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ABSTRAK

Virus avian influenza (Al) dikategorikan menjadi beberapa subtipe berdasarkan determinan antigen
yang terdapat pada protein permukaan hemagglutinin (HA) dan neuraminidase (NA) yang dimilikinya. Itik
termasuk salah satu unggas air yang merupakan reservoir alami virus Al. Semua subtipe virus Al pernah
diisolasi dari unggas air tersebut. Namun, penelitian tentang subtipe selain HSN1 dan HON2 pada itik di
Indonesia belum banyak dilakukan. Penelitian ini bertujuan untuk mendeteksi dan mengarakterisasi secara
genetik subtipe virus avian influenza yang diisolasi dari itik yang terdeteksi positif influenza tipe A namun
negatif subtipe HSN1 dan HON2.

Materi yang digunakan dalam penelitian ini adalah sampel/isolat virus Al asal unggas itik yang telah
terdeteksi positif virus influenza tipe A (positif gen matrik) dan negatif subtipe H5 dan H9 dengan pengujian
realtime RT-PCR. Multi-segmen konvensional RT-PCR digunakan untuk mengamplifikasi genom virus Al
kemudian dilanjutkan sequensing genom utuh virus dengan teknik Next Generation Sequencing (NGS).
Analisis hasil sequensing dilakukan dengan software CLC Genomic Workbench. Analisis genetik dan
filogenetik menggunakan konstruksi neighbor-joining tree dengan nilai replikasi bootstrap sebanyak 1000
kali menggunakan software Mega v7.

Berdasarkan analisis molekuler menunjukkan bahwa gen HA dan NA virus-virus dalam penelitian
ini termasuk dalam subtipe H7N1 dan HI10N2. Karakterisasi genetik menunjukkan bahwa semua virus
memiliki residu asam amino single basic pada HA cleavage site yang mengindikasikan low pathogenic
avian influenza (LPAI). Analisis gen internal PB2 menunjukkan bahwa semua virus tidak memiliki
substitusi asam amino E pada posisi 627 menjadi K (E237K) mengindikasikan tingkat virulensi yang
rendah pada mamalia. Analisis terhadap resistensi obat-obatan antiviral pada gen NA menunjukkan
asam-asam amino E119 dan H275 serta pada gen M2 menunjukkan asam-asam amino L26, V27 dan S31
mengindikasikan bahwa virus-virus tersebut sensitif terhadap obat-obatan antiviral. Desain primer-primer
baru dalam pengujian PCR untuk mendeteksi virus Al subtype selain HSNI dan HON2 perlu dikembangkan
dan karakterisasi genetik rutin sebaiknya terus dilakukan guna mendeteksi dini semua subtype virus-virus
avian influenza yang bersirkulasi di lapangan.

Kata kunci: Itik, LPAI, H7N1, HION2, Next Generation Sequencing
PENDAHULUAN

Virus influenza tipe A merupakan jenis virus single stranded ribonucleid acid
(ssRNA) yang tergolong ke dalam famili orthomyxoviridae. Diantara member
famili orthomyxoviridae, virus influenza tipe A merupakan virus paling virulen
yang dapat menginfeksi berbagai spesies avian maupun mamalia. Virus ini
memiliki 8 gen bersegmen yang terdiri dari Polymerase basic 2 (PB2), polymerase
basic 1 (PB1), polymerase acid (PA), hemagglutinin (HA), nucleoprotein (NP),
neuraminidase (NA), matrix (M) dan nonstructural (NS) dimana gen-gen tersebut
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mengkode 8 protein structural (PB2, PB1, PB1-F2, PA, HA, NA, NP, M1 and M2)
dan 2 protein non-structural (NS1 dan NS2) (Lamb and Krug, 1996). Berdasarkan
glikoprotein permukaan HA dan NA, virus influenza tipe A diklasifikasikan
menjadi subtipe H1-H18 dan N1-N11. Hampir semua subtipe virus influenza ini
telah diidentifikasi dari unggas air, termasuk itik, yang merupakan reservoir alami
virus influenza tipe A. Unggs air yang terinfeksi virus influenza biasanya bersifat
asimptomatik sehinga tidak menunjukkan gejala klinis (Webster et al., 1992).
Namun demikian, berbagai penelitian terkini melaporkan bahwa infeksi virus
avian influenza menyebabkan gejala klinis berat hingga kematian pada unggas air
(Ellis et al., 2004; Brown et al., 2006; Wibawa et al., 2014).

