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RINGKASAN EKSEKUTIF 

 

 Virus influenza A merupakan virus yang telah menyebabkan beberapa pandemi 

influenza. Virus influenza merupakan virus RNA dengan struktur genom bersegmen 

sehingga virus influenza A mudah mengalami mutasi secara terus menerus. Resiko terjadi 

reassortment sebagai salah satu mekanisme penyebab terjadinya perubahan pada influenza 

virus dapat meningkat saat Haji ataupun Umrah dikarenakan berkumpulnya jemaah yang 

sangat banyak dari seluruh dunia pada waktu dan tempat yang sama.  

Beberapa jemaah Haji dan Umrah asal Indonesia telah dilaporkan mengalami 

infeksi saluran pernafasan dengan gejala yang berat dan merupakan tersangka Middle East 

Respiratory Syndrome Coronavirus (MERS-CoV). Hasil pemeriksaan real-time RT-PCR 

yang dilakukan di Laboratorium Virologi, Pusat Biomedis dan Teknologi Dasar Kesehatan, 

Badan Penelitian dan Pengembangan Kesehatan menunjukkan bahwa seluruh sampel 

tersangka MERS-CoV tersebut negatif terhadap MERS-CoV dan beberapa sampel positif 

influenza A (42%). Beberapa sampel tersebut terkonfirmasi positif virus influenza A 

subtipe H3N2 dimana virus ini merupakan virus influenza musiman yang dominan 

ditemukan selama tahun 2013. Walaupun influenza A subtipe H3N2 merupakan penyebab 

influenza musiman, virus ini telah dilaporkan menyebabkan tingkat keparahan yang lebih 

tinggi dibandingkan virus influenza musiman lainnya yaitu influenza A subtipe 

H1N1pdm09 dan influenza B. Selain itu, virus influenza A subtipe H3N2 telah mengalami 

antigenic drift sejak tahun 1968 hingga saat ini dan komposisi vaksin WHO untuk 

influenza A subtipe H3N2 telah mengalami perubahan sehubungan dengan terjadinya 

antigenic drift. 

Virus influenza A subtipe H3N2 yang menginfeksi jemaah haji dan umrah di atas 

dapat berasal dari luar Indonesia dan memiliki karakterisasi yang berbeda dengan virus 

yang bersirkulasi di Indonesia. Berdasarkan hal tersebut, penelitian ini bertujuan untuk 

mengetahui perbedaan karakteristik virus influenza A subtipe H3N2 pada gen penyandi 

protein permukaan Hemaglutinin (HA) dan Neuraminidase (NA) pada pasien tersangka 

MERS-COV jemaah haji dan umrah. Protein HA dan NA merupakan protein permukaan 

virus yang menjadi target sistim imunitas host sehingga kedua gen penyandi protein 

tersebut di atas lebih sering mengalami mutasi. 

Pada penelitian ini dilakukan sekuensing pada complete coding sequence (CDS) 
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pada bahan biologi tersimpan kasus tersangka MERS-CoV jemaah haji dan umrah tahun 

2013-2014 yang terkonfirmasi positif influenza A subtipe H3N2. Analisis filogenetik 

dilakukan dengan menggunakan program MEGA6 untuk mengetahui kekerabatan sekuens 

CDS gen HA dan NA dengan menyertakan sekuens vaksin WHO dan sekuens virus yang 

berasal dari luar negeri di dalam analisis. 

Hasil analisis filogenetik gen penyandi protein permukaan HA dan NA 

menunjukkan bahwa virus-virus influenza A subtipe H3N2 yang berasal dari pasien 

tersangka MERS-CoV jemaah haji dan umrah masih memiliki kesamaan dengan strain 

vaksin WHO walaupun mengalami mutasi.  Virus-virus tersebut juga tidak memiliki 

kesamaan yang tinggi dengan virus-virus yang berasal dari Timur Tengah. Hasil analisis 

juga menunjukkan bahwa tidak ditemukan mutasi penanda resistensi terhadap antiviral 

neuraminidase inhibitor pada gen NA sehingga dapat disimpulkan bahwa virus influenza A 

subtipe H3N2 yang berasal dari pasien tersangka MERS-CoV jemaah haji dan umrah 

tersebut masih sensitive terhadap antiviral neuraminidase inhibitor.  
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ABSTRAK 
 

Jemaah Haji dan Umrah asal Indonesia telah dilaporkan mengalami infeksi saluran 

pernafasan dengan gejala yang berat dan merupakan tersangka Middle East Respiratory 

Syndrome Coronavirus (MERS-CoV). Seluruh sample klinis dari pasien tersangka MERS-

CoV tidak terkonfirmasi positif MERS-CoV akan tetapi sebagian positif virus influenza A 

subtipe H3N2 berdasarkan pemeriksaan realtime RT-PCR. Virus influenza A subtipe 

H3N2 tersebut dapat merupakan virus yang berasal dari luar Indonesia dan memiliki 

karakterisasi yang berbeda dengan virus yang bersirkulasi di Indonesia. Penelitian ini 

bertujuan untuk mengetahui karakterisasi genetik pada gen hemagglutinin (HA) dan 

Neuraminidase (NA) virus H3N2 yang berasal dari pasien tersangkaMERS-CoV jemaah 

Haji dan Umrah pada tahun 2013-2014.  

