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ABSTRAK

Virus highly pathogenic avian influenza (HPAI) subtipe H5N1 berdampak serius pada sektor 
perunggasan di Indonesia sejak tahun 2003. Virus ini memiliki kemampuan berubah secara cepat melalui 
mekanisme mutasi (mutation) dan persilangan/reasorsi (reassortment) untuk kelangsungan hidup di dalam 
tubuh hospesnya. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui karakter dan persilangan genetik virus HPAI 
subtipe H5N1 yang diisolasi dari itik. Sampel dikoleksi dari hasil uji PCR positif terhadap virus influenza 
tipe A yang berasal dari program surveilans avian influenza (AI) pada itik di wilayah kerja Balai Besar 
Veteriner (BBVet) Wates tahun 2017. Sampel-sampel yang terdeteksi positif subtipe H5 dari uji realtime 
reverse transcription PCR (qRT-PCR), dilanjutkan sequensing keseluruhan genom virus dengan teknik Next 
Generation Sequencing (NGS). Hasil sequencing di’BLAST’ ke dalam virus referensi yang ada di dalam 
database GenBank, kemudian disusun dan diekstrak secara whole genome didalam software CLC Genomic 
Workbench. Konstruksi pohon filogenetik dilakukan dengan menggunakan software Mega v7 untuk 
melihat ada tidaknya reasorsi genetik antar segmen virus (AI). Berdasarkan analisis molekuler pada gen 
hemagglutinin menunjukkan bahwa virus-virus dalam penelitian ini termasuk kategori HPAI dan memiliki 
kecenderungan untuk mengikat reseptor dari avian (avian binding receptor). Analisis filogenetik gen HA, 
NA dan hampir semua gen internal (PB2, PB1, PA, NP, dan NS) menunjukkan bahwa virus-virus yang 
diteliti termasuk dalam kelompok H5N1 clade 2.3.2.1c. Tetapi, terdapat salah satu virus dengan gen internal 
M (matrix) berasal dari virus H5N1 clade 2.1.3.2, sedangkan segmen gen yang lain masuk kelompok H5N1 
clade 2.3.2.1c. Hal ini menunjukkan telah terjadi reasorsi genetik antara virus H5N1 clade 2.3.2.1c dan 
clade 2.1.3.2. Surveilans dan karakterisasi avian influenza secara rutin sebaiknya terus dilakukan untuk 
memonitor dinamika dan keanekaragaman virus yang beredar guna mendukung pengendalian penyakit 
avian influenza di Indonesia.
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PENDAHULUAN

 Virus highly pathogenic avian influenza (HPAI) H5N1 pertama kali 
teridentifkasi pada tahun 1996 di Guangdong, China. Sejak kemunculannya 
kembali di tahun 2003, virus ini telah menyebar ke berbagai negara di Asia 
Timur dan Asia Tenggara, termasuk Indonesia (Sonnberg et al., 2013). Kejadian 
outbreak HPAI H5N1 telah berdampak serius berupa kerugian ekonomi di sektor 
peternakan Indonesia akibat jutaan unggas mati maupun dimusnahkan. Pada 
awalnya, virus HPAI H5N1 yang bersirkulasi di Indonesia termasuk ke dalam 
clade 2.1 dimana virus ini memiliki tingkat mortalitas yang tinggi terutama pada 
unggas ayam. Virus ini kemudian berkembang menjadi sub clade 2.1.1, 2.1.2 dan 
2.1.3 dimana sub clade 2.1.3 ini kemudian berevolusi menjadi 2.1.3.1, 2.1.3.2 
dan 2.1.3.3 (WHO, 2012). Namun demikian, sebuah clade baru dari HPAI H5N1 
clade 2.3.2.1 telah teridentifikasi di Indonesia dari kejadian outbreak pada tahun 
2012 dengan tingkat mortalitas yang tinggi pada itik (Wibawa et al., 2012; 
Dharmayanti et al., 2014).



