Karakteristik Molekuler dan Patogenesitas Virus HSN1 clade 2.3.2 asal
Indonesia

Dharmayanti NLPI', Hartawan R, Hewajuli DA', Hardiman', Wibawa H> Pudj iatmoko®

!Balai Besar Penelitian Veteriner, JI. RE Martadinata 30 Bogor 16114
E-mail: nipdharmayanti@yahoo.com
’Balai Besar Veteriner Wates Jogjakarta, JI. Raya Yogya Wates Km. 27 PO Box 18 Wates 55602
*Direktorat Jendral Peternakan, Kementerian Pertanian

(Diterima 4 Maret 2013; disetujui 23 April 2013)
ABSTRACT

Dharmayanti NLPI, Hartawan R, Hewajuli DA, Hardiman, Wibawa H, Pudjiatmoko. 2013. Molecular characteristic and
pathogenicity of Indonesian H5N1 clade 2.3.2 viruses. JITV 18(2): 99-113.

The outbreak of disease in late 2012 in Indonesia caused high duck mortality. The agent of the disecase was identified as
HS5N1 clade 2.3.2. The disease caused economic loss to the Indonesian duck farmer. The clade 2.3.2 of H5N1 virus has not
previously been identified, so this study was conducted to characterize 4 of HSN1 clade 2.3.2 viruses by DNA sequencing in
eight genes segment virus namely HA, NA, NS, M, PB1, PB2, PA and NP. The pathogenicity test of clade 2.3.2 viruses in
ducks was compared to clade 2.1.3 viruses which predominat circulating in Indonesia. Results of phylogenetic tree analysis
showed that the four of clade 2.3.2 viruses isolated in 2012 was the new introduced virus from abroad. Further analysis showed
eight genes were in one group with the clade 2.3.2 viruses, especially those from VietNam and did not belong to Indonesia
viruses group. The pathogenicity test in ducks showed that virus H5N1 clade 2.3.2 and clade 2.1.3 have similar clinical
symptoms and pathogenicity and cause death in 75% of ducks on days 3-6 after infection.
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ABSTRAK

Dharmayanti NLPI, Hartawan R, Hewajuli DA, Hardiman, Wibawa H, Pudjiatmoko. 2013. Karakteristik Molekuler dan
Patogenesitas Virus HSN1 clade 2.3.2 asal Indonesia. JITV 18(2): 99-113

Wabah kematian pada itik yang disebabkan oleh virus HSN1 clade 2.3.2 pada akhir tahun 2012 di Indonesia, menyebabkan
kerugian ekonomis yang berarti bagi peternak itik. Virus H5N1 clade 2.3.2 ini diduga belum pernah diidentifikasi sebelumnya,
sehingga pada penelitian ini akan dilakukan karakterisasi genetika dari empat virus H5N1 clade 2.3.2 dengan melakukan
sekuensing DNA pada delapan gen yaitu HA, NA, NS, M, PBI1, PB2, PA dan NP milik virus tersebut dan dilakukan uji
patogenesitas virus pada itik di laboratorium berkeamanan tingkat tinggi Biosafety Level 3 (BSL-3) untuk mengetahui
keganasan virus clade 2.3.2 dibandingkan dengan virus clade 2.1.3 yang predominan bersirkulasi di Indonesia. Hasil analisis
pohon filogenetika memperlihatkan bahwa empat virus clade 2.3.2 yang diisolasi pada tahun 2012 merupakan introduksi virus
dari luar negeri. Analisis selanjutnya memperlihatkan pada delapan gen berada dalam satu kelompok dengan virus kelompok
clade 2.3.2 terutama yang berasal dari VietNam dan tidak berada dalam kelompok virus Indonesia. Uji patogenesitas pada itik
menunjukkan bahwa virus H5N1 clade 2.3.2 dan clade 2.1.3 meimbulkan gejala klinis dan patogenesitas yang sama dan
menimbulkan kematian pada 75% itik pada hari ke 3-6 setelah infeksi.

