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Ringkasan Eksckutif 

Resistensi dan Suscptibiliti Antiviral Virus A/HSNl DAN A/H1Nlpclm 09 Tcrhadap 
Amantadin dan Oscltamivir Secara Fenotif 

Hana A. Pawestri 
P11sat Biomedis dan Teknologi Dasar Kesehatan, Balitbangkes, Kemkes RI 

JI. Percetakan Negara no.23.Jakarta 10560 

·an luar biasa Virus Influenza A/H l NI pada tahun 2009 dan A/HSN I pada tahun 2005-2012 
menjadi pandemi bukan saja di Indonesia, tetapi juga di seluruh dunia. Meskipun demikian, 
ada data dan informasi mengenai karakterisasi dan suseptibiliti virus influenza tersebut 

1C3\iap antiviral amantadine dan oseltamivir dari Indonesia yang berhasil dipublikasi . . 

� itian ini bertujuan untuk rnengkaraktcrisasi dan menganalisis (i) gen Neuraminiclase (NA) 
menentukan resistensi terhadap Oseltamivir. (ii) gen Matrik (M) dalam menentukan 

-::::suumsi terhadap Amantadin, serla suseptibiliti anliviral tersebut. Dala dan informasi yang 
......___-_.., n akan sangat berrnanfaat sebagai rnasukan bagi kesehatan masyarakat rnengenai evolusi 

rerapi, resisrensi obat, dan persiapan pandemi 

_ _.. ........ iulogi penel itian yang digunakan yaitu berdesain potong lintang berbasis laboratorium dengan 
akan sampel dari semua isolat positif virus influenza A/HIN 1 pdm dan AJH5N I yang 

di Pusat Biomedis clan Teknologi Dasar Kesehatan. Pcnclitian ini dilakukan di 
orium Virologi, Pusat Biomedis dan Teknologi Dasar Kesehalan, Badan Litbangkes. 

-gkan merodc pemeriksaannya yaitu berupa ekstraksi, amplifikasi RNA, sekuensing DNA, 
..._.__.._...-... data residu menggunakan peranti lunak program Bioedit dan/atau DNA-Star, se11a 

tibilit. Sekuensing alignment Pairwise akan dilakukan oleh program Bioedit dan/atau DNA 
.:ntuk. ri1enentukan kesamaan sekuens dengan gen influenza lainnya yang telah dipu�likasi 

ilmiah atau database Influenza dunia. 

Penelirian yang didapat adalah sebagai berikut : 
• rakterisasi molekuler gen NA 

Hasil analisis residu gen NA virus influenza pandemi A/Hl N I  mcnunjukkan bahwa virus 
�ebut masih sensitif terhadap antiviral oseltamivir yang ditunjukkan melalui posisi asam 

.z:nino H275. 
Karakterisasi molekuler gen M 
Hasil analisis urulan asam amino terhadap gen M menunjukkan bahwa virus tersebut Lelah 
rcsisten terhadap antiviral amantadin yang ditunjukkan melalui posisi asam amino no 31 
S31>1). 

��;pulan dari penelitian ini, rnerebaknya pandemi virus influenza A/H l NI pada tahun 2009 dan 
�I sejak tahun 2005 telah membuat perhatian publik yang cukup besar. Oleh karena itu, 

--'·��·� studi untuk melihat bagaimana karakterisai resistensi dari virus tersebut terhadap antiviral 
---�j\·ir dan amanradin khususnya pada virus yang diisolasi dari Indonesia. Hasil sludi tersebut 

�uk.kan bahwa antiviral amantadin. Untuk menccgah, mengendalikan, dan mernonitor lebih 
penggunaan antiviral oseltamivir dan arnatandin perlu dilakukan penelitian secara rutin 
l3hun mengenai suseptibiliti obat terscbut supaya optimal digunakan sebagai pencegahan clan 

�tan infeksi bcrat influenza A/HIN I pdm09 maupun A/HSN I .  

Vil 



Resistensi dan Su eptibiliti Antiviral Virus A/HSN I DAN A/HINlpdm 09 Terhadap 

Amantadin dan Oscltamivir Sccara Fcnotif 

Abstrak 

Latar belakang 
Selama tahun 2009, seperti halnya negara lain di dunia, Indonesia juga melaporkan kasus HIN I 
pandemi virns. Meskipun angka kematian kasusnya tidak setinggi kasus HSN I, tidak ada informasi 
a:rau publikasi yang didapatkan dari Indonesia. Di dalam penelitian ini, kami telah melakukan 
sekuensing dan karaktcrisasi resistensi amantadin dan oseltamivir secara fcnitifik dari 50 isolat 

rus panderni HIN I pdm 09 dan HSN I Indonesia. Data ini akan memberikan informasi yang 
,:,erguna mengenai studi resistensi antiviral, dan kesiapsiagaan pandcmi. 

letode 
T-PCR dan sekuensing metode Sanger, dan suseptibiliti terhadap isolat H l Nl clan HSN! telah 

dilakukan pada SO isolat dari SO pasicn HIN I clan HSN!. Dilakukan anal is is residu mengenai 
:!lniviral resistenesi resistensi terhadap oseltamivi, zanamivir, dan amantadin, serta suseptibiliti 
irus tersebut dengan metoda fluorescens dan hemaglutinasi inhibisi. 