Virus HPAI subtipe H5N1 telah bersirkulasi di Indonesia sejak tahun 2003.
Virus HPAI H5NI1 ini telah menyebabkan banyak kematian pada ayam (layer,
broiler, domestik) maupun itik (OIE, 2004; Dharmayanti et al., 2014). Belasan
tahun kemudian pemerintah melaporkan adanya virus avian influenza subtipe
HON2 yang bersirkulasi di Indonesia, dimana virus ini telah menyebabkan
penurunan produksi telur dan peningkatan angka morbiditas pada peternakan
ayam (Jonas et al., 2018). Diagnosa virus avian influenza subtipe HSN1 dan
HON2 dengan metode real time RT-PCR telah rutin dilakukan di laboratorium
BBVet Wates Yogyakarta. Namun demikian, beberapa virus avian influenza
tidak dapat dideteksi dengan primer-primer H5 maupun H9 sehingga diperlukan
metode deteksi lebih lanjut untuk mengidentifikasi subtipe dari virus-virus
tersebut guna mendeteksi dini kemungkinan munculnya virus avian influenza
subtipe lain yang beredar di Indonesia. Penelitian ini bertujuan untuk mendeteksi
dan mengarakterisasi secara genetik subtipe virus avian influenza yang diisolasi
dari itik yang terdeteksi positif influenza tipe A namun negatif subtipe HSN1 dan
HON2.

MATERI DAN METODE

Sebanyak 5 sampel yang berasal dari sampel surveilans aktif maupun
surveilans pasif BBVet Wates Yogyakarta telah diseleksi dan digunakan dalam
penelitian ini. Secara detail, 2 sampel berasal dari Kabupaten Trenggalek Jawa
Timur dan 1 sampel berasal dari Kabupaten Batang Jawa Tengah pada program
surveilans avian influenza pada itik. Dua sampel lainnya berasal dari Kabupaten
Purbalingga Jawa Tengah pada program Kajian Endemisitas HPAI (Program
Kerjasama Ditjen PKH dan FAO) di Indonesia. Dalam proses seleksi sampel
didasarkan padakriteriameliputi: 1) sampel berupaisolat virus yang telah terdeteksi
influenza tipe A namun negatif subtype H5 dan H9 dengan pengujian Real time
RT-PCR, 2) sampel belum pernah dilakukan sequencing dan karakterisasi, dan
3) volume sampel mencukupi untuk dilakukan pengujian lebih lanjut. Sampel-
sampel isolat tersebut berupa cairan allantois dengan original sampel berasal dari
swab oropharing dan kloaka yang diisolasi dari itik pada tahun 2015-2017. Detail
keterangan sampel disajikan dalam table 1.
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Table 1. Detail sampel yang digun2akan dalam penelitian

Asal Tahun

Sampel Jenis sampel | Original sampel Kabupaten | koleksi
Oﬁ?ggggg?; r%‘g;}lzeokl/ 5 Cairan allantois | Swab oropharing&kloaka | Trenggalek |2015
(1;{(111518?313_? rig;lzeé{l/ 5 Cairan allantois | Swab oropharing&kloaka | Trenggalek |2015
OAA{?%%/ZE??S%/ON Cairan allantois | Swab oropharing Batang 2017
(?4{?%5(%%?/33??21/ Cairan allantois | Swab oropharing Purbalingga | 2017
A/duck/Purbalingga/ Cairan allantois | Swab oropharing Purbalingga | 2017

04170005-8/2017

Keseluruhan sampel yang berupa cairan allantois kemudian dilakukan
ekstraksi RNA dengan menggunakan kit QiaAdmp viral RNA Minikit (Qiagen,
Germany). Metode Multi segment reverse transcription polymerase chain
reaction (MRT-PCR) dipakai untuk mengamplifikasi keseluruhan genom
virus avian influenza menggunakan reagen Superscript Il one step RT-PCR
system with platimun taq polymerase kit (Invitrogen, California USA) dengan
primer spesifik MBTuni 13 dan 14 (Zhou et al., 2009). Visualisasi hasil PCR
dilakukan dalam agarose gel 1.5% dibawah sinar ultraviolet (UV). Selanjutnya
produk PCR dipurifikasi menggunakan DNA Clean and ConcentratorTM-5
(Zimo Research Corp.) sesuai standar prosedur. DNA yang telah dipurifikasi
selanjutnya disequencing dengan metode whole genome sequencing. Preparasi
DNA library dilakukan dengan menggunakan Kit nextera XT DNA (Illumina
Inc.) dan sequencing dilakukan dengan mesin Next Genaration Sequencer (NGS)
Illumina (MiSeq) menggunakan MiSeq reagen Kit V2 sesuai dengan manual
prosedur (Illumina). Validasi hasil sequencing dilakukan di dalam CLC Genomic
Workbench (CLC Bio, Denmark).

