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Ringkasan Eksekutif

Molekuler Karakteristik Virus Influenza A/HIN1 Pandemi di
Indonesia

Hana A. Pawestri
Pusat Biomedis dan Teknologi Dasar Kesehatan, Balitbangkes, Kemkes RI
JI. Percetakan Negara no.23 jakarta 10560

Kejadian luar biasa Virus Influenza A/HIN1 pada tahun 2009 telah menjadi
pandemi bukan saja di Indonesia, tetapi juga di seluruh dunia. Meskipun
demikian, tidak ada data dan informasi mengenai virus influenza HIN1 pandemi
dari Indonesia yang berhasil dipublikasi. .

Penelitian ini bertujuan untuk mengkarakterisasi dan menganalisis (i) gen
Hemaglutinin (HA) dalam menentukan clade, receptor binding site, dan glycosilation
site, (ii) gen Neuraminidase (NA) dalam menentukan resistensi terhadap Oseltamivir
dan adaptasi replikasi di dalam sel inang yang berbeda, (iii) gen Matrik (M) dalam
menentukan resistensi terhadap Amantadin, (iv) gen Polymerase Basic 1 (PB1),
Polymerase Basic 2 gene (PB2), Polymerase Acid (PA), and Non Structural (NS) untuk
menentukan tingkat keganasan (virulensi) dan patogenitas, (V) gen Nucleoprotein (NP)
untuk menentukan aktifitas dan adaptasi polimerase. Data dan informasi yang
dihasilkan akan sangat bermanfaat sebagai masukan bagi kesehatan masyarakat
mengenai evolusi virus, pengembangan vaksin, resistensi obat, dan persiapan
pandemi

Metodologi penelitian yang digunakan yaitu berdesain deskriftif berbasis laboratorium
dengan menggunakan sampel dari semua isolat positif virus influenza A/HIN1pdm yang
disimpan di Pusat Biomedis dan Teknologi Dasar Kesehatan. Penelitian ini dilakukan di
Laboratorium Virologi, Pusat Biomedis dan Teknologi Dasar Kesehatan, Badan
Litbangkes, tahun 2011. Sedangkan metode pemeriksaannya yaitu berupa ekstraksi,
amplifikasi RNA, sekuensing DNA dan analisis data residu menggunakan peranti
lunak program Bioedit dan/atau DNA-Star. Sekuensing alignment Pairwise akan
dilakukan oleh program Bioedit dan/atau DNA Star untuk menentukan kesamaan
sekuens dengan gen influenza lainnya yang telah dipublikasi secara ilmiah atau
database Influenza dunia. Perbandingan filogenetika dari setiap gen akan dianalisa
dengan menggunakan analisis maximum parsimony dan neighbour joining dengan
program MEGA.

Hasil Penelitian yang didapat adalah sebagai berikut :

1. Karakterisasi molekuler gen HA
Hasil analisis residu terhadap gen HA menunjukkan bahwa situs pengikatan
reseptor virus flu babi berisi urutan asam amino QAG yang dapat mengikat
reseptor asam sialik (Sialic acid/SA) sistem pernapasan babi. Situs-ikatan
reseptor dari flu musiman manusia virus HIN1 juga mengandung amino asam
QEG yang mengikat khusus untuk SA-0-2,6Gal dari sistem pernafasan
manusia bagian atas. Akibatnya, musiman flu manusia HIN1 pandemi dapat
menginfeksi dan menyebabkan gejala pada manusia.
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2. Karakterisasi molekuler gen NA
Hasil analisis residu gen NA virus influenza pandemi A/HIN1 menunjukkan
bahwa virus tersebut masih sensitif terhadap antiviral oseltamivir yang
ditunjukkan melalui posisi asam amino H275.

3. Karakterisasi molekuler gen M
Hasil analisis urutan asam amino terhadap gen M menunjukkan bahwa virus
tersebut telah resisten terhadap antiviral amantadin yang ditunjukkan melalui
posisi asam amino no 31 (S31IN).

4, Karakterisasi molekuler gen NP
Aktivitas polimerasi untuk adaptasi terhadap inang ditunjukkan pada posisi
asam amino N319K, yang menunjukkan bahwa pada posisi tersebut belum
mengalami mutasi yang berakibat pada peningkatan adaptasi pada inang lain
yang berbeda.

5. Karakterisasi molekuler gen NS
Analisis residu PDZ domain untuk patogenitas dan spesifik inang pada gen
NS, menunjukkan bahwa virus pandemi A/HIN1 merupakan virus dengan
patogenitas yang rendah yang ditandai oleh stop codon pada posisi 220 dan C
terminus 227-230 (GTEI).