Kata Kunci: Virus H5N1, Clade 2.3.2, Clade 2.1.3, Pohon Filogenetika, Patogenesitas

PENDAHULUAN Dharmayanti 2012). Selain itu, unggas air liar yang

juga merupakan reservoir alami virus influenza tipe A

Unggas air diketahui sebagai inang dari semua
subtipe virus Influenza A, sehingga memberikan suatu
resiko kesehatan yang sangat serius terhadap spesies
hewan lain secara luas dan memungkinkan terjadinya
genetic mixing. Meskipun beberapa subtipe virus
Influenza A yang terdapat dalam tubuh inang alami
bersifat tidak patogen atau tidak virulen tetapi
keberadaannya menyebabkan inang alami tersebut
menjadi reservoir Al (Webby et al. 2007; Hewajuli dan

dan berperan penting terhadap ekologi dan propagasi
virus. Dari reservoir ini, virus influenza tipe A biasanya
dapat ditularkan ke unggas lain, mamalia termasuk
manusia dan dapat menyebabkan wabah penyakit yang
sangat parah atau mematikan. Reservoir alami dan
inang virus influenza A yang paling heterogen adalah
unggas air terutama Anseriformes (itik, entok dan
angsa) dan Charadriiformes (burung camar (laut),
burung laut, burung liar) yang keberadaannya tersebar
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di dunia (Webster et al
Dharmayanti. 2012).

Di Indonesia, pada bulan September-Nopember
2012 dilaporkan terjadinya kematian tinggi pada itik di
daerah Jawa Tengah, Jawa Timur dan DI Yogyakarta
dan penyebab wabah diidentifikasi sebagai virus Al
subtipe H5N1 clade 2.3.2 (Wibawa et al. 2012). Virus
ini sebelumnya belum pernah dilaporkan bersirkulasi di
Indonesia, karena pre dominan virus H5N1 di Indonesia
adalah virus HSN1 clade 2.1 yang terbagi menjadi clade
2.1.1; 2.1.2; 2.1.3 (WHO/OIE/FAO 2008). Belum
banyak diketahui apakah virus ini berasal dari mutasi
virus sebelumnya ataukah merupakan introduksi virus
dari luar Indonesia. Di Indonesia bersirkulasinya virus
Al H5NI clade 2.3.2 masih menciptakan tanda tanya
besar karena belum banyak diketahui karakter genetik
dan fenotipik virus ini. Virus clade 2.3.2 telah
dilaporkan bersirkulasi di beberapa negara seperti
Vietnam, Bulgaria, China, India, Hongkong, Jepang,
Korea, Laos, Nepal, Bangladesh, Nepal, Mongolia
(Marinova-Petkova et al. 2012; Nagarajan et al. 2012;
WHO 2012).

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui karakter
genetik pada genom virus yaitu pada delapan gen virus
dan biologi virus clade 2.3.2 yang bersirkulasi di
Indonesia dibandingkan dengan clade 2.1.3. Dengan
diketahuinya karakter virus tersebut, diharapkan dapat
memberikan informasi karakter virus Al clade 2.3.2
Indonesia guna mengetahui kemungkinan terjadinya
reassortant virus Al clade 2.3.2 dengan virus clade 2.1
atau virus influenza lainnya yang belum diketahui
tingkat patogenisitasnya pada unggas ataupun manusia.
Informasi ini diharapkan dapat untuk memprediksi
dalam persiapan menghadapi pandemi flu burung yang
kemungkinan dapat terjadi serta up date vaksin sesuai
dengan virus yang bersirkulasi di lapang.

1992; Hewajuli dan

MATERI DAN METODE
Virus

Empat virus yang digunakan pada penelitian ini
yaitu virus yang diperoleh dari monitoring sirkulasi
virus AI/H5N1 pada bulan November 2012 di pasar
tradisional ~di  Kabupaten =~ Lamongan  yaitu
A/Environment/East ~ Java/LBM-LM13/2012  yang
diisolasi dari mesin bubut ayam yang telah diperoleh
pada penelitian sebelumnya (Dharmayanti dan
Hartawan, 2012 data tidak diterbitkan) dan tiga virus Al
H5NI1 yang dikirim oleh Direktur Kesehatan Hewan —
Direktorat Jendral Peternakan ke Bbalitvet pada bulan
November 2012 untuk diidentifikasi lebih lanjut. Tiga
virus tersebut adalah A/duck/Sukoharjo/BBVW-1428-
9/2012,  A/duck/Bantul/BBVW-1443-9/2012,  dan
A/duck/Sleman/BBVW-1463-10/2012.
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Propagasi virus Al telur pada telur embrio bertunas
spesific pathogen free

Virus Al yang terdapat dalam cairan alantois
diekstraksi RNAnya dengan menggunakan QIAmp
RNA mini Kit (Qiagen). Hasil ekstraksi berupa RNA
dijadikan templat untuk reaksi RT-PCR. Hasil RT-PCR
yang positif teridentifikasi virus AI/H5N1 akan
dilanjutkan dengan menanam spesimen tersebut pada
telur embrio bertunas specific pathogen free umur 9-11
hari. Hasil positif adanya pertumbuhan virus pada telur
SPF sel MDCK akan dilakukan identifikasi ulang
dengan RT-PCR menggunakan primer spesifik H5 dan
N1 (Lee et al. 2001; Wright et al. 1995). Jika hasil
identifikasi ulang menunjukkan positif virus AI/H5N1
maka akan dilakukan sekuensing DNA untuk
mengetahui karakter molekuler dari virus-virus tersebut.