ProsidingPenyidikan Penyakit Hewan Rapat Teknis dan Pertemuan Ilmiah (RATEKPIL)
dan Surveilans Kesehatan Hewan Tahun 2020

208

Surveilans dan Penyidikan (Outbreak Investigation) Penyakit Hewan

Virus influenza memiliki kemampuan berubah/berevolusi secara cepat untuk 
bertahan hidup. Untuk dapat bertahan di dalam tubuh hospes, virus influenza 
memiliki mekanisme agar tidak bisa dikenali kehadirannya oleh sistem imun 
hospes. Mekanisme ini meliputi mutasi (antigenic drift) dan reasorsi (antigenic 
shift). Mutasi merupakan perubahan sebagian kecil dari susunan RNA virus dan 
biasanya terjadi pada saat replikasi, sedangkan reasorsi merupakan persilangan 
antar gen segmen virus influenza yang biasanya terjadi pada saat dua atau lebih 
genotype virus yang berbeda menginfeksi sel hospes secara bersamaan (Chen 
et al., 2006). Surveilans dan genetik monitoring virus avian influenza penting 
dilakukan untuk mendeteksi, mengidentifikasi dan memonitor perubahan genetik 
virus yang bersirkulasi di Indonesia. Penelitian ini bertujuan untuk melakukan 
karakterisasi dan mengetahui adanya reasorsi genetik virus-virus HPAI H5N1 
yang diisolasi dari itik pada program surveilans avian influenza pada itik tahun 
2017. 

MATERI DAN METODE

Sampel yang digunakan dalam penelitian ini berupa virus-virus positif avian 
influenza subtipe H5 yang diambil dari ternak itik pada program surveilans avian 
influenza pada itik di Jawa Tengah, Jawa Timur dan Yogyakarta tahun 2017.  
Sampel-sampel dikoleksi dari swab oropharing dan swab kloaka yang berasal 
dari dari itik hidup dan jaringan/organ yang berasal dari itik mati. Sampel-
sampel tersebut sebelumnya telah terdeteksi influenza tipe A subtipe H5 dengan 
menggunakan metode uji qRT-PCR.  Sampel-sampel positif yang memiliki nilai 
interpretasi cycle threshold (Ct) value tinggi (<28) kemudian dilakukan amplifikasi 
dari seluruh 8 gen segmen virus dengan menggunakan metode multi-segment 
PCR (MRT-PCR) dengan primer spesifik MBTuni 12 dan MBTuni 13 (Zhou et 
al., 2009)/. Sampel-sampel yang memiliki produk amplifikasi 8 gen segmen virus 
AI lengkap, meliputi gen polymerase basic 2 (PB2), polymerase basic 1 (PB1), 
polymerase acidic (PA), hemagglutinin (HA), nucleoprotein (NP), neuraminidase 
(NA), matrix (M), dan non-structural (NS),  kemudian diseleksi dan selanjutnya 
digunakan dalam penelitian ini untuk dilakukan sequencing. 

Sebanyak 2 sampel berupa swab oropharing dan jaringan/organ itik telah 
diseleksi dan digunakan dalam penelitian ini. Sampel swab terdiri dari pooling 
swab oropharing yang berasal dari 5 itik dipool menjadi satu tabung berisi 
VTM. Sedangkan sampel jaringan/organ terdiri dari pooling organ yang berupa 
otak, paru-paru, trachea, hati, dan ginjal yang berasal dari 1 itik. Kedua sampel 
tersebut diisolasi dari itik yang berasal dari peternakan di Kabupaten Malang 
Propinsi Jawa Timur (A/duck/Malang/04170342-MO46/2017) dan Kabupaten 
Purworejo Propinsi Jawa Tengah (A/duck/Purworejo/ 04171160-111/2017). 
Selanjutnya sampel-sampel tersebut di lakukan sequencing genom utuh (whole 
genome sequencing) dengan teknik next generation sequencing (NGS). Preparasi 
DNA library dilakukan dengan menggunakan Kit nextera XT DNA (Illumina 
Inc.).  Proses sequencing dilakukan dengan mesin Next Genaration Sequencer 
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(NGS) Illumina (MiSeq) dengan menggunakan MiSeq reagen Kit V2 sesuai 
dengan manual prosedur (Illumina). Keseluruhan proses sequencing dilakukan 
di laboratorium Bioteknologi Balai Besar Veteriner (BBVET) Wates Yogyakarta. 
Hasil sequencing di’BLAST’ ke dalam virus referensi AI yang ada di dalam 
database GenBank, kemudian disusun dan diekstrak secara whole genome 
didalam software CLC Genomic Work bench.  Konstruksi pohon filogenetik 
dilakukan di dalam software Mega v7 dengan metode neighbor-joining algoritm 
with kimura-2 parameter. Analisis genetik dan filogenetik dilakukan dengan 
membandingkan sekuens nukleotida dari tiap-tiap gen segmen virus dengan virus 
referensi influenza yang ada di GenBank database.