6. Karakterisasi molekuler gen PA
Patogenitas virus ditunjukkan pada asam amino gen PA pada posisi 515.
Hasil analisis urutan sekuens menunjukkan bahwa virus A/HIN1 pandemi
tidak mempunyai patogenitas yang tinggi.

7. Karakterisasi molekuler gen PB1
Virulensei dan patogenitas virus influenza pandemi A/HINI1 juga ditandai
pada posisi asam amino gen PA K207R (Lys207Arg) dan Y436H
(Tyr436His) yang menunjukkan bahwa virus tersebut mempunya patogenitas
yang rendah.

8. Karakterisasi molekuler gen PB2
Analisis asam amino menunjukkan bahwa gen PB2 dari virus pandemi HIN1
dapat menghasilkan protein PB1-F2 yang hanya terdiri dari 11 asam amino
karena adanya kodon stop awal pada posisi 12. Oleh karena itu, protein PB1-
F2 virus tersebut diperpendek sehingga tidak mampu menginduksi apoptosis.
Hasil ini menunjukkan bahwa virus pandemi flu HIN1 adalah virus dengan
patogenitas yang rendah

Kesimpulan dan hasil analisis yang didapatkan menunjukkan bahwa pandemi
manusia influenza A (HIN1) adalah virus yang berasal dari berbagai virus yang
sudah ada, yang menggabungkan materi genetik dari flu burung (HIN1) virus, flu
babi klasik (HIN1), flu manusia (H3N2), dan Eurasia flu babi Eurasia (HIN1).
Analisis urutan untuk receptor binding site dan cleavage site hemaglutinin (HA),
stalk neuraminidase (NA), non-struktural protein 1 (NS1), polimerase protein
dasar 2 (PB2), dan protein polimerase dasar 1 (PB1), menunjukkan bahwa (i)
virus pandemi influenza manusia A (HIN1) adalah virus patogen virulen yang
rendah, (ii) replikasi terbatas pada sel-sel saluran pernapasan bagian atas,
sehingga tidak menyebabkan infeksi sistemik, (iii) menyebar di kalangan hanya
manusia, (iv) replikasi dapat dihambat oleh oseltamivir, zanamivir, interferon
(IFN), dan tumor necrosis faktor a (TNF-a).
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Molekuler Karakteristik Virus Influenza A/HIN1 Pandemi di
Indonesia

Abstrak

Latar belakang

Selama tahun 2009, seperti halnya negara lain di dunia, Indonesia juga
melaporkan kasus HIN1 pandemi virus. Meskipun angka kematian kasusnya tidak
setinggi kasus H5NI, tidak ada informasi atau publikasi yang didapatkan dari
Indonesia. Di dalam penelitian ini, kami telah melakukan sekuensing dan
karakterisasi dari 63 isolat virus pandemi HIN1 Indonesia. Data ini akan
memberikan informasi yang berguna mengenai : pola evolusi, analisis virus,
database virulensi, pengembangan vaksin, studi resistensi antiviral, dan
kesiapsiagaan pandemi.

Metode

RT-PCR dan sekuensing metode Sanger terhadap RNA isolat HIN1 telah
dilakukan pada 63 isolat dari 63 pasien HIN1. Dilakukan analisis residu
mengenai evolusi virus, situs pelekatan reseptor, situs pemotongan, resistensi
terhadap oseltamivi, zanamivir, dan amantadin, virulensi dan patogenisitas,
aktivitas polimerase, serta adaptasi terhadap pertumbuhan dalam inang yang
berbeda.

Hasil

Isolat virus pandemi A/HINI sebanyak 63 diperoleh dari berbagai propinsi di
Indonesia selama pandemi pada tahun 2009. Semua isolat tersebut memiliki
beberapa motif asam amino pada protein HA yang berkaitan dengan virus
berpathogen rendah (low pathogenic influenza virus). Motif tersebut ditemukan
dan serupa dengan motif pada virus babi dan virus musiman HIN1 dari Indonesia.
Terdapat mutasi pada gen M yang berhubungan denga resistensi terhadap
amantadin (S31N). Mutasi tidak terjadi pada gen PA (T515A), yang menunjukkan
tingkat virulensi yang tinggi pada tikus. Hasil analisis terhadap gen NA dari
semua isolat Indonesia tidak ditemukan adanya mutasi delesi yang berhubungan
dengan berhubungan dengan adaptasi terhadap inangnya. Tidak ditemukan mutasi
terhadap antiviral oseltamivir dan zanamivir dalam protein NA. Semua gen NS
dari virus tersebut tidak memiliki motif ESEV pada PDZ domain, dan tidak ada
mutasi pada posisi asam amino no 92 (D92N). Selain itu, semua gen PB2
memiliki Glu (E) 627 dan Asp (D) 701 yang tidak berkaitan dengan tingkat
virulensi maupun patogenitas yang tinggi.