Sekuensing DNA dan analisisnya

Isolat AI/H5N1 dari koleksi lapang ataupun isolat
kiriman dari Direktur Kesehatan Hewan dilakukan
sekuensing DNA. Sekuensing DNA akan dilakukan
pada delapan gen virus AI/HSNI. Empat gen akan
dilakukan sekensing lengkap sedangkan empat gen
lainnya akan dilakukan sekuensing partial sesuai
dengan target mutasi. Sekuensing dan strategi
sekuensing DNA untuk gen HA, NS dan M dilakukan
sesuai dengan Dharmayanti (2009); Hoffmann et al.
(2001) dan Senne et al. (1996), untuk gen NA sesuai
dengan Komadina (2008, komunikasi pribadi). Primer
sekeunsing untuk gen PBI, PB2, NP dan PA didisain
oleh Dharmayanti (2012, data tidak dipublikasi).
Sekuensing DNA dilakukan dengan mesin Genetyx
Analyzer 3130 (Applied Biosystems, USA). Hasil
sekuensing akan diverifikasi dan dianalisis dengan

software BioEdit, version 7
(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit). Pohon
filogenetika dikontruksi dengan neighbor-joining

bootstrap analysis (1000 replicates) menggunakan the
Kimura two-parameter model dalam MEGA, versi 4
(http://www.megasoftware.net).

Uji patogenisitas pada Itik

Itik sebelumya diperiksa terhadap adanya antibodi
dan keberadaan virus AI/HS5N1 sebelum digunakan.
Jika diketahui secara antibodi dan PCR negatif maka
hewan (ayam/itik) akan diadaptasi selama 3 hari di
isolator lab BSL-3. Perlakuan itik dibagi menjadi empat
kelompok yaitu (A) diinfeksi virus A/HS5NI1 clade
2.3.2., (b) clade 2.3.2. dan (c) clade 2.1.3 serta satu
kelompok sebagai kelompok kontrol (Naive group).
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Semua persiapan inokulasi virus di laboratorium BSL-
3. Setiap kelompok terdiri dari 4 ekor itik (3 ekor
diinfeksi virus, 1 ekor sebagai infeksi kontak untuk
mengetahui apakah virus dapat ditularkan ke itik
lainnya) yang dipelihara di isolator BSL-3. Infeksi virus
AI/H5N1 pada ayam disesuaikan dengan dosis
10°EIDs, intra nasal. Setiap hari dilakukan pengamatan
terhadap gejala klinis dan dilakukan pengambilan trakea
dan kloaka serta jika ada hewan yang mati akan
dilakukan pengambilan organ (trakea, paru-paru, otak,
dan usus) untuk direisolasi virus yan berada di organ
itik yang diinfeksi virus HSNI1. Pengambilan darah
dilakukan pada 5 hari sebelum infeksi, dan hari ke- 2, 4,
6,9, 11, 13, 14 setelah infeksi.

Perlakuan hewan coba:

Itik diberi pakan dan minum ad libitum, diberikan
istirahat cukup, suhu nyaman untuk mencegah stress
dan pada akhir percobaan jika ada yang belum mati,
dibunuh sesuai kaidah/etika pada unggas. Penelitian ini
dilakukan di Laboratorium moduler Biosafety Level -3
(BSL 3) milik Balai Besar Penelitian Veteriner, Badan
Pengembangan dan Pertanian, kementerian Pertanian
pada awal bulan sampai dengan akhir bulan Desember
2012.

HASIL PENELITIAN
Identifikasi dengan RT-PCR subtipe HSN1

Hasil identifikasi dengan RT-PCR menggunakan
primer H5 dan N1 memperlihatkan bahwa ke empat
virus adalah virus HS5NI. Selanjutnya dilakukan
sekuensing DNA pada delapan gen yaitu HA, NA, NS1,
M, PA, NP, PBl dan PB2 empat virus yaitu
A/Environment/East Java/LBM-LM13/2012, A/duck/
Sukoharjo/BBVW-1428-9/2012, A/duck/Bantul/
BBVW-1443-9/2012), dan A/duck/Sleman/BBVW-
1463-10/2012.