Sampel yang digunakan pada penelitian ini merupakan Bahan Biologi Tersimpan 

tersangka kasus MERS-CoV yang dikirim ke Pusat Biomedis dan Teknologi Dasar 

Kesehatan. Ekstraksi RNA dan amplifikasi fragmen DNA spesifik dengan teknik RT-PCR 

dilakukan pada sampel-sampel yang memenuhi kriteria inklusi. Sekuensing dilakukan pada 

fragmen DNA spesifik  untuk mendapatkan urutan nukleotida Coding Sequence (CDS) gen 

HA dan NA. Assembly dan analisis bioinformatika terhadap sekuens yang diperoleh 

dilakukan menggunakan software BioEdit dan MEGA6. 

Pada penelitian ini telah didapatkan 8 sekuens CDS gen HA dan 9 CDS gen NA. 

Hasil analisis filogenetik gen HA menunjukkan virus influenza A/H3N2 pasien tersangka 

MERS-CoV jemaah haji asal Indonesia terdiri dari clade 3C3a, 3C3a, maupun 3C3 dan 

masih berkelompok dengan strain vaksin WHO. Virus ini juga tidak tercluster secara 

eksklusif dengan virus-virus asal Timur Tengah. Analisis gen NA tidak menunjukkan 

ditemukannya mutasi penanda resistensi terhadap antivirus nuraminidase inhibitor. 

 

Kata kunci: virus influenza A/H3N2, gen HA, gen NA, MERS-CoV 
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A. Pendahuluan 

1. Latar Belakang 

Virus influenza A merupakan penyebab infeksi saluran pernafasan yang paling 

sering ditemukan pada manusia disamping virus influenza B [1]. Virus ini telah 

menyebabkan pandemi yang menyebabkan kematian di seluruh dunia. Pandemi pada tahun 

1968 disebabkan oleh virus influenza A subtipe H3N2, sedangkan subtipe H1N1 telah 

menyebabkan pandemi pada tahun 1918 dan 2009 [2, 3]. Walaupun virus penyebab 

pandemi pada tahun 2009 adalah subtipe H1N1, subtipe yang sama dengan pendemi 1918, 

virus H1N1 pandemi 2009 memiliki karakterisasi yang berbeda dengan virus penyebab 

pandemi pada tahun 1918 [3].  

Virus influenza A merupakan virus yang terus mengalami mutasi dan dapat 

mengalami antigenic shift ataupun antigenic drift sehingga berpotensi untuk menyebabkan 

epidemik dan pandemi [4, 5]. Virus influenza A merupakan virus RNA dengan tingkat 

mutasi nukleotida yang tinggi yaitu sebesar 10
-3

 hingga 10
-4 

nukleotida pertahun [6]. Dua 

antigen permukaan, Hemaglutinin (HA) dan Neuraminidase (NA), merupakan glikoprotein 

yang menjadi target respon imunitas inang sehingga kedua gen ini sering mengalami 

mutasi [7]. Variasi antigenik dapat terjadi saat virus influenza bersirkulasi di populasi 

melalui mekanisme mutasi dan reassortment atau rekombinasi. Reassortment terjadi bila 

dua strain virus menginfeksi host yang sama dan mengalami pertukaran segmen gen dan 

membentuk strain virus baru [8].  

 Setiap tahun, lebih dari dua juta orang dari seluruh dunia datang ke Mekkah, Arab 

Saudi untuk melaksanakan Haji ataupun Umrah. Berkumpulnya jemaah Haji ataupun 

Umrah dari seluruh dunia di satu tempat dan periode waktu yang relatif sama dapat 

meningkatkan resiko penularan penyakit sehingga menyebabkan permasalahan kesehatan. 

Infeksi saluran pernafasan ditemukan pada jemaah Haji dikarenakan kedekatan kontak 

antar jemaah dan memudahkan penyebaran penyakit melalui udara [9]. 

 Infeksi saluran pernafasan dapat disebabkan oleh virus dan bakteri [10, 11]. Middle 

East Respiratory Syndrome Coronavirus (MERS-CoV) telah diketahui sebagai penyebab 

infeksi saluran pernafasan berat dan hingga Januari 2014, tercatat sebanyak 76 kasus 

kematian dari 178 kasus terkonfirmasi positif MERS-CoV telah dilaporkan dari beberapa 

negara di wilayah Timur Tengah, Afrika Utara dan Eropa [12, 13]. Beberapa jemaah Haji 

dan Umrah yang berasal dari Indonesia mengalami gejala memiliki gejala infeksi saluran 

pernafasan berat selama 7 hari setelah pulang dari Timur Tengah sehingga memerlukan 
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perawatan dan merupakan kasus tersangka MERS-CoV.  

 Berdasarkan pemeriksaan terhadap virus MERC-CoV di Badan Litbang Kesehatan 

menggunakan teknik real time PCR, virus MERS-CoV tidak ditemukan, akan tetapi virus 

influenza A diantaranya subtipe H1N1pdm09 (24,6%) dan H3N2 (5,4%) telah ditemukan 

pada beberapa pasien. Tingkat keparahan penyakit karena infeksi H3N2 lebih tinggi 

dibandingkan dengan H1N1 maupun influenza B [14] dan subtipe H3N2 merupakan virus 

yang predominan dibandingkan H1N1pdm09 pada tahun 2013. Selain itu, virus influenza 

A subtipe H3N2 telah mengalami antigenic drift sejak tahun 1968 hingga saat ini dan 

komposisi vaksin WHO untuk influenza A subtipe H3N2 telah mengalami perubahan 

sehubungan dengan terjadinya antigenic drift pada virus ini.  