Kesimpulan

Telah dilakukan karakterisasi genetik secara komprehensif dari virus HIN1 yang
diisolasi selama pandemi tahun 2009. Temuan ini telah meningkatkan kepedulian
mengenai pentingnya karakterisasi genom untuk risiko kesehatan manusia dan
kebutuhan untuk meningkatkan upaya di dalam memantau evolusi virus influenza
di seluruh propinsi Indonesia.

Kata kunci : karakterisasi molekuler, virus pandemi HIN1
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Molecular Characterization of Influenza Virus A/HIN1 in
Indonesia

Abstract

Background

Within 2009, as the other country in the worlds, Indonesia reported the pandemic
A/HINI viruses cases. Even though, the case fatality rate was not high as H5N1
cases, no sufficient molecular information from Indonesia has yet been published.
We have generated full length sequences from 63 Indonesian HIN1 isolates.
These data provide information into public health, virus evolution pattern
analysis, virulence database, vaccine development, drug resistant studies, and
pandemic preparedness.

Methods

RT-PCR and Sanger Sequencing method of H5N1 RNA was conducted on 63
isolates from 63 HIN1 patients. Residue analysis that confer to clades, lineages,
receptor binding site, glycosilation site, resistance to oseltamivir and
adamantanes, virulence and pathogenicity, polymerase activity, and adaptation to
growth in different host are generated.

Results

These sixty three HIN1 influenza isolates were obtained from different provinces
of Indonesia during the pandemic in 2009. All the Indonesian isolates has the
multiple basic amino acids to satisfy the motif of a low pathogenic influenza
virus. Those motif were similar to those of the swine virus and other seasonal
HIN1 viruses from Indonesia. The presence of amantadine resistance in the M2
gene of Indonesia viruses isolated during this outbreak was suggested by a fixed
mutation in M2 (S31N). No mutation occurs in the PA gene (T515A), encoding a
protein involved in higher pathohenicity in mice. NA gene of all isolates doesn’t
have 20 amino acids deletion associated with adaptation to growth in chicken or
avian. There was no mutation associated with resistance to oseltamivir and
zanamivir in the NA protein. All the NS gene of the viruses doesn’t have ESEV
motif of PDZ binding domain and has Asp at position 92. In addition, all the PB2
gene has Glu (E) 627 and Asp (D) 701.

Conclusion

The comprehensive genetic characterization of Indonesian HIN1 isolated during
the pandemic of 2009. These findings upraise concern for the important of
genome characterization for the human health risk and the need for increased
efforts to monitor the evolution of influenza viruses across the Indonesia
provinces.

Key Words: Molecular characterization, HIN1pandemic viruses
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[. PENDAHULUAN

Infeksi virus influenza merupakan penyakit yang saat ini masih menjadi penyebab
masalah kesehatan yang utama dengan angka kematian yang cukup tinggi di dunia'.
Influenza A dan B bertanggung jawab sebagai penyebab epidemi saat musim dingin di
wilayah negara sub tropis dan sepanjang tahun di negara tropis khususnya pada musim
penghujan®. Tetapi, hanya virus influenza A yang bertanggung jawab untuk terjadinya
influenza musiman dan pandemi global®. Setiap tahunnya, diperkirakan epidemi influenza
menyebabkan 3-5 juta kasus influenza berat dan 250,000-500,000 kematian di seluruh
dunia'. Infeksi virus influenza pada kenyataanya juga berimbas pada sektor ekonomi.
Diperkirakan kerugian terjadi lebih dari $10-60 juta pertahun (tergantung dari besarnya
kejadian epidemi) di negara berkembang'.

