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Analisis Filogenetik Gen Hemaglutinin Virus Influenza A Subtype H5N1 Isolat 

Ayam Petelur di Maros, Sulawesi Selatan, 2021 

Dewi Mutisari1*, Muflihanah1, Lestari2 

1Balai Besar Veteriner Maros, Jl. Dr. Ratulangi, Maros, 90514, Sulawesi Selatan 

2Balai Besar Veteriner Wates, Jl Wates-Yogyakarta Km.27, 55602, Daerah Istimewa Yogyakarta,  

 

Email: dewimutisari@pertanian.go.id   

Intisari 

Avian Influenza (AI) adalah penyakit infeksius yang disebabkan oleh virus influenza 

tipe A. Infeksi Avian Influenza Virus (AIV) telah menyebabkan kerugian ekonomi di bidang 

industri peternakan dan masalah kesehatan masyarakat yang serius. Wabah HPAI H5N1 di 

Indonesia terjadi sejak tahun 2003. Berbagai upaya pencegahan dan pengendalian telah 

dilakukan, namun outbreak AIV masih terjadi hingga sekarang. Penelitian ini melakukan 

whole-genome sequencing (WGS) dengan teknik next generation sequencing (NGS) (Illumina) 

terhadap isolat ayam petelur yang berasal dari Kabupaten Maros, Sulawesi Selatan tahun 

2021. Analisis molekuler dilakukan dengan melakukan multiple alignment dan prediksi asam 

amino menggunakan program MEGA 11. Pohon filogenetik dihasilkan melalui metode 

Neighbor-Joining dengan nilai bootsrap dihitung dari 1000 ulangan. Patogenesitas virus salah 

satunya dapat dilihat dari susunan asam amino cleavage site pada gen hemaglutinin (HA). 

Dari penelitian ini kami menyimpulkan bahwa isolat AIV ayam petelur dari Maros, Sulawesi 

Selatan tahun 2021 memiliki susunan asam amino PQRERRRK-GLF pada daerah cleavage site 

gen HA. Hal tersebut mengindikasikan bahwa isolat AIV tersebut merupakan virus AI yang 

bersifat patogen atau high pathogenic avian influenza (HPAI). Sedangkan berdasarkan analisis 

clade isolat AIV tersebut termasuk dalam virus H5N1 clade 2.3.2.1c. 

Kata Kunci: filogenetik, virus, influenza A, isolat, ayam petelur 

I. Pendahuluan 

Virus influenza termasuk dalam family Orthomyxoviridae dan diklasifikasikan 

sebagai influenza tipe A. Virus influenza A dibagi menjadi subtipe berdasarkan antigenesitas 

dua glikoprotein permukaan, hemaglutinin (HA) dan neuraminidase (NA) (Harimoto dan 

Kawaoka, 2001), yang sampai saat ini telah diidentifikasi 18 HA (H1-H18) dan 11 NA (N1-

N11) (Mostafa et al., 2018; Tong et al., 2013). Virus AI terdiri dari 8 segmen gen yang 

mengkode 10 jenis protein yang berbeda yaitu delapan protein struktural (PB1, PB2, PA, HA, 

NP, NA, M1, dan M2) dan dua protein non struktural (NS1 dan NS2). Protein hemaglutinin 

mailto:dewimutisari@pertanian.go.id
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(HA) merupakan protein yang dikode oleh segmen 4 (Mostafa et al., 2018) salah satu 

perannya adalah menentukan patogenesitas virus AI (Asmara, 2007; Li et al., 2011). Marka 

molekuler pada hemaglutinin yang sering dihubungkan karakter patogenesitas virus adalah 

motif asam amino polybasic pada bagian cleavage site.  

 Virus influenza A pada unggas, manusia maupun spesies lain merupakan virus RNA 

yang mudah mengalami mutasi karena tidak mampu melakukan proof reading pada proses 

replikasi (Boyce et al., 2009). Hemaglutinin merupakan pusat yang berperan dalam antigenic 

drift (Takano et al., 2009). Perubahan struktur genetik virus influenza pada manusia dapat 

disebabkan karena peranan virus AI unggas. Reassortment genetik dan antigenic drift 

mengakibatkan 5 pandemi influenza yang terdokumentasi sejak tahun 1900 dan menjadi 

penyakit epidemik musiman yang masing-masing berulang setiap tahun (Urbaniak & 

Markowska-daniel, 2014). 