Karakterisasi genetik pada gen permukaan yaitu gen HA dan NA virus influenza A 

subtipe H3N2 pada pasien tersangka MERS-CoV perlu diketahui dikarenakan pasien 

tersangka MERS-CoV tersebut berasal dari Timur Tengah sehingga virus influenza A 

subtipe H3N2 tersebut dapat berasal dari Timur Tengah atau negara lain. Studi molekular 

dengan analisa bioinformatik pada virus influenza A yang berasal dari luar Indonesia dapat 

memberikan informasi terkait evolusi virus influenza di Indonesia. Adanya perbedaan 

karakterisasi virus influenza pada pasien tersangka MERS-CoV dengan virus influenza 

yang bersirkulasi di Indonesia merupakan pertanda adanya importasi virus yang 

berhubungan dengan pola penyebaran virus dan epidemiologi. 

2. Perumusan Masalah 

Berkumpulnya jemaah Haji dari seluruh dunia di satu tempat pada periode waktu yang 

bersamaan dapat meningkatkan resiko penularan penyakit, salah satunya influenza yang 

menular melalui droplet. Karakteristik genom virus influenza A adalah mudah mengalami 

mutasi dan dapat terjadi reassortment yaitu terbentuknya strain virus influenza baru yang 

terjadi bila dua strain virus menginfeksi host yang sama dan mengalami pertukaran segmen 

gen. Karakterisasi virus influenza, dalam hal ini virus influenza A subtipe H3N2, yang 

berasal dari jemaah haji asal Indonesia perlu dilakukan untuk mengetahui apakah terdapat 

perbedaan karakterisasi genetik pada gen penyandi protein permukaan HA dan NA dengan 

strain vaksin WHO maupun strain virus yang bersirkulasi di Indonesia.    
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B. Tujuan dan Manfaat 

1. Tujuan 

a. Tujuan Umum : 

   Mengetahui karakteristik gen permukaan yaitu gen HA dan NA pada  virus 

influenza A subtipe H3N2 yang berasal dari jemaah haji tersangka MERS-CoV tahun 

2013-2014. 

b. Tujuan Khusus : 

 Mendapatkan data sekuens gen HA dan NA virus influenza A subtipe H3N2 yang 

berasal dari pasien tersangka MERS-CoV tahun 2013-2014. 

 Menentukan karakteristik genetik gen HA dan NA virus influenza A subtipe H3N2 

yang berasal dari pasien tersangka MERS-CoV tahun 2013-2014  dengan analisa 

bioinformatik. 

 Menganalisa perbedaan asam amino strain virus Influenza yang menginfeksi 

jemaah haji dan umroh di Arab Saudi dengan strain virus Influenza yang 

bersirkulasi di Indonesia dan strain vaksin WHO, terutama asam amino petanda 

resistensi terhadap antivirus.  

 Menganalisa secara deskriptif data umur, jenis kelamin dan asal wilayah kasus 

yang didapatkan dari data kuesioner kasus tersangka MERS-CoV 

2. Manfaat 

a. Memberikan informasi bagi epidemiolog maupun laboratorium tentang karakterisasi 

virus influenza A subtipe H3N2 yang berasal dari pasien tersangka MERS-CoV 

b. Memberikan informasi bagi program untuk kebijakan dan strategi penatalaksanaan 

kasus infeksi saluran pernafasan yang disebabkan oleh virus yang berasal dari luar 

Indonesia. 
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C. Metode 

1. Kerangka Konsep 

 
 

2. Desain dan Jenis Penelitian : 

Desain penelitian adalah studi potong lintang (cross sectional study) 

Jenis penelitian adalah berbasis pemeriksaan laboratorium biomolekuler 

3. Tempat dan Waktu Penelitian 

Tempat penelitian : Laboratorium Virologi, PBDTK, Badan Litbang kesehatan, Jakarta 

Waktu penelitian : 8 bulan  (Maret 2015-Oktober 2015)     

4. Populasi dan Sampel Penelitian : 

a. Populasi  

 Populasi adalah bahan biologi tersimpan unlinked yaitu berupa sampel klinis 

saluran pernafasan dari pasien tersangka MERS-CoV yang diterima di laboratorium 

Keterangan:  

MERS-CoV  
Influenza 

A/H1N1pdm 
Influenza B 

Kemungkinan virus yang menginfeksi:  

KLB MERS-CoV di Timur Tengah 

Faktor Risiko: Haji /Umrah 

dengan gejala menyerupai gejala influenza 

Influenza 

A/H3N2 

Indonesia 
Timur Tengah 

atau luar Negeri 

= Perbedaan karakteristik virus influenza A subtipe H3N2 
pada jemaah Haji tersangka MERS-CoV dengan virus 

influenza A subtipe H3N2 yang berasal dari Timur Tengah 

atau dari luar Negeri yang akan dianalisis pada penelitian 

ini. 
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virologi, PBDTK, Badan Litbangkes, yang merupakan laboratorium rujukan nasional 

untuk pemeriksaan MERS-CoV 

b. Sampel  

 Sampel adalah seluruh bahan biologi tersimpan unlinked yaitu berupa spesimen 

klinis saluran pernafasan yang berasal dari pasien tersangka MERS-CoV yang dirawat di 

RS pada tahun 2013-2014 yang telah dinyatakan negatif MERS-CoV dan positif influenza 

A subtipe H3N2 oleh Laboratorium Virologi, PBTDK, Badan Litbang Kesehatan. 