Analisis filogenetik dan genetik dilakukan dengan mengikutsertakan sekuens
dari referensi virus avian influenza yang berasal dari GenBank dan didownload
melalui NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov) dan Influenza Research Database
(https://www.fludb.org). Sequence alignment dari tiap-tiap gen segmen virus
dilakukan dengan program Muscle v3.6. Pohon Filogenetik dikonstruksi di dalam
software MEGA 7 dengan metode neighbor-joining algoritm with kimura-2
parameter dan boostrap analysis sebanyak 1000 replikasi (Kumar et al., 2016).

HASIL

Analisis hasil sequencing menunjukkan bahwa keseluruhan gen segmen
virus avian influenza dari total 5 sampel dalam penelitian ini telah berhasil
disequencing secara utuh (complete gene). Analysis filogenetik gen HA
menunjukkan bahwa 2 virus A/duck/Trenggalek/04150330-Tr43/2015 dan A/
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duck/Trenggalek/04150330-Tr45/2015 termasuk dalam kluster virus avian
influenza H7 group Eurasian lineage. Namun demikian, kedua gen HA7 dari
virus H7N1 tersebut memiliki homologi yang rendah (<86%) terhadap gen HA7
dari virus subtype H7N9 yang berasal dari China, dimana virus tersebut telah
menyebabkan infeksi pada manusia (Gambar 1). Di sisi lainnya, sampel A/duck/
Batang/04170537-51/2017, A/duck/Purbalingga/04170005-7/2017 dan A/duck/
Purbalingga/ 04170005-7/2017 tergolong ke dalam kluster virus avian influenza
H10 lineage Eurasian (Gambar 2). Berdasarkan BLAST analysis, ketiga gen
HA10 ini memiliki homologi tertinggi dengan virus Al subtype H10 yang berasal
dari Indonesia (A/duck/Indonesia/Jakarta Utara 1631-29/2006).

Analysis terhadap gen NA1 menunjukkan bahwa dua virus A/duck/
Trenggalek/04150330-Tr43/2015 dan A/duck/Trenggalek/04150330-Tr45/2015
tercluster ke dalam virus-virus subtype N1. Sama halnya seperti pada gen HA,
virus-virus subtype N1 tersebut tercluster ke dalam avian influenza virus lineage
Eurasian (Gambar 3). Walaupun begitu, kedua virus ini tidak tercluster menjadi
satu dengan virus-virus H5N1 yang berasal dari Indonesia maupun negara
Asia lainnya. Hasil analisis filogenetik pada gen NA dari ketiga virus A/duck/
Batang/04170537-51/2017, A/duck/Purbalingga/04170005-7/2017 dan A/duck/
Purbalingga/04170005-7/2017 menunjukkan bahwa virus-virus tersebut termasuk
ke dalam cluster NA2 lineage Eurasian dan tidak tergabung menjadi satu cluster
dengan virus-virus N2 dari subtype HON2 yang berasal dari Indonesia dan
negara-negara asia lainnya (gambar 4). Analysis filogenetik lebih lanjut terhadap
semua gen internal PB2, PB1, PA, NP, M dan NS menunjukkan bahwa semua
gen internal dari virus-virus subtype H7N1 dan H10N2 ini termasuk dalam group
virus-virus avian influenza lineage Eurasian (data tidak ditampilkan).
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Alchicken/Guangdong/G1/2013|H7N9 7
A/Guangdong/1/2013|H7N9
A/Hangzhou/1/2013|H7N9

A/Anhui/1 YK RG03/2013|H7N9

100 J& A/Beijing/1/2013|H7N9
A/Shanghai/02/2013|H7N9
Alchicken/Fuijian/S4518/2015[H7N9
AJduck/Hokkaido/119/2003|H7N1
Alduck/Mongolia/867/2002|H7N1

94

Alcommon teal/Hong Kong/MPM1645/2011|H7N1
Alenvironment/Korea/W 169/2007|H7N7
A/duck/Thailand/CU-LM7280C/2010|H7N6