HASIL

Sebanyak 2 sampel (A/duck/Malang/04170342-MO46/2017 dan A/duck/
Purworejo/ 04171160-111/2017) yang diisolasi dari itik pada program surveilans 
avian influenza pada itik di wilayah kerja BBVET Wates tahun 2017 telah berhasil 
disequencing dan dikarakterisasi. Seluruh 8 gen seqmen dari kedua sampel 
tersebut dibandingkan dengan sekuen virus referensi yang berasal dari Indonesia 
untuk melihat nilai persentase homologi virus, meliputi virus H5N1 clade 2.1.3.2 
(A/chicken/West Java/Sbg-29/2007 dan A/quail/Deliserdang/01160025/2016) 
dan virus H5N1 clade 2.3.2.1c (A/quail/Sukoharjo/04152003/2015 dan A/duck/
Sukoharjo/BBVW-1428-9/2012). Didalam analisis ini disertakan pula virus 
H5N1 clade 0, yakni virus progeni H5N1 (A/goose/Guangdong/1/1996). 

Berdasarkan hasil analisis gen HA menunjukkan bahwa semua virus dalam 
penelitian ini memiliki tingkat homologi yang tinggi terhadap H5N1 clade 
2.3.2.1c dengan persentase nucleotide identity virus A/duck/Malang/04170342-
MO46/2017 dan A/duck/Purworejo/04171160-111/2017 terhadap virus A/quail/
Sukoharjo/04152003/2015 secara berturut-turut adalah 99.02% dan 97.11%. Di 
sisi lain, analisis terhadap gen NA dan hampir semua gen internal (PB2, PB1, 
PA, NP dan NS) juga menunjukkan nilai persentase yang tinggi terhadap virus 
H5N1 clade 2.3.2.1c (A/quail/Sukoharjo/04152003/2015) dengan nilai/range 
98.54-98.77% (NA), 99.04% (PB2), 98.45-98.81% (PB1), 98.28-98.88% (PA), 
99.06-99.90% (NP), dan 98.16-98.53% (NS). Hampir keseluruhan gen-gen dari 
kedua virus tersebut menunjukkan persentase kesamaan asam nukleat (nucleotide 
identity) yang rendah terhadap virus H5N1 clade 2.1.3.2. Namun demikian, 
terdapat salah satu segmen, yaitu gen M dari virus A/duck/Purworejo/ 04171160-
111/2017 yang memiliki nilai persentase kesamaan asam nukleat yang lebih tinggi 
terhadap virus referensi H5N1 clade 2.1.3.2 (A/quail/Deliserdang/01160025/2016) 
sebesar 98.15% dibandingkan dengan virus referensi dari clade 2.3.2.1c (A/quail/
Sukoharjo/04152003/2015) yang hanya sebesar 93.58% (Tabel 1). 
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Tabel 1. 	 Persentase nucleotide identity virus H5N1 terhadap virus-virus referensi 
H5N1

Virus Referensi Subtipe/clade

% nucleotide identity
A/duck/Malang/04170342-MO46/2017; 
A/duck/Purworejo/04171160-111/2017

PB2 PB1 PA HA NP NA M NS

gs/Gd/1/96a H5N1 
(clade 0)

91.18;
91.10

90.78;
90.78

90.03;
90.66

90.96;
89.94

90.02;
90.65

91.93;
92.15

95.21;
93.48

70.69;
71.17

ck/Sb/29/07b H5N1 
(clade 2.1.3.2)

93.16;
92.98

93.90;
93.98

89.63;
89.21

89.62;
89.68

94.82;
94.92

91.78;
92.22

95.53;
95.62

94.69;
94.45

qa/Ds/01160025/16c H5N1 
(clade 2.1.3.2)