5. Kriteria Inklusi dan Kriteria eksklusi 

a. Kriteria inkusi: spesimen klinis yang tersimpan di laboratorium virology dari kasus 

tersangka MERS-CoV dengan onset 1-7 hari. 

b. Kriteria eksklusi: spesimen dengan volume yang tidak mencukupi untuk pemeriksaan 

yaitu kurang dari 140µL. 

6. Cara Pengumpulan Sampel dan Besar Sampel 

a. Cara pengumpulan sampel 

 Spesimen yang digunakan sebagai sampel didata berdasarkan catatan penerimaan 

spesimen dan kuesioner investigasi kasus tersangka MERS-CoV tahun 2013-2014. 

Berdasarkan data yang diperoleh, spesimen dengan data-data yang sesuai dengan kriteria 

inklusi dipilih untuk digunakan sebagai sampel 

b. Besar sampel  

  Pada tahun 2013 dan 2014, Laboratorium Virologi, PBDTK, Badan Litbang 

Kesehatan, menerima 64 spesimen dari 17 kasus tersangka MERS-CoV yang terkonfirmasi 

positif influenza A/H3N2. Pada tahun 2013 terdapat 9 spesimen dari 5 kasus tersangka 

MERS-CoV terkonfirmasi positif influenza A/H3N2 dan tahun 2014 terdapat 55 spesimen 

dari 12 kasus tersangka MERS-CoV terkonfirmasi positif influenza A/H3N2. Seluruh 

spesimen klinis tersimpan dari kasus tersangka MERS-CoV terkonfirmasi positif influenza 

A/H3N2 yang tersimpan di Laboratorium Virologi, PBDTK, Badan Litbang Kesehatan 

digunakan sebagai sampel pada penelitian ini. Berdasarkan kriteria inklusi, hanya terdapat 

45 spesimen dari 17 kasus dari tahun 2013 hingga 2014 yang dapat dilakukan ekstraksi 

RNA virus H3N2. 

7. Reagensia 

a. Isolasi materi genetik virus menggunakan QIAmp Viral Mini Kit (Qiagen) 
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b. PCR fragmen gen HA dan NA menggunakan SuperScript III One Step RT-PCR with 

Platinum taq (Invitrogen) 

c. Direct Sequencing menggunakan Bid Dye Terminator V.3.0 Cycle Sequencing Ready 

Reaction Kit (Applied Biosystem) 

8. Uji laboratorium yang dilakukan 

 Uji konfirmasi terhadap virus influenza A/H3N2 dilakukan dengan metode real 

time RT-PCR dengan menggunakan isolat H3N2 sebagai positif kontrol (tidak dilakukan 

pada penelitian ini) di Laboatorium Virologi, PBTDK, Badan Litbang Kesehatan. 

Laboratorium ini, pada tahun 2013 telah mendapatkan nilai 100% pada program External 

Quality Control untuk pemeriksaan virus influenza A subtipe H1N1pdm09, H3N2, H5N1 

serta influenza B dari WHO.   

1. Isolasi materi genetik virus influenza A subtipe H3N2 

Isolasi RNA/DNA dilakukan dengan menggunakan Kit komersial QIAamp DNA 

Mini Kit dan sesuai dengan protokol kit. Sebanyak 140µl sampel ditambahkan ke dalam 

lisis buffer yang mengandung guanidin tiosianat di dalam1,5 ml tabung microcentrifuge. 

Pencucian dilakukan sebanyak 2 kali untuk menghilangkan protein dan lemak 

menggunakan buffer yang salah satunya juga mengandung guanidin tiosianat. Filtrasi 

dilakuakan dengan menggunakan Mini spin column dan elusi dilakukan menggunakan 

buffer yang mengandung Rnase free water  dengan 0,04% sodium azida. 

2. Pemeriksaan PCR dan sekuensing  

 Teknik PCR digunakan untuk mengamplifikasi Coding DNA Sequence (CDS) dari 

gen HA dan NA virus influenza A subtipe H3N2 menggunakan SuperScript III One Step 

RT-PCR with Platinum Taq (Invitrogen) dan primer spesifik pada Tabel 1. Reaksi RT-

PCR untuk fragmen-fragmen gen HA dan NA pada Tabel 1 dilakukan pada Thermal 

Cycler BioRad CX1000 dengan volume akhir untuk satu reaksi sebesar 25 µl yang terdiri 

dari 12,5µl 2x PCR buffer, 200 μM dNTPs, 1.6 mM MgSO4, 0.2 μM dari masing-masing 

primer forward dan reverse, 1 μL SuperScriptTM III RT and Platinum®Taq mix serta 5 

μL RNA sampel. RT-PCR dilakukan sesuai pada Tabel 2. Visualisasi hasil RT-PCR 

dilakukan pada Gel Doc (BioRad) setelah dilakukan elektroforesis pada agarose 1.5%.  

 Sebelum melakukan pengujian sampel, uji validitas dilakukan untuk mengetahui 

repeatability dan reproducibility primer RT-PCR pada tabel 1. Uji repeatability dilakukan 

dengan menggunakan tiga isolat positif virus influenza A/H3N2 yang berasal dari 
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surveilans Influenza-like Illness (ILI) tahun 2013. Uji reproducibility dilakukan oleh dua 

orang operator dengan menggunakan tiga isolat virus influenza A/H3N2 yang sama. Isolat 

tersebut merupakan isolat virus yang berasal dari surveilans ILI pada tahun 2014.  

