

0

466| A/Chicken/West Java/Smi-Hay/2005

A/Mucsovy duck/West Java/Bgr-Cw/2005
A/Duck/Indramayu/B B VW109/2006
A/Swan/Indo nesia/M agelang1631-57/2007

| A/Hong Kong/483/1997
98L[AlHong Kong/514/97
87 A/Hong Kong/542/97

P
05

A/Goose/Guangdong/196

Gambar 6. Pohon filogenetik virus Al subtipe HSN1 pada aras gen NA. Virus yang digunakan
pada penelitian ditandai dengan tanda bintang.
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Substitusi pada permukaan molekul
lainnya adalah asam amino Asparagin
(N) pada posisi 220 merupakan asam
amino polar digantikan oleh asam amino
polar Histidin (H) yang perannya sama
yaitu berfungsi sebagai protein aktif atau
binding sites, sedangkan asam amino
pada posisi 273, asam amino Asparagin
(N) disubstitusi dengan senyawa serupa
yaitu asam amino Aspartat (D)
bermuatan negatif dan berperan sebagai
protein aktif atau binding sites. Substitusi
ini serupa dengan asam amino pada
epitop A globular head protein HA yaitu
asam amino pada posisi 183 (Aspartat,
D digantikan Asparagin, N), sehingga
peran dan fungsi asam amino ini
meskipun telah terjadi mutasi pada virus
Al tahun 2010, kemungkinan tidak
mempengaruhi binding site atau protein
aktif pada posisi-posisi ini. Hal ini
disebabkan karena, meskipun virus
melakukan mutasi, virus akan tetap
mempertahankan stabilitas proteinnya
dalam upaya untuk dapat tetap bertahan
hidup, karena mutasi yang berlebihan
akan bisa mengakibatkan letal.

Ditemukannya virus Al subtipe
H5N1 yang telah mengalami antigenic
drift pada virus yang diisolasi dari
peternakan yang melakukan vaksinasi Al
heterolog sepanjang tahun 2006-2008
(Dharmayanti 2009) dan hasil penelitian
lainnya mengubah kebijakan pemerintah
untuk melakukan evaluasi penggunaan
vaksin heterolog untuk mengendalikan
penyakit Al pada unggas. Penggunaan
vaksin dengan seed vaksin dari virus
mutan A/Ck/West Java/Pwt-Wij/06 telah
dimulai sejak tahun 2009 dan tersebar
penggunaannya di wilayah Indonesia.
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Hasil penelitian ini mengindikasikan
bahwa virus dengan karakter genetik
seperti A/Ck/West Java/Pwt-Wij/06 tidak
hanya ditemukan di wilayah Jawa Barat
yang merupakan asal dari virus ini, namun
juga di daerah Palembang, Bengkulu,
Lampung dan Jawa Timur. Penyebaran
dan ditemukannya virus drift seperti virus
A/Ck/West Java/Pwt-Wij/06 menunjuk-
kan bahwa virus Al telah bermutasi cukup
signifikan. Namun demikian sepanjang
tahun 2010 tidak ditemukan virus drift
seperti virus A/Ck/West Java/Smi-M6/
2008 yang ditemukan pada tahun 2008
dan diketahui sangat patogen serta
berbeda dengan virus drift A/Ck/West
Java/Pwt-Wij/06 (Dharmayanti 2009).

Genetic drift virus avian influenza
merupakan mekanisme mutasi random
yang kemudian menjadi dominan
dikarenakan seleksi atau adaptasi
termasuk tekanan akibat vaksinasi.
Protein HA adalah satu dari determinan
utama dari virulensi virus di unggas dan
target primer dari antibodi netralisasi yang
dihasilkan akibat tekanan vaksinasi atau
infeksi alam (Arafa et al. 2010). Hasil
penelitian menunjukkan bahwa virus Al
tahun 2010 yang berasal dari unggas yang
divaksinasi Al mengalami mutasi yang
signifikan di level protein HA, namun
tidak di protein NA. Hal ini sesuai dengan
yang ditemukan Dharmayanti (2009)
yang menyatakan bahwa virus Al
menerima tekanan seleksi positif pada
gen HA dan tidak pada gen NA. Data
hasil penelitian ini dan data penelitian
Dharmayanti et al. (2010) memperlihat-
kan bahwa isolat Al asal unggas yang
tidak divaksinasi Al mengalami mutasi
spesifik pada protein NA. Hal ini sangat



menarik, meskipun pada dasarnya virus
tetap terus bermutasi, namun fenomena
mutasi antara virus dengan latar belakang
yang berbeda menunjukkan hal yang
berbeda juga.

Pengunaan vaksin Al yang cukup
intensif di peternakan komersial
kemungkinan menginduksi adanya virus
Al yang mengalami genetic drift.
Disamping itu sejak tahun 2009 telah
diproduksinya dan digunakannya vaksin
yang salah satunya menggunakan A/Ck/
West Java/Pwt-Wij/06 kemungkinan
menyebabkan semakin meluasnya virus
Al yang mempunyai karakter genetik
seperti A/Ck/West Java/Pwt-Wij/06 di
Indonesia. Dua hal tersebut diatas,
kemungkinan merupakan penyebab telah
meluasnya virus Al drift yang dua tahun
yang lalu dinyatakan hanya terdapat di
Purwakarta atau daerah Jawa Barat
saja. Keamanan penggunaan vaksin
‘whole virus’ sebagai seed vaksin
mungkin harus dievaluasi atau menggu-
nakan alternatif penggunaan seed vaksin
yang lebih aman seperti penggunaan
vaksin dengan menggunakan teknologi
rekayasa genetik (reverse genetic,
virus-like particles, rekombinan).

KESIMPULAN

Sebagian besar virus Al subtipe
H5N1 yang diisolasi sepanjang tahun
2010 menunjukkan mutasi yang serupa
dengan virus genetic drift tahun 2006
yaitu A/Ck/West Java/Pwt-Wij/2006.
Virus-virus ditandai dengan adanya
substitusi 18-19 asam amino pada aras
protein HA. Pemetaan genetika virus
Al subtipe H5N1 tahun 2010

Sirkulasi virus Avian influenza H5N1 Tahun 2010 :

memperlihatkan bahwa penyebaran virus
genetic drift telah meluas karena bukan
hanya ditemukan di daerah Jawa Barat
tetapi telah ditemukan di Pulau Sumatra,
Banten, Jawa Barat dan Jawa Timur.
Menyebarnya virus genetic drift ini
belum diketahui pasti, kemungkinan
akibat tekanan vaksinasi atau telah
meluasnya penggunaan vaksin yang
menggunakan seed vaksin A/West Java/
Pwt-Wij/2006.
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