Alaquatic bird/South Korea/sw001/2015[H7N1

A/wild duck/South Korea/KNU2018 113/2018|H7N1
Al/common pochard/XiangHai/420/2010|H7N1 Eurasian lineage
A/duck/Iwate/301007/2012|H7N1

100 &= A/duck/Tochigi/090206/2013|H7N1

100 j A/African starling/England-Q/983/1979|H7N1
Alchicken/Hebei/1/2002|H7N2
Alturkey/Israel/Ramon/79|H7N2)
Alpsittacine/ltaly/1/91|H7N2
Alostrich/South Africa/1069/91|H7N1
Alduck/Nanchang/1904/1992|H7N1

Alfairy bluebird/Singapore/F92/94|H7N1

99

Al/common iora /Singapore/F89/95|H7N1

Alparakeet/Netherlands/267497/94|H7N1

Alparrot/England/1174/94|H7N1

I @ A/duck/Trenggalek/04150330-Tr43/2015

100 1 @ A/duck/Trenggalek/04150330-Tr45/2015

A/rhea/North Carolina/39482/1993|H7N1 7

84 A/blue winged teal/Louisiana/UGAI14 106/2014|H7N1

100 | E Alblue winged teal/Ohio/130S2037/2013H7N1

100 Alruddy turnstone/New Jersey/UGAI15 3980/2015|H7N1

A/blue winged teal/Texas/578575/2002|H7N1

A/mallard/Alberta/34/2001|H7N1 American lineage

77 A/mallard/Minnesota/Al09 1714/2009|H7N1

Alnorthern shoveler/Utah/A00461133/2009|H7N4

A/American green winged teal/Arizona/A00115994/2009|H7N3

AlAmerican green winged teal/Utah/A00461135/2009|H7N1

75 & A/northem shoveler/Nevada/A00505416/2008|H7N6

100

100

0.02

Gambar 1. Analisis filogenetik dengan metode neighbor-joining algoritm with
kimura-2 parameter dan boostrap analysis 1000 replikasi dari gen
HA7. Simbol lingkaran menunjukkan virus-virus H7N1 dalam
penelitian ini. Skala bar menunjukkan jarak matrix diantara pasangan
asam nukleat.
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100 A/bewicks swan/Netherlands/6/2006|H1N1 7
A/mute swan/Aktau/1460/2006|H5N1
97 k= A/swan/Mangystau/3/2006|H5N1
Alduck/Taiwan/A68/03|HEN1
A/mallard/Jiangxi/227/2003|H6N1
Alduck/Eastern China/213/2003|H3N1
Alduck/Eastern China/103/2003|H1N1
A/duck/Guizhou/879/2006|H6N1
Al/duck/Hokkaido/119/2003|H7N1
Alduck/Mongolia/540/2001|H1N1

©

A/duck/Mongolia/47/2001|H7N1
A/duck/Suphanburi/Al157/2005|H6N1

100 | @ A/duck/Trenggalek/04150330-Tr45/2015
A/ruddy tumstone/Iceland/2899/2013|H5N1
Al/mallard duck/Netherlands/44/2011|H7N1
Alwatercock/Thailand/CU-W3699/2009|H12N1
83 Alruddy shelduck/Mongolia/921C2/2009|H7N1

100 E Alchicken/Sukoharjo/04160454/2016|H5N1

Alchicken/Kediri/04160512/2016|H5N1
98 p= A/bar headed goose/Qinghai/1 HVRI/2006|H5N1
100

Algreat cormorant/Tibet/12/2006|H5N1
100 Alchicken/Korea/IS/2006|H5N1
77 k= A/wild duck/Liaoning/8/2006|H5N1

A/blue winged teal/Texas/578575/2002|H7N1

A/American green winged teal/Utah/A00461135/2009|H7N1
Alcommon goldeneye/Wisconsin/180S2955/2018|H7N1
A/Mallard/Ohio/190S0176/2019|H1N1

100

MA/green-winged teal/Mississippi/160S6075/2016|H1N1
A/Mallard/Wisconsin/180S3206/2018|HEN1
A/Mallard/Ohio/180S1280/2018|H7N1

Alruddy turnstone/New Jersey/UGAI15 3172/2015|H7N1
Algreen-winged teal/lllinois/170S1208/2017|H7N1
A/mallard/New Jersey/16-000670-2/2015|HEN1
A/mallard/Ohio/150S3988/2015|H3N1

Alruddy turnstone/New Jersey/UGAI16-1541/2016|H10N1
70 &= A/turkey/Missouri/16-014037-7/2016|H5N1