Karakter molekuler virus clade 2.3.2
Protein hemagglutinin (HA)

Empat virus yang digunakan dalam penelitian ini
pada analisis multiple sequence alignment asam amino
protein hemagglutinin menunjukkan rangkaian multiple
basic amino acid pada cleavage site gen HA yang
sesuai dengan gambaran virus HPAI (Tabel 1). Selain
itu, empat virus yang dianalisis pada penelitian ini
masih mengenal avian receptor (02,3) karena
mempunyai residu asam amino glutamat pada posisi
222 (pada H3 pada posisi 226) dan glisin pada posisi
224 (posisi 228 pada virus H3) (Stevens et al. 2006).

Substitusi sebuah asam amino pada protein
hemaglutinin dapat mengubah spesifisitas pengikatan
sialyl-linkage  Neu5Ac2-3Gal  (Ac2-3) menjadi
Neu5Ac2-3Gal (Ac2-6) atau sebaliknya.  Substitusi
Ser205Tyr yang terletak pada antigenik D dari
hemaglutinin virus H3 (jaraknya jauh dari reseptor
binding site), menghasilkan perubahan spesifisitas
pengikatan reseptor dari 2-3 ke 2-6. Perubahan
Leu226GIn pada pocket receptor binding site juga
mengubah spesifisitas pengikatan reseptor 2-6 ke 2-3.
Perubahan ini sangat penting karena berpengaruh pada
kemampuan infeksi virus pada inangnya.

Virus clade 2.3.2 Indonesia mempunyai kesamaan
nukleotida 97-98% dengan virus clade 2.3.2 VietNam
dan 91-94% dengan virus Indonesia clade 2.1. Analisis
phylogenetic gen HA (Gambar 1) memperlihatkan
bahwa empat virus tidak berada dalam kelompok virus
clade 2.1 namun dalam kelompok virus calde 2.3.2
yang mempunyai kedekatan genetik yang tinggi dengan
virus clade 2.3.2 asal Viet Nam. Virus
A/Environment/East Java/LBM-LM13/2012
memperlihatkan satu kelompok dengan virus clade
2.3.2 lainnya termasuk yang berasal dari Indonesia.
Jumlah tempat glikosilasi pada protein HA sebanyak 8
(data tidak ditunjukkan).

Neuraminidase

Seperti halnya virus H5N1 asal Indonesia lainnya,
empat virus yang digunakan dalam penelitian
mempunyai 20-residue deletion pada stalk region
(residu 48-68) (Tabel 1). Tempat glikosilasi pada regio
stalk dari protein neuraminidase berperan dalam
menjaga struktur tetramer dari protein (Luo et al. 1993).
Semua virus pada penelitian ini tidak mempunyai
tempat glikosilasi pada stalk protein neuraminidase
karena delesi di daerah ini. Delesi pada daerah ini akan
meningkatkan retensi virion pada membran plasma
(Matrosovich et al. 1999).

Non struktural protein

Empat virus ini mempunyai 230 asam amino pada
protein NS1 dan terdapat delesi pada posisi 80-84
(Tabel 1). PDZ binding motif mempunyai sekuen ESEV
yang menunjukkan avian origin. C-terminal dari virus
avian influenza protein NS1 memiliki urutan konsensus
dari PDZ domain ligand (Obenauer et al. 2006). Motif
yang dapat terikat ke PDZ mengandung protein yang
terlibat dalam jalur sinyal selular inang. Virus influenza
manusia memiliki berbagai motif seperti RSKV atau
RSEV. Motif PDZ pada NS1 merupakan faktor
virulensi baru dari virus influenza A (Jackson et al.
2008). Pada penelitian ini, empat dari enam virus yang
digunakan mempunyai motif ESEV yang menunjukkan
bahwa virus berasal dari spesies unggas.
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A/Ck/East Java/Bl-Ipa/2003
A/Indonesia/5/2005
A/Indonesia/CDC597/2006
A/duck/Zhejiang/2248/2011
A/grey heron/Hong Kong/1046/20

A/duck/Vietnam/LBM140/2012 = ............ K.,
A/duck/Vietnam/LBM139/2012 ............ Koo
A/duck/Vietnam/LBM136/2012 = ............ Koo
A/Indonesia/CDC610/2006 ....... Yoo, K.I...
A/Indonesia/CDC1031/2007  ....... Yoo, K.I...
A/Indonesia/CDC1047/2007  ....... Yoo, I...