Ha ii 
lsolat virus pandemi A/HIN I dan A/HSN I sebanyak SO diperolch dari berbagai propinsi di 
'ldonesia selama pandcmi pada tahun 200S-2012. Terdapat mulasi pada gen M yang bcrhubungan 
.iengan resistensi terhadap amantadin (S3 JN). Mutasi tidak terjadi pada gen PA (TS I SA), yang 
menunjukkan tingkat virulensi yang tinggi pada tikus. Hasil analisis terhadap gen NA dari semua 
liolat Indonesia tidak diternukan adanya muLasi delesi yang berhubungan dengan berhubungan 
.:engan adaptasi terhadap inangnya. Tidak ditemukan mutasi tcrhadap antiviral oseltamivir dan 
z:mamivir dalam protein NA. 

esimpulan 
:-elah di lakukan karaklcrisasi genetik dan susceptibility secara komprehensif dari virus HIN I yang 
.;iisolasi selama pandemi tahun 2009 dan HSN I tahun 200S-2012. Temuan ini tel ah meningkatkan 
epedulian mengenai pentingnya karakterisasi genom untuk risiko kesehatan manusia dan 
ebutuhan untuk meningkatkan upaya di dalam rnemantau evolusi dan pengobatan virus influenza 

seluruh propinsi Indonesia. 

Kata kunci: karakterisasi molckuler, virus panclemi HINl 
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tPENDAHULUAN 

I.nfeksi virus influenza merupakan penyebab morbiditas dan mortalitas yang signitikan 

'lada manusia di seluruh dunia, terutama pada kclompok manusia dengan risiko tinggi 

seperti kelompok usia lanjut, balita dan kelainan immunitas.1 Kelompok resiko tinggi 

tersebut mendapatkan terapi antiviral terhadap Virus Influenza untuk mcncegah te1jadinya 

omplikasi.1·2 Influenza Adan B bertanggung jawab sebagai penyebab epidemi saat musim 

ingin di vvilayah negara sub tropis dan sepanjang lahun di negara tropis khususnya pada 

'llusim penghujan2. Tetapi, hanya virus influenza A yang bertanggung jawab untuk 

lerjadinya influenza musiman dan pandemi global3. Ketidakpastian akan te1jadinya 

�idemi dan pandemi influenza scrta kemungkinan munculnya strain patogen virus yang 

�ru yang mcnycbabkan penyakit berat pada manusia-misalnya, HSN I di Hong Kong pada 

t:lhun 1997 dan pan demi H 1 NI pdm 2009 menjadikan penyakit influenza merupakan target 

_'3Jlg tepat untuk obat antivirus dan vaksinasi.3 

Program vaksinasi memainkan peran utama dalam pcncegahan influenza dan komplikasi 

ang terkait. Namun, karena terbatasnya penggunaan vaksin influenza, adanya mutasi 

tigenic drift, antigenic shift, serta terjadinya epidemi dan pandemi yang terkait, maka 

... ngat diperlukan adanya peran penting terapi antivirus dalam pengelolaan penyakit 

tluenza.4 

Saat ini terdapat dua kelas obat anti influenza yang tersedia: inhibitor dari ionchannel M2 

'!l.IS (adamantanes: amantadine, rimantadine) dan inhibitor neuraminidase virus 

oseltamivir, zanamivir, peramivir). Kedua kclas obal antiviral tersebut menunjukkan 

nya manfaat virologi dan klinis pada penyakit influenza musiman. Obat antiviral 

seltamivir juga tclah menunjukkan adanya manfaat dalam mencegah komplikasi saluran 

n:mapasan bawah dari infeksi intluenza.5 Namun, untuk kedua kelas obat tersebut,, 

gembangan rcsislensi anti virus telah terbukti terjadi selama - dan bahkan tanpa adanya 

=rapi dengan antivirus. 

� gobatan antiviral dcngan inhibitor neuraminidase seperti osellamivir merupakan tempi 

.;Jlg utama di dalam manajemen klinis infeksi HSN! pada manusia. Namun, dampak 
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ematian dcngan pengobatan antivirus oseltamivir masih tetap terjadi.3 Selanjutnya, basil 

.... ,·al surveilans kerentanan obat antivirus dari virus influenza yang beredar di Eropa telah 

engungkapkan bahwa proporsi yang signifikan ( 13%) dari virus HIN 1 pada manusia, 

-ada saat ini resisten terhadap oseltamivir.4 Hal tersebut dikarenakan bahwa kemanjuran 

inis sangat terbatas terhadap obat oseltamivir termasuk ketcrlambatan inisiasi pcngobatan 

mana virus saat itu sudah menginfeksi saluran pernapasan, dan proses immunopatologi 

elah berkembang menjadi sangat pesat. Penyebab yang kedua merupakan penyebab yang 

sangat potensial terhadap kegagalan terapi adalah adanya resisten virus tersebut terhadap 