0.02

Eurasian lineage
I @ A/duck/Trenggalek/04150330-Tr43/2015

American lineage

Gambar 2. Analisis filogenetik dengan metode neighbor-joining algoritm with
kimura-2 parameter dan boostrap analysis 1000 replikasi dari gen
NAILl. Simbol lingkaran menunjukkan virus-virus H7N1 dalam
penelitian ini. Skala bar menunjukkan jarak matrix diantara pasangan

asam nukleat.
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Alduck/Zhejiang/6D20/2013|KP063197|H10N2
A/duck/Shanghai/602/2009|H10N8
Alduck/Shanxi/3180/2010|H10N7
A/duck/Mongolia/493/2010|H10N8

A/duck/Jiangxi/6526/2013|H10N8

Al/duck/Mongolia/141/2015|LC121284|H10N2
A/duck/Mongolia/499/2015|H10N7
A/Pekin duck/South Africa/Al1642/2009|H10N7
96 A/Eurasian wigeon/Netherlands/3/2007|H10N1
75 Alruddy turnstone/Netherlands/1/2008|H10N4
A/mallard/Sweden/93475/2009|H10N6
A/mallard/Sweden/4258/2004|H10N4
EA/malIardlSweden/Gﬁ/ZOOZlH10N9
99

100

o

A/migratory duck/Jiangxi/10857/2005|H10N2
A/migratory duck/Jiangxi/10861/2005|KP287806|H10N2
A/migratory duck/Jiangxi/10974/2005|H10N6
A/duck/Hokkaido/W87/2007|AB450443|H10N2
A/duck/Hokkaido/WZ16/2008|H10N9

ot Alwild bird/Korea/A323/2009|H10N1
7? A/duck/Kumamoto/430319/2009|H10N4 Eurasian lineage
87 11 Arwild bird/Korea/L110-2/2008|H10N4
o Alduck/Hokkaido/131/2008|H10N7

A/northem shoveler/Hong Kong/MPE2984/2008|H10N9
E A/mallard/Sweden/223/2002|H10N2
A/mallard/Sweden/831/2002|H10N2

A/mallard/Sweden/43/2002|H10N5
100 ! A/mallard/Sweden/41/2002|H10N6

E Alavian/Israel/218/2000|H10N7

100 Alavian/Israel/445/2001|H10N7

A/mallard/Sweden/7/2003|H10N8
@ A/mallard duck/Netherlands/7/2006|H10N6
100 Al/mallard duck/Netherlands/1/2007|H10N7
A/mandarin duck/Singapore/805 F-72 7/1993|H10N5

100

A/mallard/Gloucestershire/PD374/1985|H10N4
Alfowl/Hampshire/PD378/1985|H10N4
A/Duck/Indonesia/Jakarta Utara1631-29/2006|H10
@ A/duck/Batang/04170537-51/2017
100 I_[. A/duck/Purbalingga/04170005-8/2017
100 & @ A/duck/Purbalingga/04170005-7/2017

76 A/laughing gull/Delaware Bay/245/1996|H10N2
100 § A/shorebird/Delaware Bay/63/1996|H10N2
95 Alshorebird/Delaware Bay/288/1996|H10N2

Algreen winged teal/Louisiana/272GW/1987|H10N2
100

Alenvironment/New Jersey/UGAI16 0883/2016|H10N2

American lineage
A/ruddy turnstone/New Jersey/Al13 2282/2013|H10N2

A/American coot/Missouri/150S6556/2015|H10N2
A/Common Eider/Massachusetts/A00165665/2006|H10N2
Algreater scaup/Wisconsin/110S5760/2011|H10N2

0.02

Gambar 3. Analisis filogenetik dengan metode neighbor-joining algoritm with
kimura-2 parameter dan boostrap analysis 1000 replikasi dari gen
HAT10. Simbol lingkaran menunjukkan virus-virus H10ON2 dalam

penelitian ini. Skala bar menunjukkan jarak matrix diantara pasangan
asam nukleat.
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81 = A/mallard/Sweden/58451/2006|H2N2 N
A/mallard/Sweden/68735/2007|H2N2

A/mallard/Sweden/99939/2009|H11N2

A/mallard duck/Netherlands/33/2011|H2N2
95 Almallard duck/Netherlands/14/2011|H3N2
Aldomestic duck/Georgia/1/2015|HEN2
A/duck/Mongolia/66/2015|LC108122|H10N2
A/duck/Mongolia/154/2015|H1N2
A/duck/Mongolia/141/2015|LC121286|H10N2
A/duck/Vietnam/LBM300/2012|AB807874|H10N2
A/gadwall duck/Netherlands/1/2011|HEN2
A/duck/Hunan/8-19/2009|H4N2