3. Sekuensing DNA  

 Sekuensing DNA dilakukan dengan metode Sanger untuk memperoleh sekuens gen 

HA sepanjang 1701bp dan gen NA sepanjang 1410 bp dengan menggunakan primer set 

pada Tabel 1 menggunakan Big Dye Terminator v1.1 (ABI). 

 

Tabel 1. Primer spesifik untuk Sekuensing 

Gen Primer Sequence 5’- 3’ Tm (
0
C) 

Fragmen HA1 HA-1F* CTCGAGAGCAAAAGCAGGGG 65,62 

 HA269F CTCAGTGTGATGGCTTCCAA  

 HA465 R GTTATTAGATCTCCTTATG  

 HA907R* GGTTTGTCATTGGGAATGCT 61,22 

Fragmen HA2 HA828F* ACGAAGTGGGAAAAGCTCAATA 62,31 

 HA1266F TCAGGACCTTGAGAAATATGTTG  

 HA+1778R* AGTAGAAACAAGGGTGTTTT 57,15 

Fragmen NA1 NA-1F* GAGCAAAAGCAGGAGTAAAG 59,13 

 NA243F AGCAGAATACAGAAATTGGTC  

 NA385R GTCAGGATCGCATGACACAT  

 NA787R* TGACAATGTGCTAGTATGAAC 58,05 

Fragmen NA2 NA636F* AGATAGTGTTGTTTCATGGTC 57,96 

 NA989F ACAGCTCCAGCAGTAGCCATTG  

 NA+1413R* AGTAGAAACAAGGAGTTTTT 54,63 

*Primer juga digunakan untuk RT-PCR 
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Tabel 2. Kondisi RT-PCR 

1. REVERSE TRANSKRIPTASE : 

    55
0
C                30  menit 

2. HOT START 

    94
0
C                  2  menit 

3. 3-STEP CYCLING,       

     94
0
C              30 detik 

     55
0
C              30 detik          (40 siklus) 

     72
0
C                1 menit 

4.  FINAL EXTENSION 

     72
0
C                5 menit 

     20
0
C                 ∞ 

9. Analisa data 

 Analisis molekuler akan dilakukan dengan software bioinformatik untuk 

mengetahui karakterisasi virus influenza A subtipe H3N2 yang mungkin berasal dari luar 

Indonesia.  Editing dan assembly data sekuens dilakukan dengan menggunakan Bio Edit 

Sequence Alignment Editor Ver 7.0.5. Konstruksi pohon phylogenetic, analisis evolusi, 

dan nalisa mutasi pada asam amino menggunakan software Bayesian Evolutionary 

Analysis Sampling Trees (BEAST). Analisa deskriptif dilakukan terhadap data umur, jenis 

kelamin dan asal wilayah kasus yang didapatkan dari data kuesioner kasus tersangka 

MERS-CoV. 

 

D. Hasil 

1. Data sekuens CDS gen HA dan NA virus influenza A subtipe H3N2 yang berasal dari 

pasien tersangka MERS-CoV tahun 2013-2014. 

Selama periode tahun 2013 hingga tahun 2014, Laboratorium Virologi Pusat 

BTDK, Badan Litbang Kesehatan telah menerima sebanyak 64 spesimen klinis dari 17 

kasus tersangka MERS-CoV yang terkonfirmasi virus influenza A/H3N2. Observasi 

terhadap kualitas dan volume bahan biologi tersimpan menunjukkan bahwa hanya 44 

spesimen klinis dari 17 kasus tersebut yang memenuhi kriteria inklusi untuk dilakukan 

proses isolasi RNA (8 spesimen klinis dari 5 kasus pada tahun 2013 dan sebanyak 36 

spesimen klinis dari 12 kasus pada tahun 2014). 

Amplifikasi terhadap CDS gen HA dan NA dilakukan setelah proses isolasi RNA 
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virus influenza A/H3N2 dengan metode RT-PCR. Dua fragmen DNA spesisfik dari 

masing-masing gen  dihasilkan dengan menggunakan 4 pasang primer yaitu fragmen HA1 

(primer HA-1F dan HA907R), fragmen HA2 (primer HA828F dan HA+1778R) untuk gen 

HA, fragmen NA1 (primer NA-1F dan NA787R) dan fragmen NA2 (primer NA636F dan 

NA+1413R) untuk gen NA. Beberapa sampel tidak menghasilkan pita fragmen DNA yang 

spesifik, sehingga perlu dilakukan gel cut purifikasi sebagai proses pemurnian fragmen 

DNA. Dari seluruh sampel yang ada, tidak seluruhnya didapatkan fragmen DNA yang 

dapat dilanjutkan pada tahap sekuensing. Hanya 16 sampel  yang dapat dilanjutkan sampai 

dengan tahap sekuensing yaitu 13005, 13015, 13087, 13133, 13134, 13143, 14255, 14257, 

14277, 14278, 14279, 14318, 14584, 14678, 14717, dan 14727.  