90.23;
90.17

92.55;
93.03

88.24;
88.28

88.09;
88.09

93.80;
93.99

89.18;
90.08

94.35;
98.15

89.98;
89.98

qa/Sk/04152003/15d H5N1 
(clade 2.3.2.1c)

99.04;
99.04

98.81
98.45

98.28;
98.88

99.02;
97.11

99.90;
99.06

98.54;
98.77

99.29;
93.58

98.53;
98.16

dk/Sk/1428-9/12e H5N1 
(clade 2.3.2.1c)

98.03;
98.07

97.89;
97.99

98.05;
97.95;

97.44;
97.57

98.13;
98.40

97.85;
98.37

98.68;
93.79

99.52;
99.16

aA/goose/Guangdong/1/1996
bA/chicken/West Java/Sbg-29/2007 (Strain tantang H5N1 clade 2.1.3.2)
cA/quail/Deliserdang/01160025/2016
dA/quail/Sukoharjo/04152003/2015
eA/duck/Sukoharjo/BBVW-1428-9/2012 (Strain vaksin H5N1 clade 2.3.2.1c)

Analisis filogenetik dilakukan dengan mengikut sertakan virus-virus 
referensi avian influenza yang berasal dari Indonesia dan Negara-negara Asia 
lainnya. Berdasarkan analisis filogenetik terhadap gen HA menunjukkan bahwa 
kedua virus dalam penelitian ini termasuk dalam kluster virus-virus H5N1 
clade 2.3.2.1c (Gambar 1). Begitu pula dengan hasil analisis terhadap gen NA 
(Gambar 2) dan hampir seluruh gen internal (PB2, PB1, PA, NP dan NS) juga 
menunjukkan bahwa kedua virus tersebut tergolong dalam kluster virus-virus 
H5N1 clade 2.3.2.1c (Data tidak ditampilkan). Sebaliknya, gen M dari virus A/
duck/Purworejo/ 04171160-111/2017 berada di dalam kluster virus-virus H5N1 
clade 2.1.3.2 (Gambar 3).

Hasil analisis genetik pada gen HA memperlihatkan bahwa virus-virus 
dalam penelitian ini memiliki asam amino dengan motif multiple basic amino 
acid ‘RERRRKR/G’ pada HA cleavage site. Analisis lebih lanjut terhadap gen 
HA pada area reseptor binding site (RBS) menunjukkan bahwa kedua virus 
tersebut memiliki asam amino glutamine pada posisi 222 (Q 222) dan glycine 
pada posisi 224 (G 224). Analisis gen NA pada penanda resistensi terhadap obat-
obatan antiviral menunjukkan asam amino glutamic acid dan histidine pada posisi 
119 dan 275 (E 119 dan H 275). Delesi 20 asam amino pada NA stalk region 
telah ditemukan pada kedua virus dalam penelitian ini. Sebaliknya, tidak dijumpai 
delesi asam amino tersebut pada virus progeni H5N1 A/Goose/Guangdong/1996. 
Karakteristik tingkat virulensi yang rendah pada mamalia terdeteksi pada gen 
PB2 dengan asam amino glutamic acid (E) pada posisi 627. Namun demikian, 
analisis gen PA pada posisi 383 menunjukkan asam amino aspartid acid (D) yang 
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mengindikasikan tingkat virulensi tinggi pada mamalia. Ditambah lagi dengan 
ditemukannya delesi asam amino pada posisi 80-84 pada gen NS1 mengindikasikan 
peningkatan virulensi pada ayam dan tikus. PDZ binding motif ligand ‘ESEV’ 
pada rantai c-terminal telah ditemukan pada gen NS1 dari kedua virus tersebut. 
Analisis resistensi terhadap obat-obatan antiviral golongan amantadine pada gen 
M2 menunjukkan telah terjadi substitusi asam amino serine menjadi asparagine 
pada posisi 31 (S 31 N) pada virus A/duck/Purworejo/04171160-111/2017. 
Namun demikian, asam amino S 31 dapat ditemukan pada gen M2 virus A/duck/
Malang/04170342-MO46/2017 dan asam amino alanine pada posisi 30 (A 30) 
telah ditemukan dari kedua virus dalam penelitian ini, mengindikasikan virus 
sensitif terhadap obat-obatan antiviral golongan amantadine.
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Gambar 1. Analisis filogenetik gen HA5. Simbol lingkaran menunjukkan virus-virus H5N1 dalam 

penelitian ini. Skala bar menunjukkan jarak matrix diantara pasangan asam nukleat. Pohon filogenetik 

dirootkan dengan A/Goose/Guangdong/1996. 