Alspotbill duck/Xuyi/18/2005|H5N2

AJspotbill duck/Xuyi/6/2005|H11N2
Alsparrow/Guangxi/GXs-1/2012|H1N2
A/migratory duck/Jiangxi/10857/2005|KP288000|H10N2
A/migratory duck/Jiangxi/10861/2005|KP287808|H10N2
A/duck/Hokkaido/W87/2007|AB450444|H10N2

95 I A/duck/Hokkaido/W87/2007|H10N2
Alchicken/Guangxi/GXc-1/2011|H1N2
Alchicken/Guangxi/015C10/2009(|H3N2
Alduck/Guangxi/GXd-2/2010|H6N2
A/duck/Guangxi/057D6/2010|H3N2
A/duck/Vietnam/OIE-2382/2009|H3N2

Eurasian lineage

100

A/duck/Zhejiang/6D20/2013|KP063199|H10N2

Alduck/Batang/04170537-51/2017
4'4 @ A/duck/Purbalingga/04170005-8/2017
100 90 ! @ A/duck/Purbalingga/04170005-7/2017
Alenvironment/Mexico/CPA-04740/2011|H4N2 7
A/Northern shoveler/Guatemala/CIP049H112-79/2012|H4N2
Alblue-winged teal/Lousiana/UGAI14-0462/2014|H3N2

A/American coot/Missouri/150S6556/2015|H10N2
Allaughing gull/Delaware Bay/245/1996|H10N2
100 f A/shorebird/Delaware Bay/63/1996]H10N2
Alshorebird/Delaware Bay/288/1996|H10N2
AlCanada goose/Wisconsin/902/1975|H5N2

96 . .
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A/mallard/Wisconsin/331/1975|HEN2
Algreen-winged teal/Alabama/563/1975|H6N2
A/mallard/Wisconsin/31/1975|H3N2
Al/mallard/Wisconsin/590/1979|H1N2
A/Duck/Hong Kong/Y280/97|HIN2

Alduck/Vietnam/HU1 1286/2014|HIN2
Fle/muscovy duck/Quang Ninh/11/2013|HON2

100 Almuscovy duck/Vietnam/LBM694/2014|HIN2
93 AJchicken/Central Sulawesi/M92 06/2017|HIN2
92 i

Alduck/Indonesia/04161291-OP/2016|HIN2

0.02

Gambar 4. Analisis filogenetik dengan metode neighbor-joining algoritm with
kimura-2 parameter dan boostrap analysis 1000 replikasi dari gen
NA2. Simbol lingkaran menunjukkan virus-virus HION2 dalam

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

Berdasarkan analisis genetik terhadap sekuens asam amino dari gen HA
memperlihatkan motifasam amino single basic pada HA cleavage site ‘PEGPKGR’
dan PKGPKGR’ dari virus-virus subtype H7N1 dan ‘PEIIQGR’ dari virus-virus
subtype H10N2 mengindikasikan LPAI (Gambar 5). Analysis genetik lebih lanjut
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terhadap gen HA pada reseptor binding site (RBS) posisi 226 menunjukkan
bahwa semua virus dalam penelitian ini membawa asam amino glutamine (Q226)
yang cenderung berikatan dengan reseptor dari avian spesies (02.3 NeuAcGal
lincages) (gambar 6). Analisis genetik terhadap resistensi obat-obatan oseltamivir
dari gen NA1 dan NA2 pada posisi 119 menunjukkan asam amino glutamic acid
(E119) dan gen NA1 pada posisi 275 menunjukkan asam amino histidine (H275).
Hal ini mengindikasikan tidak terjadi substitusi asam-asam amino pada gen NA
dihubungkan dengan resistensi terhadap NA inhibitor (Gambar 7). Analisis lebih
lanjut terhadap resistensi obat antiviral amantadine pada gen M2 pada posisi 26,
27 dan 31 secara berturut-turut memperlihatkan asam amino leucine, valine dan
serine (L26, V27 dan S31) menunjukkan bahwa virus-virus dalam penelitian
ini sensitif terhadap obat-obatan antiviral golongan amantadine (Gambar 8).
Substitusi asam amino glutamic acid menjadi lysine posisi 627 (E627K) pada
gen PB2 memiliki peran dalam peningkatan patogenesitas pada mamalia (tikus).
Mutasi ini tidak terjadi pada kelima virus dalam penelitian ini yang memiliki
asam amino glutamic acid (E627) pada gen PB2 (Gambar 9).