A/duck/Vietnam/OIE-2202/2012
A/chicken/Vietnam/OIE-2215/201
A/duck/Vietnam/27354/2009
A/Environment/East Java/LBMLM1
A/Duck/Sukoharjo/BBVW 14289/20
A/Duck/Bantul /BBVW 14439/2012
A/Duck/Sleman/BBVW 1463-10/201

.................................. KT...........
..... L S
................................... E...........
................................... E...........
................................... E...........
................................... E...........
................................... E...........
S Fo.o.ooooooa. M.o.o..........
B T R SN F....... 2
B L B e
N E...........
e P E...........
e E...........
D 1 T E...........
e E...........
e P E...........
T T S E...........

Gambar 1. Asam amino yang bertanggung jawab pada sensitivitas amantadin pada posisi 27 dan 31 (dalam kotak)

Tabel 1. Karakter genetik virus HSN1 clade 2.3.2 asal Indononesia

Asam amino

Virus HA NA NS1 M2 PB2
222 224 20 stalk di 48-68 Delesi di 80-84 PDZ binding motif 27 31 274

Env/East Java/LBM-LM13/12 Q G Ya Ya ESEV | S E

Duck/Sukoharjo/BBVW Q G Ya Ya ESEV I S E

14289/12

Duck/Bantul/BBVW 14439/12 Q G nd Ya ESEV I S

Duck/Sleman/BBVW/ 1463- Q G Ya Ya ESEV I S

10/12

nd: tidak dikerjakan

M2 Protein

Protein M2 bertanggung jawab terhadap sensitivitas
amantadin. Substitusi 1 asam amino dari 5 asam amino
(26, 27, 30, 31 dan 34) pada domain domain
transmembran M2 menghasilkan hilangnya sensitivitas
protein M2 terhadap amantadin (Hay et al.1986; Pinto
et al. 1992). Virus yang digunakan pada penelitian ini
menunjukkan residu pada posisi 26L, 271, 30A dan 31S
pada protein M2 sechingga kemungkinan virus baru
masih sensitif terhadap amantadin. Sekuen asam amino
ini serupa dengan sekuen asam amino virus H5N1 asal
Viet Nam (Gambar 1 dan Tabel 1)

Analisis filogenetika
Untuk mengetahui kedekatan genetik virus baru

dengan virus H5N1 lainnya, dilakukan analisis
filogenetika pada gen HA, NA, NS1, M1, PA, PBI,
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PB2 dan NP (Gambar 2-9). Analisis filogenetika
memperlihatkan bahwa virus baru tidak berada dalam
satu grup dengan virus H5N1 Indonesia dan virus baru
dalam phylogenetic HA berada dalam kelompok clade
2.3.2. (Gambar 2). Hal yang sama terjadi pada pohon
filogenetika gen lainnya, semua gen berada dalam satu
kelompok dan berdekatan dengan virus asal VietNam,
sehingga introduksi virus diduga berasal dari luar
Indonesia.

Gambar 2-9. Pohon filogenetika gen Hemagglutinin
(HA) gene (Gambar 2), NA (Gambar 3), M1 (Gambar
4), NS1 (Gambar 5), NP (Gambar 6), PA (Gambar 7),
PB1 (Gambar 8) dan PB2 (Gambar 9). Warna biru
menunjukkan empat virus yang dikarakterisasi pada
penelitian ini. Pohon filogenetika dikonstruksi dengan
software MEGA version 4, menggunakan neighbor-
Jjoining bootstrap analysis (1,000 replicates) Tamura- 2
Parameter model.
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A/Chicken/West Java/PWTWI1J/2006
A/Ck/Jakarta/DKINurs/2007

A/Chicken/West Java/SMIPAT/2006
A/Muscovyduck/West Java/Bks3/2007
Al/Indonesia/CDC1032/2007

929 A/Indonesia/CDC1047/2007
A/Muscowyduck/Jakarta/DKISum106/2006
A/Chicken/Indonesia/Bandung163149/2006
A/Ck/West Java/SmiAcul/2008

54 A/Muscowy Duck/Jakarta/HABWIN/2006
A/Chicken/Indonesia/Siak 16312/2006 2.1.3
A/Muscovy Duck/Indonesia/Kedri163124/200
A/Chicken/Murao Jambi/BBPV /2005