Clbat antiviral.3 

Sa.Juran ion M2 adalah target dari adamantanes antivirus. Senyawa ini menyumbat saluran 

menccgah dari pompa proton ke dalam virion. Dengan adanya adamantanes, RNA 

rus tetap terikat pada MI dan tidak bisa masuk inti set inang. Oleh karena itu replikasi 

-rus dihambat.6 Resistensi adamantanc disebabkan oleh mutasi titik tunggal pada gen M2 

_:mg melapisi saluran M2. Karena mutasi titik tersebut tidak memiliki efek merugikan 

� seleksi virus, mutasi 1111 dapat terjadi di alam dan dapat menyebar tanpa adanya 

�an (terapi) obat antiviral. Bahkan, meskipun adamantanes yang jarang digunakan, . 
� ada pcningkatan resistensi pada populasi virus influenza manusia A (H3N2) di 

uruh dunia. 7• 8• 9. Meskipun dalam tingkat yangjauh lebih rendah, resistensi adamantane 

-::;a telah diamati pada virus influenza HIN I. 

=>istensi Oseltamivir disebabkan oleh mutasi pada •atau dekat situs aktif dari 

'::!Uraminidase virus. Metabolit aktif oseltamivir, oseltamivir karboksilat-, mengikat 

�minidase virus dan menghambat fungsinya. Namun, karena sifat dari molekul 

hamivir karboksilat-, penataan ulang molekul dari saku mcngikat dalam neuraminidase 

-.:erlukan untuk memfasilitasi pengikatan oseltamivir karboksilat-. Tiga dari rnutasi 

�nsi neuraminidase inhibitor yaitu R292K, N294S, H274Y dan E 1I9V mcnghambat 

taan ulang molekul, sehingga mencegah pengikatan oseltamivir, mengakibatkan 

J.Stensi tcrhadap oscltamivir. Mutasi resisten inhibitor neuraminidase terjadi bervariasi 

pada gen NI maupun N2. Ada empat mutasi besar dari gen N2 (El 19V, R292K, 

-4S, dan J-1274Y) dan satu mutasi besar terisolasi dari Nl gen (H275Y). Mutasi tersebut 

_ ungkinkan adanya pengikatan substrat asam alami sialic, virus bermutasi sehingga 

t bertahan dan menyebar 10. 
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Dalam percobaan in vitro pada hewan menunjukkan berkurangnya efisiensi replikasi dan 

�·irulensi virus tcrsebut. 10-14• Resistensi oseltamivir telah terdeteksi selama perawatan pada 

dua pasicn (29%) dari 7 pasien di Vietnam yang terinfeksi HSN 1.15 Perkembangan 

resistensi oseltamivir juga telah dilaporkan pada strain influenza musiman. Sebuah studi 

mhun 2004 di Jcpang menemukan bahwa 9 dari 50 anak dengan infeksi virus influenza A 

H3N2) yang telah diobati dengan oseltamivir (18 persen) memiliki virus dengan resistansi 

mutasi obat pada gen neuraminidase (R292K, N294S, atau El I 9V). 16 Pada tahun 2000-

::!00 I, peneliti Jepangjuga mcnemukan rcsistensi virus influenza A (HINl) dcngan mutasi 

H274Y pada 7 clari 43 anak yang diobati oseltamivir ( 16%) 17• Penelitian surveilans di 

Amerika selama musim 2007-2008 mcnemukan bahwa 57 dari 896 (6,3%) memiliki 

mutasi virus HIN 1 H274Y di gen NA pacla masing-masing isolat virus.18 Baru-baru ini, 

:esistensi oseltamivir pada virus pandemi HIN I tel ah diisolasi dari 3 orang di Denmark, 

;epang dan Hong Kong, dua di antaranya menerima profilaksis oseltamivir pada saat terapi 

pengobatan, sementara yang ketiga tidak pernah diobati dengan obat tersebut.19 

'alaupun munculnya virus yang resisten telah diamati selama pengobatan dengan 

oseltamivir , telah lama diasumsikan bahwa resistensi virus tidak ditransmisikan secara 

efisien dan tidak te1jadi secara alami. Faktanya, penelitian surveilans telah menunjukkan 

cngkat resistensi yang sangat rendah (<0,5%) pada isolat komunitas sampai saat ini.20 

amun, sejak akhir 2007 peningkatan resistensi oseltamivir H274Y yang dramatis terjadi 

.secara tiba-tiba pada neuraminidase virus telah dilaporkan dalam sirkulasi influenza A 

HI l) virus di seluruh dunia tanpa adanya peningkatan penggunaan oseltamivir.21 

.\nalisis baru-baru ini dilaporkan bahwa pada virus H 1 Nl musiman menunjukkan tingkat 

resistensi yang meningkat, mendekati I 00% di wilayah geografis te1ientu termasuk 

.\merika Serikat dan Eropa. Alasan untuk kemunculan resistensi oseltamivir yang tiba-tiba 

erjadi secara ala mi di virus H 1 NI masih tidak jelas. Pendapat ahli menyatakan bahwa 

";)erubahan H274 Y dapat mengkornpensasi perubahan lain dalam neuraminiclase virus 