[T L e
H7N1 | 320 330 340 350 36

|A/duck/Trenggalek/04150330-Tr43/2015 JKQGSLLLAT Mx:w[;r: K RJ LEGAIAGE

A/duck/Trenggalek/04150330-Tr45/2015 MRNYPRGPRGRELEGAIAGE

H10N2 T e e e e e

| 330 340 350 360 370
A/duck/Batang/04170537-51/2017 0y AIAGFIENGW v F C
A/duck/Purbalingga/04170005-7/2017
A/duck/Purbalingga/04170005-8/2017

Gambar 5. Motif asam amino single basic pada HA cleavage site dari gen HA7
dan HA10 dari virus H7N1 dan H10N2

H7N1 [T e e e e e
| 210 22 23 l 24

A/duck/Trenggalek/04150330-Tr43/2015
A/duck/Trenggalek/04150330-Tr45/2015

HI10N2 ;J""l""l""l""I""I""I"'é;é"'l"iééé

210 220 230

A/duck/Batang/04170537-51/2017 T
A/duck/Purbalingga/04170005-7/2017 T
A/duck/Purbalingga/04170005-8/2017 T

Gambar 6. Reseptor binding site (RBS) posisi 226 (H3 numbering) pada gen
HA7 dan dan HA10 dari virus H7N1 dan HION2

H7N1 jiié"l"'iéé"'|-"'lV-'r-*-*,*r-'-'q---.,-.--,-..-,

A/duck/Trenggalek/04150330-Tr43/2015 SKGDVEVIREPFI
A/duck/Trenggalek/04150330-Txr45/2015 SKGDVEVIREPEIS

H10N2 R R AR RN R RN R RN R R AR R RN R RN RRERNRRER}

A/duck/Batang/04170537-51/2017
A/duck/Purbalingga/04170005-7/2017
A/duck/Purbalingga/04170005-8/2017

Gambar 7. Oseltamivir resistance marker posisi 119 dan 275 pada gen NA1 dan
posisi 119 pada gen NA2 dari virus H7N1 dan H10N2
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Gambar 8. Amantadine resistance marker posisi 26, 27 dan 31 pada gen M2 dari
virus H7N1 dan HION2

H7NI1, HION2

A/duck/Trenggalek/04150330-Tr43/2015
A/duck/Trenggalek/04150330-Tr45/2015
A/duck/Batang/04170537-51/2017
A/duck/Purbalingga/04170005-7/2017
A/duck/Purbalingga/04170005-8/2017

Gambar 9. Analysis gen PB2 terhadap patogenesitas pada posisi 627 dari virus
H7N1 dan H1I0ON2

PEMBAHASAN

Berdasarkan analisis filogenetik gen HA menunjukkan bahwa 2 virus A/
duck/Trenggalek/04150330-Tr43/2015  dan  A/duck/Trenggalek/04150330-
Tr45/2015 terkluster kedalam virus-virus subtype H7 lineage Eurasian,
sedangkan 3 virus lainnya (A/duck/Batang/ 04170537-51/2017, A/duck/
Purbalingga/04170005-7/2017 dan A/duck/Purbalingga/04170005-7/ 2017)
termasuk dalam kluster virus-virus subtype H10 lineage Eurasian. Analisis
lebih lanjut menunjukkan bahwa virus-virus subtype H7 dalam penelitian ini
memiliki angka homologi yang rendah (<86%) bila dikomparasikan dengan
virus subtype H7N9 (A/Shanghai/1/2013, A/Shanghai/2/2013, A/Anhui/1/2013)
yang menyebabkan infeksi pada manusia di China (Gao et al., 2013). Hal ini
menandakan bahwa susunan genetik dari gen HA7 pada human isolate HTN9 dari
China berbeda jauh dengan genetik gen HA7 dari Indonesia. Analisis filogenetik
gen NA memperlihatkan kedua subtipe H7 dalam penelitian ini terkluster dengan
virus-virus N1 lineage Eurasian, sedangkan ketiga subtype HI10 tergabung
dalam cluster virus-virus N2 lineage Eurasian. Analisis filogenetik gen NA juga
menunjukkan bahwa dua virus H7N1 ini tidak memiliki subkluster yang sama
dengan virus-virus H5N1 dari Indonesia maupun negara Asia lainnya. Hal ini
mengindikasikan bahwa ancestor yang dimiliki oleh gen N1 pada virus H7N1
Indonesia berbeda dengan ancestor yang dimiliki oleh gen N1 pada virus HSN1
dari Indonesia dan Asia. Selain itu, gen NA2 dari ketiga virus HION2 juga tidak
tergabung menjadi satu cluster dengan virus-virus N2 dari subtype HIN2 yang
berasal dari Indonesia dan negara Asia lainnya, mengindikasikan bahwa gen
NA dari.kedua subtipe virus HION2 Indonesia dengan virus HIN2 tersebut
memiliki ancestor yang berbeda. Semua gen internal PB2, PB1, PA, NP, M dan
NS dari semua virus dalam penelitian ini termasuk dalam group virus-virus avian
influenza lineage Eurasian. Bersirkulasinya beberapa subtipe virus avian influenza
di Indonesia dapat menyebabkan kemungkinan terjadinya infeksi lebih dari
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satu subtipe di dalam hospes yang sama sehingga dapat memicu kemungkinan
terjadinya virus reassortment (Lai et al., 2013; Sun et al., 2013).