78| | 59! A/indonesia/s/2005

A/Ck/West Java/SmiHay/2005
AlIlndonesia/CDC7/2005

100 - A/Chicken/Bandar Lampung/BBPV /2006
A/Chicken/Palembang/BPPVIII/2005
A/Ck/Inhu/BPPVRII/2007
A/Ck/Pessel/BPPVRII/2007
A/Muscowyduck/BgrCw/2005

21

84

A/Duck/Banten/PdglKas/2004
A/Muscowyduck/Jakarta/DKIUwit/2004
Allndonesia/6/2005
84 A/Chicken/Deli Serdang/BPPV1/2005
39§/Chicken/Karo/BBPVII/2006
A/Chicken/Padang/BBPVI1/2006
Al/Indonesia/CDC594/2006 212
4100‘ A/Indonesia/CDC596/2006
A/Indonesia/CDC597/2006
A/Ck/West Java/1074/2003

100

Alchicken/Indonesia/11/2003
A/Chicken/West Java/HAMD/2006
Alchicken/Indonesia/7/2003
A/Ck/West Java/BLIPA/2003

2.1.1
52

A/Duck/Tabanan/BPPV1/2005
Al/chicken/Yamaguchi/7/2004
Alcrow/Kyoto/53/2004

A/whooper swan/Mongolia/244/2005

A/Egypt/3300-NAMRU3/2008 HA
A/Egypt/2321-NAMRU3/2007
A/Chicken/Yunnan/493/05

A/Anhui/1/2005

2.2.1 2.2
75

A/Muscowy duck/Vietnam/39/2007

Alchicken i 3/2007 234
A/Guangzhou/1/2006

76 Al/chicken/Thailand/NP 172/2006

’—A/duck/Guiyang/3242/2005 2.3.3

100 ! A/chicken/Guiyang/3055/2005

= %ﬂm— A/duck/Hunan/149/2005

23.1
A/duck/Hunan/127/2005

Alduck/Vietnam/568/2005

68 L A/Duck/Sukoharjo/BBVW 14289/2012

@ A/Duck/Bantul/BBVW 14439/2012
——— @ A/Environment/East Java/LBMLM13/2012
A/duck/Vietnam/OIE-2202/2012

100 ! A/chicken/Vietnam/OIE-2215/2012
55 | A/great blackheaded gull/Qinghai/3/2009
59 || A/great black-headed gull/Qinghai/3/2009
A/great blackheaded gull/1/2009

23

100

A/environment/Chang Sha/1/2009 2.3.2

A/duck/Lao/463/2010

Al/chicken/Nepal/253/2010

Alchicken/Nepal/5-1cl/2010

A/ruddy shelduck/Mongolia/X42/2009

A/bar-headed goose/Mongolia/X25/2009

A/duck/Hokkaido/WZ83/2010

99 [ A/mandarin duck/Korea/K10483/2010

A/mandarin duck/Nagasaki/4201A012/2011

A/quail/Vietnam/177/2004

ﬂauland/16/2004 1
53 A/Thailand/676/2005

f A/Goose/Guangdong/1/96
70

A/migratory duck/Jiangxi/1657/2005

A
0.005

Gambar 2. Pohon filogenetika gen HA, root dengan menggunakan A/Goose/Guangdong/1/96. Isolat yang digunakan pada penelitian
ini ditunjukkan dalam kotak
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A/Chicken/West Java/Bdg8/2010

— A/Chicken/South Sumatera/Plbg/2010

- A/Chicken/West Java/PwtD1039/2010

75 A/Duck/Banten/Tng11/2010

- A/Ck/East Java/Bwil2/2010
A/Chicken/Jakarta/DKINurs/2007
A/Duck/Banten/Tng19/2010
A/Chicken/West Java/Cjr45/2010

89 A/Chicken/West Java/SmiHj18/2007
A/Chicken/West Java/SmiM1/2008
96L A/Chicken/West Java/SmiM6/2008
A/Muscovy duck/Jakarta/Sum106/2006
A/Chicken/West Java/SmiHay/2005

99~ A/Chicken/Pessel/BPPVRII2007
A/Chicken/Inhu/BPPVRII/2007

A/Mucsovy duck/West Java/Bks3/2007

99~ A/Chicken/Banten/SrgFadh/2008
A/Chicken/West Java/SmiZae/2010
—— A/Chicken/West java/SmiEndl/2009