Sequence assembly menggunakan software BioEdit yang dilakukan terhadap 

sekuens DNA sampel menghasilkan 8 sekuens CDS gen HA sepanjang 1701bp dan 9 

sekuens CDS gen NA sepanjang 1410bp. Distribusi sampel virus Influenza A subtype 

H3N2 yang telah berhasil dilakukan sekuensing terhadap Coding DNA Sequence (CDS) 

gen HA dan NAdapat dilihat pada Tabel 3 

 

Tabel 3. Distribusi sampel virus Influenza A subtype H3N2 yang telah berhasil 

dilakukan sekuensing terhadap Coding DNA Sequence (CDS) gen HA dan NA 

No. Lab. Tahun Propinsi Jenis Kelamin Usia Jenis 

Spesimen 

CDS gen yang 

dihasilkan 

Cov-13005 2013 Kep. Riau Perempuan 60 Hapus 

tenggorok 

NA 

Cov-13015 2013 Kep. Riau Perempuan 60 Sputum HA, NA 

Cov-13087 2013 Jawa 

Tengah 

Perempuan 70 Hapus 

tenggorok 

HA, NA 

Cov-13134 2014 Jakarta Laki-laki 57 Hapus hidung HA, NA 

Cov-14257 2014 Jawa Barat Perempuan 59 Sputum HA, NA 

Cov-14278 2014 Jawa Barat Laki-laki 66 Hapus hidung HA, NA 

Cov-14584 2014 Riau Perempuan 51 Sputum HA, NA 

Cov-14717 2014 NAD Perempuan 72 Hapus 

tenggorok 

HA, NA 

Cov-14727 2014 Jakarta Perempuan 77 Hapus 

tenggorok 

HA, NA 
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2. Karakteristik genetik gen HA dan NA virus influenza A subtipe H3N2 yang berasal 

dari pasien tersangka MERS-CoV tahun 2013-2014  

  Karakteristik genetik gen HA dan NA dilakukan dengan analisis bioinformatik 

dengan metode Neighbor Joining menggunakan software MEGA6 dikarenakan hasil 

analisis dengan BEAST tidak dapat diselesaikan hingga laporan ini ditulis. Analisa 

bioinformatik pada penelitian ini menyertakan strain vaksin yang direkomendasikan WHO 

pada tahun 2010 hingga tahun 2016, yaitu sebagai berikut; A/Wisconsin/67/2005, 

A/Brisbane/10/2007, A/Perth/16/2009, A/Victoria/361/2011, A/Texas/50/2012, 

A/Switzerland/9715293/2013 dan A/Hongkong/4801/2014. Analisis bioinformatik pada 

penelitian ini juga menyertakan sekuens konsensus gen HA dan NA virus influenza A 

subtipe H3N2 lain yang didapatkan berdasarkan virus-virus yang bersirkulasi di dunia pada 

tahun 2010 hingga tahun 2015. Sekuens-sekuens referens ini didapatkan dari divisi 

Influenza, US CDC Atlanta, salah satu WHO Colaborating Center untuk Influenza. 

 Berdasarkan analisis filogenetik,  empat sekuens gen HA virus influenza A/H3N2 

asal Indonesia berkelompok dengan sekuens konsensus clade 3C3a dan vaksin WHO tahun 

2014-2015 A/Switzerland/9715293/2013 (Gambar 1). Akan tetapi terdapat tiga sekuens 

virus influenza A/H3N2 Indonesia yang berkelompok dengan sekuens konsensus clade 

3C2a dan vaksin WHO untuk tahun 2016 A/HongKong/4801/2014. Pohon filogenetik gen 

HA juga menunjukkan bahwa terdapat dua sekuens virus asal Indonesia yang berkelompok 

dengan sekuens konsensus clade 3C3 dan 3C3b. Akan tetapi terdapat satu sekuens virus 

Indonesia, A/Indoensia/Cov13015/2013, yang tidak mengelompok dengan sekuens 

referens walaupun berkelompok dengan sekuens-sekuens lain yang berasal dari negara-

negara di Eropa, Asia dan Amerika.  

 Analisa filogenetik gen NA menunjukkan perbedaan topologi yang berbeda dengan 

gen HA (Gambar 2). Empat virus influenza A/H3N2 asal Indonesia berkelompok dengan 

vaksin WHO tahun 2014-2015 dan 2016, A/Switzerland/9715293/2013 dan 

A/HongKong/4801/2014. Akan tetapi terdapat lima virus yang berkelompok dengan virus-

virus H3N2 tahun 2013 dan 2014 yang berasal dari Asia, Amerika, dan Eropa. Baik gen 

HA maupun gen NA virus influenza A/H3N2 asal Indonesia tidak berkelompok dengan 

virus-virus influeza A/H3N2 yang berasal dari Timur Tengah. 
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3. Perbedaan asam amino strain virus Influenza A/H3N2 yang berasal dari kasus 

tersangka MERS-CoV tahun 2013-2014 dengan strain vaksin WHO 

 Berdasarkan analisa asam amino strain vaksin WHO tahun 2015 dan 2016, 

diketahui bahwa terdapat beberapa perbedaan asam amino pada antara vaksin WHO 

dengan virus influenza A/H3N2 Indonesia. Perbedaan asam amino antara strain vaksin dan 

virus Indonesia pada umumnya terjadi pada HA1 domain yang merupakan bagian terluar 

dari protein HA yang terpapar dengan antibodi (antigenic site). 

 Analisis asam amino pada protein NA tidak ditemukan marker resistensi terhadap 

antiviral yang tersedia saat ini yaitu neuraminidase inhibitor. Tidak ditemukannya marker 

resistensi terhadap neuraminidase yaitu mutasi E119D, E119I, E119V, I222L, R224K, 

E276D, R292K, N294S dan R371K pada gen NA menandakan bahwa virus influenza 

A/H3N2 yang menginfeksi jamaah haji dan umroh masih sensitif dengan antiviral 

neuraminidase inhibitor yang tersedia di Indonesia. 