Analisis genetik terhadap gen HA menunjukkan bahwa virus-virus dalam
penelitian ini memiliki motif asam amino single basic PEGPKGR’, PKGPKGR’
dan ‘PEIIQGR’ pada HA cleavage site menandakan bahwa virus-virus tersebut
tergolong LPAI. Adanya perubahan asam amino single basic ke multi basic amino
acid pada HA cleavage site virus Al H5 maupun H7 memungkinkan virus tersebut
berubah menjadi HPAI (Horimoto et al., 1995). Asam amino Q 226 pada reseptor
binding site dari gen HA yang dimiliki oleh kelima virus ini mengindikasikan
kecenderungan virus untuk berikatan dengan reseptor a2.3 NeuAcGal lincages
spesifik pada avian spesies (Matrosovich et al., 1999). Analisis terhadap resistensi
obat-obatan oseltamivir dan amantadine mengindikasikan bahwa virus-virus
ini sensitif terhadap antiviral drugs tersebut, ditandai dengan tidak adanya
substitusi asam-asam amino pada 2 posisi di gen NA dan 3 posisi di gen M2
secara berturut turut E119V, H275Y dan L26F, V27A/T dan S31N/G (Suzuki et
al., 2003; Oh and Hurt, 2014). Selain itu, semua virus ini memiliki asam amino
E267 pada gen PB2 mengindikasikan tingkat patogenesitas virus yang rendah
pada mamalia. Substitusi asam amino glutamic acid menjadi lysine posisi 627
(E627K) pada gen PB2 memiliki peran dalam peningkatan patogenesitas pada
mamalia (tikus) (Hatta et al., 2001). Meskipun tidak ditemukan adanya karakter
tingkat patogenesitas yang tinggi pada kedua subtipe virus dalam penalitian ini,
surveilans dan karakterisasi genetik rutin sebaiknya terus dilakukan sebagai early
warning system guna mendeteksi dini adanya potensi virus tersebut bermutasi dan
bereasorsi menjadi lebih patogen yang memungkinkan terjadinya ancaman bagi
kesehatan hewan maupun manusia.

KESIMPULAN DAN SARAN

Berdasarkan hasil studi dapat disimpulkan bahwa virus avian influenza
subtipe H7N1 telah teridentifikasi dari 2 sampel dan virus avian influenza
subtipe H10N2 telah teridentifikasi dari 3 sampel dalam penelitian ini, dimana
keseluruhan sampel tersebut diisolasi dari itik. Berdasarkan analisis filogenetik
menunjukkan bahwa semua virus tersebut berada dalam lineage Eurasian.
Berdasarkan hasil karakterisasi memperlihatkan bahwa virus subtipe H7N1 dan
H10N2 dikategorikan kedalam low pathogenic avian influenza (LPAI), memiliki
kecenderungan berikatan dengan reseptor dari avian spesies dan sensitif terhadap
obat-obatan antiviral golongan amantadine. Desain primer-primer baru dalam
pengujian PCR untuk mendeteksi virus Al subtype selain HSN1 dan HON2 perlu
dikembangkan dan karakterisasi genetik rutin sebaiknya terus dilakukan guna
mendeteksi dini semua subtipe virus-virus avian influenza yang bersirkulasi di
lapangan serta mendeteksi kemungkinan terjadinya virus reassortment.
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