67 A/Chicken/West Java/SmiMgg/2009
100 ‘{
A/Chicken/West Java/Smi-Amn1/2011

99 A/Chicken/West Java/Bgr-KB/2012
100[ AlChicken/West Java/Krw 54/2012

98

100

79

74

94 89

A/Chicken/West Java/1074/2003
67| — A/Chicken/East Java/BLIPA/2003
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Gambar 3. Pohon filogenetika gen NA
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Gambar 4. Pohon filogenetika gen M1
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Gambar 5. Pohon Filogenetika NS1
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Gambar 6. Pohon Filogenetika gen NP
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Gambar 9. Pohon filogenetika gen PB2

Uji patogenesitas virus Al subtipe HSN1 pada itik

Uji ini dilakukan untuk mengetahui apakah terdapat
perbedaan keganasan/pathogenisitas virus clade 2.3.2
dan 2.1.3 pada itik. Hasil penelitian menunjukkan
bahwa kelompok itik yang diinfeksi oleh virus
A/Duck/Sukoharjo/BBVW1428-9/2012 dan A/
Environment/LBM-LM13/2012, (clade 2.3.2) dan virus
A/Chicken/West  Java/Krw54/2012  (clade 2.1.3)
menunjukkan gejala klinis yang sama yaitu lesu, lemah,
muka bengkak (Gambar 10), perdarahan subkutan dan
gejala tortikolis tidak terjadi pada semua itik. Virus

110

membunuh 50-75% itik. Kematian rata-rata terjadi pada
hari ke-3 sampai ke-6 (Gambar 11 dan 12). Shedding
virus tidak terjadi pada semua itik (Tabel 2), dari
berbagai organ berhasil dideteksi adanya virus H5N1
ketika ditumbuhkan di telur embrio bertunas dan di RT-
PCR ulang (data tidak ditunjukkan). Titer antibodi
terbentuk pada itik yang hidup sampai akhir penelitian
yaitu berkisar antara 4-6 log 2 (Data tidak ditunjukkan).
Sampai hari keempat belas sebagian itik masih tetap
hidup baik yang diinfeksi oleh virus clade 2.3.2 dan
virus clade 2.1.3 meskipun masih tampak sakit (Gambar
13). Sehingga patogenisitas virus clade 2.3.2 dan



Dharmayanti et al. Karakteristik molekuler dan patogenesitas virus HSN1 clade 2.3.2 asal Indonesia

Tabel 2. Shedding virus kelompok itik yang diinfeksi virus HSN1

Shedding virus di kloaka (itik shedding/jumlah itik)

Kelompok itik diinfeksi virus

h2 h3 h4 h5 h6 h7 h8 h9 hl10 hll hl12 hi13 h17
Sukoharjo/BBVW-1428-9/1 0/4 0/4 0/4 0/4 2/3 2/3 03 01 01 0/1 0/1 0/1 0/1  0/1
LBM-LM13/12 0/4 22272 02 02 02 02 02 02 072 0/2 0/2 02 02
Krw54/12 0/4 0/4 0/4 0/4 2/4 2/4 02 02 02 02 0/2 0/2 02 02
Kontrol 0/4 0/4 0/4 04 04 04 04 04 04 04 0/4 0/4 0/4  0/4
h1-h14: hari setelah infeksi
virus clade 2.1.3 dalam penelitian ini tidak

menunjukkan perbedaan. Kedua virus bersifat patogen
dan dapat menimbulkan kematian pada itik. Sehingga
gejala klinis berupa tortikolis, lemah, lesu, muka
bengkak dan terkadang tortikolis pada itik kemungkinan
tidak selalu disebabkan oleh virus clade 2.3.2 karena
clade 2.1.3 juga dapat menyebabkan hal yang sama.
Meskipun virus clade 2.3.2 sekarang sedang aktif

Gambar 10. Gejala muka bengkak terjadi pada itik 2 hari
setelah infeksi

Gambar 11. Ttik yang diinfeksi virus clade 2.3.2 mengalami
tortikolis dan mati pada hari kelima setelah infeks

Gambar 12. Itik yang diinfeksi virus clade 2.1.3 mengalami

tortikolis mati pada hari keenam setelah infeksi

Gambar 13. Itik yang hidup pada hari ke-14 setelah infeksi

bersirkulasi di Indonesia, kewaspadaan terhadap virus
clade 2.1.3 harus tetap ditingkatkan karena virus ini
terbukti telah banyak menimbulkan kematian pada
unggas dan manusia, sehingga dengan diidentifikasinya
dua clade virus HS5N1 di Indonesia memputuhkan
perhatian yang serius karena virus ini bersifat patogen
dan zoonosis.
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PEMBAHASAN