 

 

 

 A/chicken/Sleman/04160326/2016|H5N1

 A/chicken/Sukoharjo/04160454/2016|H5N1

 A/quail/Sukoharjo/04152003/2015|H5N1

 A/duck/Malang/04170342-MO46/2017

 A/duck/Lamongan/04160434/2016|H5N1

 A/duck/Purworejo/04171160-111/2017

 A/duck/Sukoharjo/04160290/2016|H5N1

 A/chicken/Lamongan/04160418/2016|H5N1

 A/duck/Banjarbaru/0514149/2014|H5N1

 A/chicken/Blitar/BBVW 538 04/2013|H5N1

 A/duck/Sukoharjo/BBVW-1428-9/2012|H5N1

 A/chicken/Kulon Progo/BBVW 801 05/2013|H5N1

 A/chicken/Vietnam/NCVD 1982/2012|H5N1

 A/chicken/Khanhhoa/CVVI 02/2013|H5N1

 A/chicken/Bangladesh/15083/2012|H5N1

 A/chicken/Japan/AQ HE79/2015|H5N1

 A/duck/Zhejiang/1220092/2014|H5N1

 A/duck/Wenzhou/HAYXLG10/2015|H5N1

 A/chicken/Jiangsu/YB7/2015|H5N1

 A/ruddy shelduck/Mongolia/X42/2009|H5N1

 A/tufted duck/Fukushima/2/2011|H5N1

 A/Eurasian eagle owl/Korea/23/2010|H5N1

 A/mandarin duck/Oita/4402F042/2011|H5N1

Clade 2.3.2.1c

 A/chicken/Sukoharjo/BBVW 1148 07/2011|H5N1

 A/chicken/Sukoharjo/BBVW 218 03/2011|H5N1

 A/quail/Deliserdang/01160025/2016|H5N1

 A/chicken/WestJava(Sbg)/29/2007|H5N1

 A/chicken/EastKalimantan/UT498/2010|H5N1

 A/Chicken/Indonesia/Siak1631 2/2006|H5N1

 A/chicken/Klungkung/BBVD 225/2007|H5N1

 A/chicken/Kulon Progo/BBVW 453 11054/2007|H5N1

 A/chicken/Bantul/BBVW 446 24452/2007|H5N1

 A/chicken/Denpasar/BBVD 145/2007|H5N1

Clade 2.1.3.2

 A/Goose/Guangdong/1/96|H5N1
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Gambar 1. 	 Analisis filogenetik gen HA5. Simbol lingkaran menunjukkan virus-
virus H5N1 dalam penelitian ini. Skala bar menunjukkan jarak matrix 
diantara pasangan asam nukleat. Pohon filogenetik dirootkan dengan 
A/Goose/Guangdong/1996.
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Gambar 2. Analisis filogenetik gen NA1. Simbol lingkaran menunjukkan virus-virus H5N1 dalam 

penelitian ini. Skala bar menunjukkan jarak matrix diantara pasangan sekuens. Pohon filogenetik 

dirootkan dengan A/Goose/Guangdong/1996. 