Wabah AI pertama kali terjadi pada angsa di Goangdong tahun 1996 yang 

menyebabkan kerugian ekonomi pada industri perunggasan dan masalah serius pada 

kesehatan masyarakat (Swayne et al., 2020). Sedangkan wabah avian influenza (AI) H5N1 di 

Indonesia awalnya terdeteksi di peternakan unggas pada Desember 2003 (Lam et al., 2008). 

Selain pada unggas, virus AI dapat pula menyerang mamalia termasuk manusia (Subbarao 

et al., 1998). Sampai sekarang wabah HPAI H5N1 masih ada dan tersebar di berbagai wilayah 

di Indonesia (Karo-Karo et al., 2019; Wibawa et al., 2018). Penelitian ini bertujuan untuk 

mengetahui patogenesitas serta untuk melakukan klasifikasi clade dalam rangka 

mengidentifikasi kemungkinan adanya virus AI clade 2.3.4.4b isolat virus yang bersirkulasi 
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di Sulawesi pada tahun 2021. Dengan adanya data tersebut diharapkan dapat digunakan 

sebagai salah satu acuan dalam pengendalian dan pemberantasan virus AI di Indonesia.  

II. Materi dan Metode 

Isolasi dan Identifikasi AIV 

Penelitian ini menggunakan 40 sampel yang terdiri dari swab orofaring, swab kloaka, 

swab lingkungan dan organ dari surveilans penyakit AI oleh BBVet Maros di Kabupaten 

Maros, Sulawesi Selatan. Sampel-sampel dari lapangan disimpan dalam kondisi dingin di 

tabung berisi viral transport medium berupa Dulbecco’s Modified Eagle Medium sampai diuji di 

laboratorium virologi BBVet Maros. Kemudian sampel diinokulasi dalam telur ayam 

berembrio specific antibody negative dan teridentifikasi 3 sampel positif AIV H5 berdasarkan 

prosedur OIE  (OIE, 2021). 3 sampel positif tersebut yaitu 2 sampel merupakan swab kloaka 

ayam petelur dan 1 sampel swab lingkungan dari pasar unggas hidup. Sampel yang positif 

ini kemudian disimpan dalam freezer -80°C. Salah satu isolat yang selanjutnya disebut 

A/chicken/Maros/A07210044-6/2021 dipilih berdasarkan titer tertinggi dan dilakukan 

sekuencing. 

Sekuensing dan Analisis Molekuler 

 Isolat A/chicken/Maros/A07210044-6/2021 yang sudah dikoleksi kemudian 

dikirim dan disekuensing di laboratorium rujukan nasional untuk penyakit AI, yaitu Balai 

Besar Veteriner Wates (BBVet Wates), Yogyakarta. Sekuensing dilakukan dengan teknik next 

generation sequencing (NGS) untuk dilakukan sekuensing keseluruhan genom atau whole-

genome sequencing (WGS). Metode WGS yang digunakan sama seperti metode yang telah 

dilakukan oleh Lestari et al. (Lestari et al., 2020). WGS dapat digunakan untuk mengurutkan 
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susunan nukleotida berbagai subtipe virus influenza A manusia maupun hewan. WGS virus 

AI dilakukan dengan berbasis metode multisegment RT-PCR (mRT-PCR), yaitu 

mengamplifikasi delapan segemen gen virus AI secara bersamaan (Zhou et al., 2009). 

Validasi dan penyusunan sekuen nukleotida dilakukan dengan CLC Genomic Workbench. 

Selanjutnya dilakukan assembly dengan teknik de-novo assembly. Contiq dari hasil assembly 

kemudian di BLAST pada database di NCBI (NCBI/ www.ncbi.nlm.nih.gov). Sekuen yang 

dipotong kemudian dipetakan ke referensi yang dipilih dan diekstrak menjadi FASTA. 

FASTA file gen HA selanjutnya dilakukan analisis nukleotida dan asam amino.  

Analisis hasil sequencing dilakukan menggunakan software MEGA 11 

(http://www.megasoftware.net) dengan melakukan multiple alignment dan prediksi asam 

amino. Pohon filogenetik dihasilkan melalui metode Neighbor-Joining dengan nilai bootsrap 

dihitung dari 1000 ulangan. Isolat virus pada penelitian ini dibandingkan dengan data gen 

virus AI H5N1 yang lebih dulu ditemukan dan diambil dari sekuen isolat virus AI yang ada 

di National Center for Biotechnology Information (ncbi/www.ncbi.nlm.gov). 