Sejak diidentifikasi di Indonesia pada akhir tahun
2012, virus H5NI1 clade 2.3.2 banyak menimbulkan
pertanyaan, bagaimanakan patogenisitasnya terhadap
itik yang umumnya tahan dengan virus H5N1 dapat
mati dan bagaimana cara penanggulangannya serta
apakah vaksin yang beredar saat ini dapat digunakan
untuk memvaksinasi itik. Pada penelitian ini telah
dilakukan karakterisasi genetik virus clade 2.3.2 secara
lengkap pada delapan gen dari virus Al. Delapan gen
yang dianalisis memperlihatkan bahwa virus clade 2.3.2
merupakan introduksi dari luar Indonesia, sedangkan
analisis protein memperlihatkan virus ini masih sensitif
terhadap amantadin, berbeda dengan virus clade 2.1.3
yang telah lebih dari 60% resisten terhadap amantadin
(Dharmayanti et al. 2010). Namun demikian pada
penelitian Lee et al. (2008) clade 2.3.2 di Vietnam
menunjukkan  penurunan  sensitivitas  terhadap
oseltamivir, meskipun tidak resisten terhadap
amantadin. Jumlah tempat glikosilasi pada protein HA
dan NA tidak mengalami kenaikan atapun penurunan,
sama seperti sebagian besar profil virus H5N1 clade
2.1.3 asal Indonesia. PDZ binding motif pada protein
NS1 memperlihatkan virus adalah avian origin karena
mempunyai motif ESEV. Selain itu, pada protein NSI
juga mempunyai delesi di 80-84. Dari analisis tersebut,
karakter virus clade 2.3.2 masih menunjukkan virus
genotipe Z sama dengan virus clade 2.1 sebelumnya.

Pada  penelitian ini juga memperlihatkan
patogensitas virus clade 2.3.2 dan clade 2.1.3 adalah
sama karena dapat menyebabkan kematian itik pada 3-6
hari post infeksi, gejala klinis dan shedding virus juga
tidak terdapat perbedaan antara virus Al clade 2.3.2
dengan clade 2.1.3. Namun yang menarik adalah itik
yang hidup tidak ditemukan shedding virus dan ketika
shedding tidak terdeteksi, titer antibodi mulai muncul,
sehingga data ini kemungkinan dapat digunakan sebagai
salah satu dasar program vaksinasi pada itik.

Unggas air termasuk itik dilaporkan sebagian besar
menunjukkan resistensi terhadap virus Al sehingga
unggas air hanya sebagai reservoir Al tanpa
menunjukkan gejala klinis penyakit Al yang jelas atau
parah apabila terinfeksi Al. Pada wabah itik yang
terjadi di Indonesia pada akhir tahun 2012 dan hasil uji
patogenesitas pada penelitian ini memperlihatkan
bahwa itik menunjukkan gejala klinis yang jelas dan
menimbulkan kematian. Hal ini juga pernah dilaporkan
oleh Capua et al (2001) bahwa virus HPAI dapat
menimbulkan penyakit yang parah dengan gangguan
syaraf sampai dengan kematian pada unggas air. Selain
itu, penelitian yang dilakukan oleh Saito et al (2009)
juga menunjukkan bahwa virus-virus HS5N1 yang
diisolasi dari kasus outbreak di Thailand tidak hanya
mampu menyebabkan kematian pada ayam dan burung
puyuh tetapi juga pada Anseriformes (itik) dengan
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gejala klinis perdarahan pada paruh, depresi dan
tortikolis sebelum kematian terjadi.

KESIMPULAN

Analisis filogenetika pada delapan gen genom virus
memperlihatkan bahwa virus Al subtipe H5N1 clade
2.3.2 asal Indonesia pada bukan berasal dari kelompok
virus Indonesia sehingga merupakan introduksi virus
dari luar Indonesia. Virus H5N1 clade 2.3.2 mempunyai
patogenesitas yang sama dengan virus HS5N1 clade
2.1.3 karena mempunyai gejala klinis dan dapat
membunuh itik dalam 3-6 hari setelah infeksi. Shedding
virus pada itik yang diinfeksi virus clade 2.3.2 dan
clade 2.1.3 ditemukan disemua organ namun shedding
virus di kloaka hanya terdeteksi pada hari ke 6-7 setelah
infeksi.
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