 A/quail/Sukoharjo/04152003/2015|H5N1

 A/chicken/Sukoharjo/04160454/2016|H5N1

 A/duck/Malang/04170342-MO46/2017

 A/duck/Sukoharjo/04160290/2016|H5N1

 A/duck/Purworejo/04171160-111/2017

 A/chicken/Denpasar/06160095/2016|H5N1

 A/chicken/Banyuwangi/04160330/2016|H5N1

 A/duck/Lamongan/04160434/2016|H5N1

 A/chicken/Sleman/04141596/2014|H5N1

 A/chicken/Lampung Utara/03160217/2016|H5N1

 A/muscovy duck/Pekalongan/04160460/2016|H5N1

 A/duck/Sukoharjo/BBVW-1428-9/2012|H5N1

 A/chicken/Subang/08160018 002/2016|H5N1

 A/eagle/Jakarta Timur/20616 206 III/2016|H5N1

 A/crested myna/Hong Kong/1178/2009|H5N1

 A/grey heron/Hong Kong/3088/2007|H5N1

 A/common buzzard/Hong Kong/9213/2007|H5N1

 A/swan/Shanghai/10/2009|H5N1

 A/chicken/Viet Nam/TMU009/2008|H5N1

 A/environment/Hunan/7 73/2008|H5N1

 A/duck/Hubei/xn/2007|H5N1

 A/whooper swan/Hokkaido/1/2008|H5N1

 A/chicken/Korea/ISQ250/2008|H5N1

 A/duck/Korea/NSQ263/2008|H5N1

 A/chicken/Kediri/04160512/2016|H5N1

 A/chicken/East Kalimantan/UT1035/2004|H5N1

 A/chicken/Pekalongan/BBVW/2007|H5N1

 A/chicken/Indonesia/7/2003|H5N1

 A/chicken/East Java/UT6021/2006|H5N1

 A/chicken/WestJava(Sbg)/29/2007|H5N1

 A/chicken/Garut/BBVW 223/2007|H5N1

 A/quail/Deliserdang/01160025/2016|H5N1

 A/Goose/Guangdong/1/96|H5N1
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Gambar 2. 	 Analisis filogenetik gen NA1. Simbol lingkaran menunjukkan virus-
virus H5N1 dalam penelitian ini. Skala bar menunjukkan jarak matrix 
diantara pasangan sekuens. Pohon filogenetik dirootkan dengan A/
Goose/Guangdong/1996.
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Gambar 3. Analisis filogenetik gen M. Simbol lingkaran menunjukkan virus-virus H5N1 dalam penelitian 

ini. Skala bar menunjukkan jarak matrix diantara pasangan sekuens. Pohon filogenetik dirootkan dengan 

A/Goose/Guangdong/1996. 

 

 A/chicken/Denpasar/06160095/2016|H5N1

 A/duck/Lamongan/04160434/2016|H5N1

 A/quail/Sukoharjo/04152003/2015|H5N1

 A/chicken/Sleman/04160326/2016|H5N1

 A/chicken/Sukoharjo/04160454/2016|H5N1

 A/duck/Malang/04170342-MO46/2017

 A/chicken/Lamongan/04160418/2016|H5N1

 A/chicken/Lampung Utara/03160217/2016|H5N1

 A/duck/Klaten/04160386/2016|H5N1

 A/duck/Sukoharjo/BBVW-1428-9/2012|H5N1

 A/duck/Sukoharjo/BBVW 1428 9/2012|H5N1

 A/chicken/Semarang/04141225 07/2014|H5N1

 A/chicken/Sleman/04141596/2014|H5N1

 A/Muscovy duck/Vietnam/18151/2009|H5N1

 A/little egret/Hong Kong/8550/2007|H5N1

 A/water/Hunan/7/2009|H5N1

 A/chicken/Viet Nam/TMU009/2008|H5N1

 A/duck/Hubei/xn/2007|H5N1

 A/whooper swan/Akita/1/2008|H5N1

 A/whooper swan/Hokkaido/1/2008|H5N1

 A/chicken/Indonesia/7/2003|H5N1

 A/chicken/South Kalimantan/UT6028/2006|H5N1

 A/chicken/WestJava(Sbg)/29/2007|H5N1

 A/chicken/West Java/TJA/2008|H5N1

 A/Indonesia/CDC940/2006|H5N1

 A/chicken/Garut/BBVW 223/2007|H5N1

 A/Muscovy duck/West Java/Bks3/2007|H5N1

 A/Indonesia/CDC1032N/2007|H5N1

 A/duck/Purworejo/04171160-111/2017

 A/quail/Deliserdang/01160025/2016|H5N1

 A/chicken/Bali/U8661/2009|H5N1

 A/chicken/Banten/Srg Fadh/2008|H5N1

 A/Goose/Guangdong/1/96|H5N1
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Gambar 3. 	 Analisis filogenetik gen M. Simbol lingkaran menunjukkan virus-
virus H5N1 dalam penelitian ini. Skala bar menunjukkan jarak matrix 
diantara pasangan sekuens. Pohon filogenetik dirootkan dengan A/
Goose/Guangdong/1996.
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PEMBAHASAN