HlNl baru-baru yang meningkatkan aktivitas ncuraminidase, sehingga memulihkan 

eseimbangan hemagglutinin dan neuraminidasc fungsi yang diperlukan untuk 

rkembang biak secara efisien.22 

-mgkatnya, terjadinya resistensi adamantane yang tinggi sccara alami pada virus H3N2, 

H5Nl dan virus HlNI, H5Nl clan resistensi oseltamivir pada virus HlNl maupun H5Nl 
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iDemberikan tantangan untuk terapi pengobatan antiviral, terutama di kelompok pasien 

':ttlsiko tinggi. Di samping itu, resi stens i terhadap kedua agen tersebut mungkin muncul 

c..mgan cepat selama pengobatan infeks i  dengan virus. Sehingga, ada beberapa 
permasalahan yang menjadi perhatian utama, yaitu : I. Prelevansi resistensi antivirus , 2. 

_asceptibi liti antiviral terscbut, dan 3. Potens i manfaat pengobalan antivirus gabungan 

cmruk menceg ah (atau sebaliknya) resistensi antivirus. Studi penelitian ini akan mencoba 
ruk rnemberikan pemahaman yang lebih baik mengenai isu-isu tersebut d iatas . 

II. TUJUAN DAN MANFAAT 

11.1 TUJUAN 

1. Untuk menentukan prevalensi resistensi secara fenotif terhadap amantadin dan 
oseltamivir pada virus A/HSN 1 tahun 2005-2012 dan A /H I N  I pdm09 

2. Untuk menentukan susept ib i liti virus NHSN l dan A/H lN I pdm09 terhadap 

antiviral arnantadin dan oseltamivir 
3. Memetakan dan memonitor pola resistensi antiviral influenza terhadap 

amantadine dan oseltamivir pada virus NHSN l tahun 2005-2012 dan 
All-I I N lpdm 2009. 

11.2 MANFAAT 

Sebaga i data penunjang untuk penelitian lanjutan serta bahan masukan kepada 

Klinisi dan Program dalam r angka penanggu langan terapi dan pan derni influenza. 
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III.  TINJAUAN PUSTAKA 

Virus influenza termasuk dalam keluarga Orthomyxoviridae dan diklasifikasikan 

dalam tiga jenis: A, B, dan C. Ketiga tipe virus tersebut mempunyai inang dan 

fatogenitas yang berbecla. l Tipe B dan C virus influenza terutama diisolasi dari 

rnanusia, meskipun beberapa virus influenza B telah diisolasi dari ikan paus dan 

virus influenza C telah diisolasi dari babi dan anjing 1• 2• 3• Influenza A virus 

menginfeksi berbagai he\van berdarah panas, tennasuk burung, babi, kuda, 

manusia, clan rnamalia lainnya. Virus flu burung pada burung air berfungsi 

sebagai reservoir alami untuk semua subtipe yang dikenal dari virus influenza A 

dan mungkin merupakan sumber utama manusia strain influenza, panderni· 3 4 

Virus Influenza berbentuk seperti aclalah bola dengan diameter 80-120 nm 1• 2•3•4. 

Genom virus influenza berbentuk untai tunggal yang tercliri clari 8 segmen yang 

dan mengkode 11 protein yang berbeda. 3 4. Sedangkan virus influenza C hanya 

berisi tujuh segmen RNA.3 

Gen nukleoprotein (NP) berasosiasi dengan virus RNA untuk rnernbentuk struktur 

ribonucleoprotein (RNP) sebesar 9 nm dalam struktur heliks.3 4 NP adalah protein 

yang kaya arginin dan memiliki muatan positif (pH 6,5), yang berperan penting 

dalam ikatan RNA-NP dan encapsidation 2. NP berisi situs antigen tipe tertentu 

yang memungkinkan untuk klasifikasi virus intlue11za. 3 

Tiga protein besar yaitu PB 1 ,  PB2, dan PA terikat pada RNP dan bertanggung 

jawab untuk proses transkripsi RNA dan proses penerjemahan protein. PB I berisi 

vvilayah karakteristik RNA-dependent- RNA- polimerase dan bertanggung jawab 

untuk mengikat situs terminal baik RNA virus (vRNA) dan komplementer RNA 

(cRNA) untuk inisiasi transkripsi dan replikasi. Protein ini dikaitkan dengan 

perubahan morfologi mitokondria dan induksi kematian sel. Sernentara itu, · PB2 

memiliki fungsi utama dalam inisiasi transkripsi dan bertanggung jawab untuk 

struktur ikatan pra-mRNA. Protein ketiga, PA membantu untuk mengontrol 

langkah elongasi mRNA yang mengikat protein. 2• 3• 4 

5 



Kedua glikoprotein, 1-Jemagglutinin (HA) dan Neuraminidase (NA), yang 

tennasuk protein permukaan rnemiliki struktur berbentuk batang dan muncul 

sepanjang I 0 nm pada permukaan virion. Kedua protein tersebut penting untuk 

menentukan variasi antigenik virus influenza. Influenza A virus diklasifikasikan 

ke dalam subtipe berdasarkan respon antibodi terhadap HA dan NA, yang 

merupakan dasar dari perbedaan H dan N. HA terdiri dari dua fragmen yang 

terpisah, HA I dan HA2 yang dihubungkan oleh ikatan disulfida. Fungsi penting 

dari HA adalah ikatan rcseptor dan aktivitas fusi, serta pembentulrnn budding dan 

partikel. HA juga merupakan penentu utarna untuk penetrasi antibodi. 