 

4. Analisa deskriptif data umur, jenis kelamin dan asal wilayah pasien jemaah Haji 

tersangka MERS-CoV. 

 Data umur, jenis kelamin dan propinsi asal jemaah haji tersangka MERS-CoV 

terkonfirmasi H3N2 dan dilakukan sekuensing CDS gen HA dan NA pada penelitian ini 

terdapat pada Tabel 3. Seluruh pasien berumur lebih dari 50 tahun dan berasal dari pulau 

Jawa dan Sumatera. Dari seluruh sampel yang dapat dilakukan sekuensing CDS gen HA 

dan NA, hanya 2 kasus berjenis kelamin laki-laki. Berdasarkan data kasus tersangka 

MERS-CoV terkonfirmasi H3N2 tahun 2013-2014, hanya terdapat enam pasien berjenis 

kelamin laki-laki dari total 17 kasus sehingga jenis kelamin tidak dapat dianalisa lebih 

mendalam. 

E.  Pembahasan 

Berkumpulnya jamaah haji dan umrah pada satu lokasi dan waktu yang bersamaan 

meningkatkan resiko terjadinya penularan penyakit terutama yang disebarkan melalui 

udara seperti MERS-CoV dan Influenza. Beberapa jemaah Haji dan Umrah yang berasal 

dari Indonesia mengalami gejala infeksi saluran pernafasan berat selama 7 hari setelah 

pulang dari Timur Tengah sehingga memerlukan perawatan dan merupakan kasus 

tersangka MERS-CoV. 

Sebanyak 44 spesimen klinis kasus tersangka MERS-CoV terkonfirmasi H3N2 
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dilakukan isolasi RNA dari total 64 spesimen klinis dikarenakan beberapa volume 

spesimen kurang dari 140µL dan tidak mencukupi untuk dilakukan isolasi RNA. Hal ini 

dikarenakan beberapa spesimen datang ke laboratorium Virologi, PBTDK, Badan 

Litbangkes, dengan volume yang sedikit dan telah digunakan untuk pemeriksaan MERS-

CoV dan virus influenza. Walaupun hanya 44 spesimen yang dapat dilakukan isolasi RNA, 

44 spesimen tersebut berasal dari 17 kasus tersangka MERS-CoV yang terkonfrmasi H3N2 

tahun 2013-2014. Hal ini dapat terjadi karena satu kasus tersangka MERS-CoV 

mengirimkan beberapa spesimen yang berupa hapus hidung, hapus tenggorok maupun 

sputum selama 3 hari berturut-turut untuk diperiksa di laboratorium Virologi, PBTDK, 

Badan Litbangkes. 

Berdasarkan hasil RT-PCR, hanya terdapat 16 spesimen yang dengan fragmen 

HA1, HA2, NA1 dan NA2 untuk dilakukan sekuensing. Akan tetapi hanya 9 spesimen 

yang berhasil dilakukan sekuensing CDS gen HA dan NA. Hal ini dikarenakan jumlah 

virus yang rendah di dalam spesimen klinis yang tersimpan selama satu hingga dua tahun 

sehingga tidak mencukupi untuk dilakukan sekuensing langsung dari produk RT-PCR. 

Proses cair beku spesimen klinis juga menyebabkan turunnya jumlah virus di dalam 

spesimen klinis. Konfirmasi hasil positif virus influenza A subtipe H3N2 dilakukan dengan 

metode realtime RT-PCR yang lebih sensitif dibandingkan dengan metode PCR 

konvensional. Seluruh spesimen yang dapat dilakukan sekuensing CDS gen HA dan NA 

memiliki nilai cycle threshold realtime RT-PCR < 28, yang menunjukkan bahwa virus 

yang terdapat di dalam spesimen tersebut cukup tinggi (nilai cycle threshold realtime RT-

PCR > 40 menandakan hasil negatif).   

Hasil pemeriksaan menunjukkan bahwa sebagian jemaah terinfeksi virus Influenza 

A/H3N2 walaupun tidak terbukti bahwa virus influenza A/H3N2 yang menginfeksi jemaah 

haji asal Indonesia berasal dari Arab Saudi. Berdasarkan analisa filogenetik gen HA dan 

NA, virus-virus influenza A/H3N2 dari jemaah haji tersangka kasus MERS-CoV tidak 

tercluster bersama dengan virus-virus yang hanya berasal dari Negara-negara Arab ataupun 

Timur Tengah. Analisa pohon filogenetik menunjukkan bahwa virus-virus influenza H3N2 

berkelompok berdasarkan tahun dan bukan berdasarkan wilayah atau geografi. Virus 

influenza merupakan virus yang mudah ditularkan melalui droplet sehingga sangat mudah 

menular terutama ketika berkumpulnya jemaah dari seluruh dunia saat ibadah haji 

berlangsung. 

Virus-virus H3N2 yang didapatkan dari pasien tersangka kasus MERS-CoV masih 
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tercluster dengan sekuens referens konsensus 3C2a, 3C3a, maupun 3C3b dan 3C3 ataupun 

sekuens strain vaksin WHO. Hal ini menunjukkan bahwa virus-virus H3N2 yang diisolasi 

dari jemaah haji asal Arab Saudi masih sama dengan virus-virus yang umumnya 

bersirkulasi di dunia dan masih cocok dengan strain vaksin yang direkomendasikan oleh 

WHO. 