HPAI H5N1 telah menyebabkan dampak serius pada kesehatan hewan maupun 
kesehatan manusia sejak pertama kali masuk ke Indonesia pada tahun 2003. 
Dalam penelitian ini, sebanyak 2 virus (A/duck/Purworejo/04171160-111/2017 
dan A/duck/Malang/04170342-MO46/2017)  yang diisolasi dari itik pada program 
surveilans avian influenza pada itik di wilayah kerja BBVET Wates tahun 2017 
telah berhasil di sequencing dan dikarakterisasi. Berdasarkan analisis homologi 
gen HA menunjukkan bahwa kedua virus tersebut memiliki persentase nucleotide 
identity / homologi yang tinggi terhadap virus H5N1 clade 2.3.2.1c yang berasal 
dari Indonesia. Homologi yang tinggi terhadap clade 2.3.2.1c juga dijumpai 
pada gen NA dan hampir seluruh gen internal (PB2, PB1, PA, NP, dan NS) dari 
kedua virus ini. Namun demikian, terdapat salah satu gen M dari virus A/duck/
Purworejo/04171160-111/2017 memiliki homologi yang lebih tinggi terhadap 
virus-virus H5N1 clade 2.1.3.2 dari pada clade 2.3.2.1c. Hal serupa telah ditunjukkan 
dari hasil analisis filogenetik terhadap gen HA, NA dan hampir keseluruhan 
gen internal virus, dimana kedua virus tersebut masuk ke dalam kluster H5N1 
clade 2.3.2.1c, kecuali gen M dari virus A/duck/Purworejo/04171160-111/2017 
termasuk ke dalam kluster clade 2.1.3.2. Hal ini mengindikasikan telah terjadi 
reasorsi genetik antara virus H5N1 clade 2.3.2.1c dan clade 2.1.3.2 (inter-lineage 
reassortment) pada virus A/duck/Purworejo/04171160-111/2017 dengan gen M 
yang berasal dari clade 2.1.3.2. Kejadian reasorsi genetik antara clade 2.3.2.1c 
dan clade 2.1.3.2 juga pernah dilaporkan dari virus-virus H5N1 yang diisolasi 
dari kejadian outbreak di Indonesia, dimana gen PB2, M dan NS berasal dari 
H5N1 clade 2.1.3.2 (Wibawa et al., 2018). Penelitian lainnya menyatakan bahwa 
kejadian multiple reassortment antar internal gen virus avian influenza H5N1 
diidentifikasi sebagai agen penyebab outbreak di peternakan puyuh di Vietnam 
pada tahun 2010 dan tahun 2014 (Nguyen et al., 2016). Rith, et al (2014) telah 
melaporkan bahwa kejadian reasorsi genetik dari virus H5N1 clade 1.1.2 dengan 
gen internal dari clade 2.3.2.1c telah menyebabkan kematian pada manusia di 
Cambodia (Rith et al., 2014). Reasorsi genetik menyebabkan perubahan sususan 
genetik virus yang dapat mengakibatkan peningkatan virulensi virus (de Silva et 
al., 2012). 