Glikoprotein kedua adalah Neuraminidase (NA). Fungsi utama dari NA adalah 

menghapus residu asam sialat dari epitel lendir pernapasan dan permukaan sel 

untuk memfasilitasi penetrasi virus pada tahap awal dan pelepasan virion baru 

yang terbentuk selama tahap akhir dari siklus replikasi. 

Matriks (M I )  protein, yang berlokasi di sekitar nukleokapsid, adalah protein 

penting dalam morfogenesis partikel dan merupakan komponen utama dari virion 

('Sekitar 40% dari protein virus) 3. MI memiliki peran sebagai penghubung antara 

glikoprotein dan kompleks RNPs, membentuk jembatan antara kompleks inti dan 

protein membran. Protein M yang kedua (M2) dikodekan oleh gen yang sama 

dengan protein MI (terdiri dari 97 asarn amino: yang ectodomain, lransmembran 

dan domain sitoplasma yang masing-masing mengandung 24, 19 dan 54 asam 

amino) . M2 bertindak sebagai saluran ion. Saluran ini adalah penting selama dua 

tahap infeksi virus: selama uncoating virus dan selama pengolahan protein (HA) 

hemagglutinin dalam jaringan trans-Golgi sel yang terinfeksi. 2· 3 

Dua protein, yaitu NS 1 dan NS2 (NS untuk non struktural) dihasilkan dari segmen 

RNA yang ke-8. Peran protein NS I yaitu menghambat transfer mRNA seluler dari 

inti dan 111empro111osikan sintesis mRNA influenza. NS 1 juga rnengatur splicing 

mRNA influenza dan perpindahannya dari nukleus ke sitosol. Virus Influenza 

yang tidak mempunyai protein NS I akan kurang sensitif terhadap interferon, 

sedangkan virus liar tipe tahan. NS2 dihasilkan dari mRNA disambung. 

Berinteraksi dengan M l  melekat influenza RNP dan rnemfasilitasi pengangkutan 
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RNP ke sitoplasma. 2' 3' 4 

Proses transkripsi dan replikasi Influenza virus RNA terjadi di dalam inti sel yang 

terinfeksi 2. Virus melekat pada asam sialat yang mengandung reseptor selular 

melalui HA pada permukaan virion dan kemudian masuk ke dalam sel oleh 

reseptor-mediated endositosis dalam endosomes4. Selanjutnya, fusi terjadi antara 

amplop virus dan membran sel, memicu uncoating pada pH rendah yang 

melepaskan RNPs virus ke dalam 3 sitosol. PH yang rendah menyebabkan 

pergeseran konformasi dalam struktur HA untuk membavva HA2 (fussion peptida) 

kontak dengan membrane4. Proses Uncoating tergantung oleh adanya saluran ion 

protein M2. 

Delapan segmen genorn virus influenza saling berhubungan dengan empat protein 

virus untuk membentuk kompleks ribonucleprotein virus (vRNPs). Protein utama 

adalah NP, yang melapisi RNA. Protein yang tersisa PA, PB I, PB2 berperan 

untuk mengikat RNA virus, menciptakan struktur menjulur. Struktur menjulur 

dibentuk dan dipertahankan antara delapan segmen clan berisi 1 2  nukleotida di 

ujting RNA virus influenza 3' dan 13 nukleotida pada ujung 5 '. 2•3,4,s 

Kornpleks RNP virus tersebut kemudian dipindahkan ke inti, di mana transkripsi 

dan translasi terjadi. The RdRp nukleokapsid-terkait, yang terdiri dari sebuah 

kompleks dari tiga P (PA, PB 1, PB2 dan) protein bertanggung jawab atas proses 

transkripsi dan replikasi yang dikatalisis tiga r�aksi yang berbeda. Pertama, 

vRNAs ditranskripsi menjadi RNA (mRNA). RdRp mengikat ke alkohol-cap 

struktur dan kemudian urutan nukleotida dibelah oleh aktivitas endonuklease 

(PB 1 dan PB2), membentuk molekul starter untuk sintesis mRNA virus. 

Selanjutnya, protein PA berperan dalam elongasi untuk mengikat NP dalam 

menghasilkan mRNA lengkap. Kedua, RdRp yang disintesis oleh cRNA setiap 

segmen akan digunakan sebagai template untuk menghasilkan vRNA lebih. 