III. Hasil dan Pembahasan 

Berdasarkan tingkat infeksi virus AI, maka virus tersebut dapat dikelompokkan atas 

dua tingkatan infeksi yaitu highly pathogenic avian influenza (HPAI) dan low pathogenic avian 

influenza (LPAI). OIE Terestrial Animal Health Code (Terrestrial Code) mendefinisikan AI 

sebagai infeksi pada unggas yang disebabkan oleh virus influenza A dengan patogenisitas 

tinggi (HPAI) dan patogenesitas rendah subtipe H5 dan H7 (H5/H7 LPAI) (OIE, 2021). 

Patogenesitas virus AI dapat ditentukan berdasarkan susunan asam amino pada gen HA 

(Asmara, 2007; Li et al., 2011). Glikoprotein ini dikode oleh segmen 4 dan mempunyai 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.megasoftware.net/
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panjang sekitar 566 peptida atau sekitar 1778 basa (Pleska, 2013). Marka molekuler pada 

hemaglutinin yang sering dihubungkan karakter patogenesitas virus adalah susunan asam 

amino pada bagian cleavage site. 

Hemagglutinin (HA0) terbagi menjadi dua domain yaitu HA1 dan HA2 yang 

dipisahkan oleh daerah cleavage site yang dapat dipotong oleh enzim protease (Suarez, 2016), 

yang secara normal dikode oleh asam amino monobasik (biasanya arginin) (Puthavathana et 

al., 2005). Pada virus HPAI susunan asam amino pada daerah pembelahan HA mengalami 

perubahan yang mempengaruhi replikasi virus (Boyce et al., 2009). Pada daerah pembelahan 

gen HA jika diisi asam amino basa tunggal akan dipecah oleh protease inang secara terbatas 

sehingga infeksinya tidak parah atau asimtomatik, sebaliknya gen HA dengan asam amino 

multiple basic akan dipecah oleh ubiquitos protease sel inang yang menyebabkan infeksi 

parah atau sistemik (Li et al., 2011). Diantara virus AI yang menyebabkan penyakit serius 

pada unggas terutama adalah yang mempunyai hemaglutinin H5, H7, dan kadang-kadang 

H9 (Asmara, 2007). 
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Gambar 1. Pohon filogenetik gen hemaglutinin virus influenza A H5N1. Sampel dalam 

penelitian ditandai dengan titik bulat dan berada pada kelompok clade 2.3.2.1c 

2.3.2.1c 

2.1.3.2 
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Pada HPAI akan ditemukan adanya daerah asam amino polibasik. Ciri tersebut 

mengandung 5 (lima) arginin dan 2 (dua) lisin.  Susunan asam amino yang menyusun regio 

tersebut adalah Arg (arginin), Glu (glutamine), Arg (arginin), Arg (arginin), Lys (lisin), Lys 

(lisin) dan Arg (arginin)  (PQRERRRKKRGLF) (Asmara, 2007; Nidom, 2005). Perubahan 

patogenesitas virus AI dapat terjadi karena perubahan pada daerah pembelahan proteolitik 

hemaglutinin, termasuk 1) substitusi asam amino non-basic dengan asam amino basic (arginin 

atau lisin), 2) insersi asam amino basic, 3) rekombinasi dengan penambahan dari segmen gen 

lain sehingga memperpanjang daerah pembelahan, 4) hilangnya penahan situs glikosilasi 

pada residu-13 disertai asam amino multiple basic pada daerah pembelahan (OIE, 2021). 

Tabel 1. Susunan asam amino pada daerah cleavage site gen HA virus HPAI H5N1 isolat 

Maros tahun 2021 

No Isolat Asam Amino  

Cleavage Site gen HA 

1. A/goose/Guangdong/1/1996(H5N1) PQRERRRKKRGLF 

2. A/chicken/Legok/2003(H5N1) PQRERRRKKRGLF 

3. A/duck/Vietnam/NCDV-KA30/2012 PQRERRRK-RGLF 

4. A/duck/Sukoharjo/BBVW-1428-9/2012 PQRERRRK-RGLF 

5. A/quail/Sukoharjo/04152003/2015 PQRERRRK-RGLF 

6. A/duck/Sukoharjo/04160290/2016 PQRERRRK-RGLF 

7. A/chicken/Vietnam/HU3-1308/2015 PQRERRRK-RGLF 

8. A/duck/Sidrap/07160336-3/2016 PQRERRRK-RGLF 

9. A/duck/Bangladesh/34745/2018 PQRERRRK-RGLF 

10. A/chicken/Maros/A07210044-6/2021* PQRERRRK-RGLF 

Catatan: “ - “ = delesi 

Analisis pensejajaran ganda (multiple alignment) asam amino gen HA pada daerah 

pembelahan isolat yang diteliti memiliki perubahan pada susunan asam amino cleavage site 