Analisis genetik pada gen HA menunjukkan bahwa virus-virus dalam penelitian 
ini memiliki motif ‘RERRRKR/G’ pada HA cleavage site. Kehadiran multiple 
basic amino acid pada HA cleavage site virus avian influenza mengindikasikan 
HPAI (Senne et al., 1996; Claas et al., 1998)Eric CJ</author><author>Osterhaus, 
Albert DME</author><author>Van Beek, Ruud</author><author>De Jong, Jan 
C</author><author>Rimmelzwaan, Guus F</author><author>Senne, Dennis 
A</author><author>Krauss, Scott</author><author>Shortridge, Kennedy F</
author><author>Webster, Robert G </author></authors></contributors><titl
es><title>Human influenza A H5N1 virus related to a highly pathogenic avian 
influenza virus</title><secondary-title>J The Lancet</secondary-title></
titles><pages>472-477</pages><volume>351</volume><number>9101</
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number><dates><year>1998</year></dates><isbn>0140-6736</isbn><urls></
urls></record></Cite></EndNote>. Sekuen asam amino pada daerah receptor 
binding site posisi 222 dan 224 mengandung Q dan G (Q222 dan G224) 
menunjukkan bahwa virus memiliki kecenderungan untuk mengikat reseptor dari 
avian (sialic acid α2.3 galactose) (Matrosovich et al., 1999; Stevens et al., 2006). 
Analisis genetik terhadap gen NA ditemukan delesi 20 asam amino pada NA stalk 
region megindikasikan adanya adaptasi virus dari burung-burung liar ke unggas 
domestik (Matrosovich et al., 1999). Tidak ditemukannya substitusi asam amino 
glutamic acid menjadi lysine pada posisi 627 (Q 627 K) dari gen PB2 menunjukkan 
bahwa virus-virus H5N1 ini memiliki tingkat virulensi yang rendah pada mamalia 
(Hatta et al., 2001). Namun demikian, analisis gen PA pada posisi 383 menunjukkan 
adanya perubahan asam amino asparagine menjadi aspartid acid (N 383 D), 
dimana substitusi pada posisi ini memiliki korelasi terhadap tingkat virulensi yang 
tinggi pada mamalia (Song et al., 2011).  Indikasi peningkatan virulensi virus 
pada unggas (ayam) dan mamalia (tikus) juga ditunjukkan dengan adanya delesi 
asam amino pada posisi 80-84 dan sekuen PDZ binding motif ligand ‘ESEV’ 
pada rantai c-terminal dari gen NS1 (Jackson et al., 2008; Long et al., 2008). 
Analisis genetik terhadap resistensi obat-obatan antiviral mengindikasikan bahwa 
kedua virus dalam penelitian ini sensitif terhadap oseltamivir dan amantadine 
yang ditunjukkan dengan asam-asam amino glutamic acid dan histidine dari gen 
NA secara berturut-turut pada posisi 119 dan 275 (E 119 dan H 275) dan asam 
amino serine dari gen M2 pada posisi 31 (S 31). Selain itu, indikasi virus sensitif 
terhadap obat-obatan antiviral golongan amantadine juga ditemukan pada virus 
A/duck/Malang/04170342-MO46/2017 dengan asam amino serine pada posisi 
31 (S 31) yang dimilikinya. Meskipun demikian, substitusi asam amino serine 
menjadi asparagine pada posisi 31 (S 31 N) pada gen M2 telah ditemukan pada 
virus reassortant A/duck/Purworejo/04171160-111/2017 sehingga dimungkinkan 
virus tersebut lebih resisten terhadap obat-obatan antiviral golongan amantadine. 
Penggunaan kombinasi obat antiviral amantadine dan neuraminidase inhibitor 
dapat mengurangi resiko resistensi terhadap virus avian influenza (Hewajuli and 
Dharmayanti, 2019)

KESIMPULAN DAN SARAN

Berdasarkan data hasil analisis homologi dan filogenetik dapat disimpulkan 
bahwa kedua virus dalam penelitian ini termasuk dalam kluster virus 
H5N1 clade 2.3.2.1c. Namun demikian, terdapat salah satu virus A/duck/
Purworejo/04171160-111/2017 yang menunjukkan kejadian reasorsi genetik 
(inter-lineage reassortment) pada gen M yang berasal dari virus H5N1 clade 
2.1.3.2. Analisis genetik terhadap gen HA menunjukkan bahwa virus-virus tersebut 
dikategorikan sebagai highly pathogenic avian influenza (HPAI) dan memiliki 
kecenderungan untuk mengikat reseptor dari avian. Analisis lebih lanjut terhadap 
obat-obatan antiviral menunjukkan bahwa virus reassortant dalam penelitian ini 
memiliki kecenderungan lebih resisten terhadap obat-obatan antiviral golongan 
amantadine.
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Dari hasil penelitian ini maka beberapa saran yang perlu dilakukan antara 
lain dengan meningkatkan pelaksanaan biosecurity pada peternakan itik dan 
peternakan unggas lainnya untuk menekan resiko infeksi dan penularan virus avian 
influenza. Surveilans dan karakterisasi avian influenza secara rutin sebaiknya terus 
dilakukan untuk memonitor dinamika dan keanekaragaman virus yang beredar 
guna mendukung pengendalian penyakit avian influenza di Indonesia.
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