Ketiga, RdRp yang disintesis oleh vRNA akan menggunakan hasil terjemahan 

RNS b . I ) 3 4 s c se aga1 temp ate. -· · · 

Kompleks ribonucleocapsid virus (RNP) menempel dengan NP pada inti akan 

berpindah ke permukaan sel yang berhubungan dengan MI dan NS2 protein. Pada 
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mcmbran sel mereka tertutup olch HA, NA, dan protein M2. The HA glikoprotein 
dan NA dirakit di retikulum endoplasma dan dihubungkan dengan RNP oleh 
protein M I .  Influenza parLikel virus yang dirilis setelah arnplop virus telah 
dipisahkan dari membran sel selama proses awal. Aktivitas enzimatik dari protein 
NA diperlukan untuk menghilangkan asam sialat dari glikoprotein seluler dan 
virus, sehingga partikel virus individu bisa dilepaskan. 2• 3• 4 

Virus influenza berdistribusi di seluruh dunia dan menyebabkan wabah yang 
sangat intensif per tahun 4. Influenza A dan B bertanggung jawab atas wabah 
pada musirn dingin di iklim yang hangat dan sepanjang tahun d i  sekitar (musim 
hujan terutama) di iklim tropis. Virus influenza menyebar dari manusia ke 
manus1a melalui tetesan udara saat batuk, bersin atau saat berbicara7. Periode 
inkubasi penyakit influenza adalah sekitar 2 hari dan berkisar dari 1 -5 hari, 
tergantung pada variasi 3 8. Gejala-gejala pada orang dewasa termasuk demam dan 
menggigil, sakit kepala, fotofobia, batuk, malaise, sakit otot, sakit tenggorokan 
dan 3· 8. Influenza A Virus sebagian besar bertanggung jawab atas wabah musiman 
dati pandemi global. Diperkirakan bahwa epidemi tahunan menyebabkan 3-5 juta 
kasus penyakit parah dan 250.000-500.000 kematian di seluruh dunia 4. 

Berdasarkan pada tahun 2003 penduduk AS, epidemi influenza tahunan 
menghasilkan rata-rata 6 1 0.660 jiwa Lahun hi lang, 3 , 1  juta hari dirawat di rumah 
sakit, dan 3 1 ,4 ju ta kunjungaIJ rawat jalan 9 
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IV. METODA 

IV 1 Keran.gka Pikir 

Terapi, epidemi, I Virus I nfluenza A/HSNl dan A/HlNlpdm I 
Pan demi 

l 
Mutasi berkaitan dengan obat antiviral 

Oseltamivir dan Amantadine 

I Genom Virus Influenza I ,� 

l GJ I M I 
y 

Resistensi dan Susceptibiliti 
. 

IV.2 Tempat Penelitian dan Waktu Penelitian 

Tempat penelilian : Laboratorium Yirologi, Pusat B i,omedis dan Teknologi Dasar 
Kesehatan, Sadan Litbangkes 
Waktu penelitian : 2012 

!VJ Desain Penelitian 

Studi potong Jintang 

IV 4. Populasi dan Sampel 

Populasi: 
Semua spes1men KLB yang positif Influenza A/HSN l dengan PCR yang 
disimpan di Pusat Biomedis dan Teknologi Dasar Kesehatan, tahun 2005-2012. 
Scmua spesimen KLB yang positif Influenza A/HIN l pdrn09 dengan PCR 
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yang disimpan di Pusat B iomedis dan Teknologi Dasar Kesehatan, tahun 2009 
Sampel: 

Semua specimen KLB yang positif Influenza A/HSN I dengan Kultur yang 
disimpan di Pusat Biomedis dan Teknologi Dasar Kesehatan, tahun 2005-2012.  
Semua specimen KLB yang positif Jntluenza A/H I N  I pdm09 dengan Kultur 
yang disimpan di Pusat Biomedis dan Teknologi Dasar Kesehatan, tahun 2009 

IV 5 Cara Pemilihan dan Estimasi Sampel 

Sampel diambil dari penderita yang telah did iagnosa positif virus influenza dari 
kejadian KLB A/HSN I tahun 200S-20 12 dan A/H l N I  pdm09 tahun 2009 dengan 
metoda kultur virus. 

V 6. Kriteria Ekslusi dan lnkiusi : 

• Kriteria lnklusi : 

Semua isolat positif virus Influenza A/HSN l dan A/H I N ! pdm09 yang 
disimpan di Pusat Biomedis dan Teknologi dasar Kesehatan. 
I so lat positif A/HSN 1 dan A/H I N  I pdm09 yang memenuhi standar untuk 
pemeriksaan resistensi dan susesptibiliti, yaitu volume isolat yang cukup 
(�2m ml/spesimen) dan titer virus yang cukup tinggi (kelipatan >S 1 8  
dengan tes Hemaglutinasi/HA) 

• Kriteria Ekslusi : 
. 