Hasil pada penelitian ini sejalan dengan hasil surveilans Influenza Like Illness (ILI) 

di Indonesia yang melakukan pemantauan virus influenza yang bersirkulasi di Indonesia. 

Virus influenza subtipe H3N2 tahun 2013 dan 2014 berdasarkan hasil surveilans ILI 

memiliki kemiripan dengan strain virus vaksin WHO tahun A/Switzerland/9715293/2013 

yang merupakan clade 3C2a (unpublished data).  

Analisis perbedaan asam amino pada gen HA menunjukkan bahwa perubahan asam 

amino yang sering terjadi adalah pada bagian antigenic site yang merupakan target dari 

sistim imunitas tubuh [15]. Akumulasi perubahan asam amino pada antigenic site secara 

terus menerus dapat menyebabkan virus influenza tersebut tidak dapat dikenali oleh sistim 

imunitas tubuh. Seleksi positif menyebabkan virus tersebut menjadi dominan dan 

menggantikan strain virus yang sebelumnya bersirkulasi di dunia [16]. Virus influenza A 

subtipe H3N2 terus mengalami antigenic drift [17] sehingga WHO melakukan update 

komposisi strain virus vaksin setiap tahun berdasarkan pemantauan strain virus yang 

bersirkulasi di dunia.   Walaupun terjadi beberapa perubahan asam amino pada antigenic 

site gen HA, virus-virus H3N2 dari jemaah haji asal Indonesia masih memiliki kemiripan 

dengan sekuens strain vaksin WHO pada pohon filogenetik (Gambar 1).  

Pemantauan resistensi antiviral pada virus influenza A menjadi penting karena telah 

ditemukan virus-virus H1N1 dan H3N2 yang resisten terhadap Adamantan [18]. Antiviral 

yang saat ini digunakan yaitu oseltamivir yang memiliki mekanisme menghambat fungsi 

Neuraminidase dalam proses pelepasan virus baru dari sel inang. Resistensi terhadap 

oseltamivir telah ditemukan pada virus H5N1 dan ditandai oleh beberapa mutasi pada gen 

NA [19]. Pada penelitian ini tidak ditemukan mutasi pada gen NA yang menjadi petanda 

resistensi terhadap oseltamivir, sehingga dapat memberikan data kepada klinisi dalam 

memberikan pengobatan pada infeksi virus influenza subtipe H3N2.  

Seluruh spesimen yang dapat dilakukan sekuensing CDS gen HA dan NA berasal 

dari pasien berusia di atas 50 tahun, yaitu usia yang cukup rentan untuk tertular penyakit 

termasuk influenza [20]. Berdasarkan analisis filogenetik, virus-virus yang berasal dari 

pulau Jawa dan Sumatera tidak berbeda secara genetik. Hal ini merupakan hal yang wajar 
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dikarenakan virus yang menyebar melalui droplet dan mudah menular.  

Tidak berhasilnya analisa evolusi menggunakan BEAST karena kekurangan sarana 

pendukung komputasi menyebabkan analisa untuk mengetahui ancestor dari virus-virus 

H3N2 tidak dapat dilakukan merupakan keterbatasan dalam penelitian ini. Selain itu, data 

riwayat vaksinasi dan data klinis pasien tidak tersedia juga merupakan salah satu 

keterbatasan di dalam analisis epidemiologi pada penelitian ini.  

F. Kesimpulan 

1. Pada penelitian ini diperoleh 8 sekuens CDS gen HA sepanjang 1701 bp dan 9 sekuens 

CDS gen NA sepanjang 1410 bp. 

2. Hasil analisis filogenetik pada CDS gen HA dan NA menunjukkan bahwa virus-virus 

influenza A/H3N2 yang berasal dari jemaah haji tersangka kasus MERS-CoV tercluster 

berdasarkan tahun pegambilan dan strain vaksin WHO. 

3. Analisis perbedaan asam amino pada CDS gen HA menunjukkan adanya perubahan 

asam amino pada antigenic site yang menandakan bahwa virus influenza A subtipe 

H3N2 terus mengalami mutasi. Analisis asam amino pada CDS gen NA yaitu pada 

petanda resistensi antiviral Neuraminidae Inhibitor pada gen NA tidak ditemukan 

sehingga virus-virus H3N2 diketahui masih sensitive terhadap antiviral neuraminidase 

inhibitor. 

4. Seluruh spesimen yang berhasil dilakukan sekuensing CDS gen HA dan NA berasal 

dari pasien tersangka MERS-CoV yang berumur lebih dari 50 tahun yang merupakan 

usia yang rentan tertular penyakit. Pasien tersangka MERS-CoV yang berhasil 

dilakukan sekuensing berasal dari pulau Jawa dan Sumatera. 
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Gambar 1. Pohon filogenetik CDS gen HA (1701bp) 
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 Gambar 2. Pohon filogenetik CDS gen NA (1419bp) 
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Lampiran 3. Alignment CDS gen NA. Posisi marker resistensi terhadap Neuraminidase 

inhibitor (oseltamivir dan zanamivir) ditandai dengan kotak merah (E119D, E119V, I222L, 

R224K, E276D, R292K, N294K, R371K). Virus influenza A subtipe H3N2 pada penelitian 

ini tidak ditemukan marker resistensi terhadap neuraminidase inhibitor. 
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