dibandingkan dengan ancestor dan isolat Legok. Pada penelitian ini susunan asam amino 

daerah pembelahan sampel penelitian dan pembandingnya dapat dilihat pada Gambar 1. 
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Susunan asam amino pada daerah daerah pembelahan ke-3 isolat sampel menunjukkan pola 

susunan asam amino PQRERRRK-RG. Pada isolat2 tersebut terjadi delesi pada asam amino 

ke-329 yaitu delesi asam amino lisin (K). Daerah pembelahan merupakan salah satu 

indikator patogenesitas bagi virus. Daerah pembelahan tersebut tersusun oleh asam amino 

polibasik berupa arginin (R) dan lisin (K).  Hal ini menandakan bahwa virus-virus tersebut 

masih termasuk dalam virus HPAI (Suarez, 2016). 

Hal ini sesuai dengan laporan (Li et al., 2011) yang menjelaskan bahwa motif 

PQRERRRK-RG pada daerah daerah pembelahan enzim protease (ptoteolitic cleavage site) 

merupakan ciri virus AI sub-sub-clade 2.3.2 dan termasuk dalam kategori HPAI. Hasil 

analisis molekuler pada itik di Indonesia menunjukkan bahwa residu asam-asam amino 

polibasic (RERRRKR/G and REKRRKR/G) ditemukan pada daerah pembelahan protein HA 

dari virus-virus H5N1 clade 2.3.2.1c (Lestari et al., 2020; Wibawa et al., 2018). (Hewajuli & 

Dharmayanti, 2012) melaporkan bahwa di Indonesia terdapat 3 motif urutan asam amino di 

daerah daerah pembelahan yaitu PQRERRRKKRG, PQRESRRKKRG, dan PQREGRRKRG. 

(Wibowo et al., 2013) melaporkan bahwa terdapat lima motif asam amino pada daerah 

daerah pembelahan virus AI di Indonesia yaitu PQRERRRKKRG, PQRE-RRKKRG, 

PQRESRRKKRG, PQRESRRKRRG, dan PQRE-RRRKR. Sampel isolat itik dari Sidenreng 

Rappang pada tahun 2018 juga menunjukkan motif asam amino PQRERRRK-RG (Mutisari 

et al, 2021). 

Virus AI diklasifikasikan dalam suatu nomenklatur berdasarkan homologi gen HA 

yang disebut dengan clade. Hampir satu dekade dari 2003-2012 virus AI H5N1 clade 2.1 dan 

turunannya adalah satu-satunya kelompok virus HPAI yang ditemukan di Indonesia, baik 
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pada unggas maupun pada manusia (Wibawa, 2016). Pada tahun 2012 sebuah virus baru 

diklasifikasikan sebagai clade 2.3.2.1 terdeteksi dari itik, disebut sebagai serangan baru virus 

HPAI H5N1 di Indonesia dari Asia Tenggara (Dharmayanti et al., 2014; Smith & Donis, 2015). 

Pada penelitian yang dilakukan oleh (Karo-karo et al., 2019) terhadap sampel-sampel 

outbreak AI H5N1 di Provinsi Jawa Barat pada tahun 2015-2016 merupakan virus AI H5N1 

yang termasuk dalam sub-sub-sub-clade 2.3.2.1c. Lebih lanjut (Wibawa et al., 2018) 

menjelaskan bahwa pada sampel-sampel yang diperoleh dari unggas yang sakit atau mati 

dari berbagai wilayah di Indonesia pada tahun 2016 merupakan virus AI H5N1 clade 2.3.2.1c. 

Berdasarkan gambaran pohon filogenetik diperoleh hasil bahwa sampel isolat ayam 

petelur asal Maros, Sulawesi Selatan tahun 2021 termasuk dalam clade 2.3.2.1c seperti terlihat 

pada gambar 1. Dari hasil tersebut dapat disimpulkan bahwa isolat tersebut masih 

merupakan AI H5N1 yang saat ini dominan tersebar di Indonesia dan bukan merupakan AI 

H5N1 clade 2.3.4.4b. 

IV. Kesimpulan 

Dari penelitian ini kami menyimpulkan bahwa, berdasarkan analisis gen HA pada 

virus yang diisolasi dari Maros, Sulawesi Selatan tahun 2021 daerah cleavage site memiliki 

susunan asam amino PQRERRRK-GLF yang merupakan virus AI yang bersifat pathogen 

atau HPAI H5N1 dan termasuk dalam clade 2.3.2.1c. 
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