Semua isolat negatif virus influenza A/HSN ! dan A/H J N l pdm09 yang 
disimpan di Pusat Biomeclis dan Tcknologi Dasar Kesehatan 
I so lat positif A/HSN I dan A/H IN l pdm09 yang memenuhi standar untuk 
pemeriksaan resistensi dan suscsptibiliti, yaitu volume isolat yang cukup (< 
2m 1111/spesimen) dan titer virus yang cukup tinggi (kelipatan <5 18  dengan 
tes Hemaglutinasi/HA) 

IV 7. Bahan, cara kerja. dan analisis data 

• Ekstraksi, amplifikasi RNA, dan sekuensing 
RNA (ribonucleic acid) diektraksi dari 140 �LI isolat influenza A/H l N l  dengan 
rnenggunakan kit ektraksi QiAMP Viral RNA Mini Kit (Qiagen, USA) 
berdasarkan prosedur pabrik yang bersangkutan. RNA yang diperoleh 
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kemudian diamplifikasi dcngan menggunakan primer spesifik dengan proses 
RT-PCR (Reverse Transkiptase) dengan reagen Superscript Ill Reverse 

Transcriptase PCR with Platinum Taq ( J nvitrogen, Carlsbad, CA - USA). 
Sekuensing kemudian dilakukan dengan menggunakan reagen Big Dye 

Terminator v3. J cycle sequencing kit (Applied Biosystem, Foster City, CA -
USA). Produk hasil PCR sekuensing dibersihkan dengan menggunakan reagen 
Big Dye X Terminator Kit (Applied Biosystem, Foster City, CA -USA) dan 
disekuensing dcngan alat Genetic Analyzer 16 kapiler 3 1 30xl (Applied 
Biosystem, Foster City, CA - USA). 

• Sekuensing DNA, analisis data residu, dan pohon filogenetik untuk menentukan 
Hasil sekucnsing akan dikompilasi dan dicdit dengan menggunakan program 
Sequencher untuk menentukan kesamaan sekuens dengan gen influenza lainnya 
yang telah dipublikasi secara ilmiah atau database Influenza A/H I N I  lainnya di 
dunia. Perbandingan filogenetika dari gen HA akan dianal isa dengan 
mcnggunakan analisis neighbour joining (NJ) dengan program MEGA 4 12•  

• Susceptibiliti 
S.usceptibi l iti virus influenza untuk amantadine dan inhibitor neuraminidase 
akan ditentukan oleh uji fluorometri dengan menggunakan kit NA-Fluor™ 

Influenza Neuraminidase Assay Kit (Applied Biosystem, Foster City, CA -
USA). Uji fenotipik ini umumnya dianggap standar uji laboratorium resistensi 
obat antivirus dan ditentukan oleh mutasi spesifik dalam genom virus (genotipe), 

. 
yang rnengarah ke perubahan dalam protein target virus. Konsentrasi 
penghambatan 50% (JC50) nilai, yang merupakan konsentrasi obat yang 
dibutuhkan untuk mengharnbat aktivitas enzim sebesar 50%, ditentukan oleh 
pengujian aktivitas NA virus di hadapan serial setengah-log pengenceran dari 
masing-masing inhibitor7• 

• Analisis Data 
Analisis data resistensi dan susceptibiliti akan dilakukan dengan menggunakan 
software Robosage dan atau G raphpad. 
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V. HASIL DAN PEMBAHASAN 

Total rnasing-masing 2S isolat influenza A/H l N l pdm tahun 2009-20 1 1 dan 2S 
isolat A/HSNl tahun 200S-20 1 2  yang berhasil dianalisis untuk merepresentasikan 
resistensi antiviral amatandine dan oseltamivir pada gen NA dan M. 

V.l Antiviral resistansi terhadap oseltamivir 

Oseltamivir merupakan antiviral yang dapat menghambat penyebaran infeksi virus 
influenza. Kedua obat tersebut berperan sebagai substrat analog yang secara spesifik 
mengikat pada situs aktif gen NA dan menghambat virus untuk melepaskan diri dari 
inangnya. Resistensi Oseltamivir disebabkan oleh mutasi pada atau dekat situs aktif dari 
neuraminidase virus. Metabolit aktif oseltamivir akan mengikat neuraminidase virus dan 
menghambat fungsinya. Mutasi utama dari gen NA subtype N l  yaitu H275Y (oseltamivir) 
akan rnengharnbat penataan ulang molekul, sehingga mencegah pengikatan oseltamivir, 
mengakibatkan resistensi terhadap oseltamivir. Mutasi tersebut memungkinkan adanya 
pengikatan substrat asam sialik alami, virus bermutasi sehingga dapat bertahan dan 
rnenyebar dan menginfeksi sel lainnya1 7. Mutasi yang berkenaan dengan oseltamivir sering 
ditemukan pada virus influenza musiman H I N  1 . 1 8  Walaupun ditemukan resistensi terhadap 
oseltamivir pada virus pandemi H 1 N 1  di Jepang, Hong Kong, dan Denmark 19, analisis 
residu untuk resistensi antiviral pada gen NA menunjukkan bahwa semua virus pandemi 
H l N lpdm09 dan A/HSN 1 dari Indonesia masih sensitif terhadap antiviral oseltamivir 
(gambar 1 dan 2). Oleh karena itu, tempi antiviral dengan oseltamivir untuk pencegahan 
penyebaran virus pandemi H l  N l  dan flu burung A/HSN 1 dapat terns dipergunakan. 
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Gambar l .  Analisis residu gen NA A/H 1 N l  pdrn09. Resistensi antiviral Oseltamivir ditunjukkai 
pada posisi asam amino 275 (H2875Y) 
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Gambar 2. Analisis residu gen NA A/HSN I. Resistensi antiv iral Oseltamivir ditunjukkan 
pada posisi asam amino 275 (H2875Y) 

Antiviral rcsistensi terhadap amantadin 

Amantadin adalah antiviral yang didesain untuk menghambat fungsi dari protein 
M2 yang berfungsi untuk memompa ion proton ke dalam partikel virus. Sejumlah ion 
proton di dalam sel akan menciptakan lingkungan asam yang akan menyebabkan pelepasan 
partikel virus. Proses ini sangat esensial pada tahap pertam'J. replikasi suatu partikel virus . 
.Jadi amantadin merupakan antiviral yang dapat menghambat replikasi virus. Tetapi, virus 
dapat melepaskan diri dari efek antiviral tersebut bila te1:jadfi mutasi pada beberapa asam 
amino gen M, yaitu pada posisi 26, 27, 30, dan 3 1 .22 Mutasi yang paling signifikan yang 
mengindikasikan resistensi terhadap amantadin yaitu mutasi pada posisi asam amino 3 1  
(S3 I N)1 8• 

Anal is i s  bioinformatika dari protein M v1rns pandemic A/H l N l Indonesia 
menunjukkan bahwa virus tersebut mempunya1 mutasi S3 l N (Serin-3 1 -Asparagin) 
(gambar 3). Konsekuensinya, antiviral amantadin tersebut tidak bisa lagi digunakan 
sebagai obat terapi untuk virus influenza pandemic A/H I N  l .  

Semua virus indonesia NHSN 1 yang digunakan dalam penelitian ini  menunjukkan 
mutasi M2 V2 7 A menunjukk.an per! awanan mereka tcrhadap amantadine (gambar 4 ). 
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3. Analisis resicl u gen M .  Resistensi antiviral Arnantadin clitunjukkan pada posisi asam 
27, 30,, 3 1 ,  dan 34 (V27A, A30TP, S3 1 N, G34E). 
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� 4. Analisis residu gen M A/HSN I .  Resistensi antiviral Amantadin ditunjukkan pada posisi 
amino 27, 30, 3 1 ,  dan 34 (V27 A, A30TP, S3 IN, G34E). 

14 



VI. KESIMPULAN DAN SARAN 

Merebaknya pandemi virus influenza A/H l N l  pada tahun 2009 dan A/HSNI sejak 
tahun 2005 telah membuat perhatian publik yang cukup besar. Oleh karena itu, diadakan 
studi untuk melihat bagaimana karakterisai resistensi dari virus tersebut terhadap antiviral 
oscltamivir dan amantadin khususnya pada virus yang diisolasi dari Indonesia. Hasil studi 
tersebut rnenunjukkan bahwa antiviral amantadine 

Untuk mencegah, mengendalikan, dan memonitor lebih lanjut penggunaan antiviral 
oseltamivir dan amatandin perlu dilakukan penelitian secara rutin setiap tahun mengenai 

suseptibiliti obat tersebut supaya optimal digunakan sebagai pencegahan dan pengobatan 
infeks i berat influenza A/HIN 1 pdm09 maupun A/HSN 1 .  

VII. UCAPAN TERIMA KASIH 

Penelitian ini dapat terlaksana dengan dana DIPA Pusal Biomedis dan Teknologi 
dasar Kesehatan tahun 2012 .  Penulis selaku ketua pelaksana mengucapkan terirna kasih 
untuk kerjasama, bantuan, dan dukungan kepada semua tim yang terlibat di dalam 

penelitian ini. 
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VIIL LAMPIRAN 

Larnpiran 1 .  Surat pembebasan etik penelitian 
!'!I' 

KEl\ilENTERIAN KESEHATAN 
RADA.t'\J PENELITIAN DAN PENGENTBANGAN KESEHA TAN 

.lal:in Pe1·cei.�kan Negani. No. 2\J fakarLa 10560 Kotak Pos 1226 
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PERSETUJUAN ETIK (ETHICAL APPROVAL ) 
Nomor : KE.01 .6' /EC/ 4<JO /2012 

· yafi"g. bertanda ·1angan di bawati ini; Ketua Komisi Elik Penelitian l\esehatan Sadan Litbang · 

Kesehatan, setelah dilaksanakan pembahasan dan penilaian, dengan ini memutuskan 
protokol penelitian yang berjudul : 

"Resistensi dan Susep tibiliti Antiviral Virus Influenza AIH5N1 dan 

A/H1N1pdm 09 terhadap Amantadin dan Oseltamivir secara 

Fenotif" 

yang mengikutsertakan manusia sebagai Sl1byek penelitian, dengan Ketua Pelaksana I 
Peneliti Utama 

Hana Apsari Pawestri, M.Sc. 
dapat disetujui pelaksanaannya. Persetujuan ini berlaku sejak tanggal ditetapkan sampai 
dengan batas waktu pelaksanaan penelitian seper!i tertera dalam protokol 

Pada akhir penelitian, laporan pelaksanaan penelitian harus diserahkan kepada KEPK
BPPK. Jika ada perubahan protokol dan I atau perpanjangan penelitian, harus mengajukan 
kembali permohonan kajian etik penelitian (amandemen protokol). 
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