Kejadian luar biasa dan epidemi terjadi karena adanya perubahan antigen dan
keragaman pada salah satu atau kedua glikoprotein dari virus influenza, yaitu Hemaglutinin
(HA) dan Neuraminidase (NA)". Perubahan tersebut bisa terjadi dikarenakan adanya mutasi
atau seleksi, seperti oleh tekanan imunitas (antigenic drift) >*. Antigenic drift terjadi
sebagai hasil dari keragaman mutasi, termasuk substitusi, delesi, dan insersi diantara gen
HA dan NA** Mutasi tersebut terjadi karena adanya kesalahan aktifitas proofreading
selama proses transkripsi dari genom influenza®. Mutasi yang mengubah situs antigenik
pada glikoprotein permukaan menghasilkan strain virus yang tidak dapat dikenali oleh
sistem imunitas sel inang™®. Oleh karena itu, komposisi dari vaksin influenza musiman
perlu diperbaharui secara berkala dengan koordinasi WHO Global Influenza programme
dalam rangka menghadapi perubahan virus influenza®,

Tipe variasi yang kedua yaitu antigenic shiftt, menghasilkan virus Influenza baru
dengan karakteristik tidak memiliki atau sedikit pertahanan terhadap imunitas yang telah
dipunyai sebelumnya dalam tubuh manusia, mengakibatkan epidemi dan pandemi dengan
skala besar secara global’. Antigenic shift diakibatkan oleh proses gen re-assortment oleh
dua atau lebih strain virus yang berbeda, seperti dari sumber hewan dan manusia yang
menginfeksi manusia. Re-assortment tersebut difasilitasi oleh sifat alami virus influenza
yang berpotensial menyebabkan pandemic™®, Pandemi virus influenza A/H2N2 (1957) dan
Hong Kong Influenza A/H3N2 (1968) pandemics disebabkan oleh reassortant yang
mengandung komponen segmen HA, PB1, dan NA atau HA dan PB1 virus dari burung di
dalam virus manusia. Kemudian, penularan langsung dari virus flu burung influenza
A/H5N1 virus dari peternakan ke manusia dilaporkan pertama kali dengan adanya kejadian
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luar biasa oleh virus flu burung H5N1 virus di Hong Kong pada tahun 1997’

Virus influenza yang mengalami triple re-assortment, mengandung gen HA,
nukleoprotein (NP), NA, matrik (M), dan protein nonstruktural (NS), yang berasal mula dari
virus influenza A babi. Gen polimerase PB2 (PB2) dan polymerase (PA) virus flu burung
yang berasal dari Amerika Utara dan gen polimerase PB1 (PBI) dari virus influenza A
manusia, telah berhasil diidentifikasi sebagai virus baru influenza A/HIN1%. Virus baru ini
dilaporkan menular dengan sangat baik antar manusia dan dibuktikan bahwa manusia tidak
mempunyai kekebalan terhadap virus tersebut. Kondisi ini telah menenuhi kriteria bahwa
virus baru tersebut berpotensial menjadi virus penyebab pandemi’. Kesimpulannya, sejak
tahun 2009, virus tersebut telah menyebar ke seluruh dunia termasuk Indonesia,
menyebabkan dikeluarkannya keputusan WHO akan terjadinya pandemi.

Meskipun demikian, tidak ada data dan informasi mengenai virus influenza HIN1
pandemi dari Indonesia yang berhasil dipublikasi. Dalam penelitian ini, kami mengusulkan
untuk mengkarakterisasi dan menganalisis secara molekuler semua gen dari isolat virus
Influenza A/HINI yang berasal dari Indonesia. Data dan informasi yang dihasilkan akan
sangat bermanfaat sebagai masukan bagi keschatan masyarakat mengenai evolusi virus,

pengembangan vaksin, resistensi obat, dan persiapan pandemi.

II. TUJUAN

1) Untuk mengkarakterisasi gen Hemaglutinin (HA) dalam menentukan clade,
receptor binding site, dan glycosilation site

2) Untuk mengkarakterisasi dan menganalisis gen Neuraminidase (NA) dalam
menentukan resistensi terhadap Oseltamivir dan adaptasi replikasi di dalam sel
inang yang berbeda.

3) Untuk mengkarakteristik dan menganalisis gen Matrik (M) dalam menentukan
resistensi terhadap Amantadin

4) Untuk mengkarakterisasi dan menganalisis gen Polymerase Basic 1 (PBI),
Polymerase Basic 2 gene (PB2), Polymerase Acid (PA), and Non Structural (NS)

untuk menentukan tingkat keganasan (virulensi) dan patogenitas.

S) Untuk mengkarakterisasi dan menganalisis gen Nucloprotein gene (NP) untuk
menentukan aktifitas dan adaptasi polymerase



III. MANFAAT

Sebagai data dasar untuk penelitian lanjutan dan bahan masukan kepada Program

dalam rangka penanggulangan pandemi influenza

IV. METODA

IV.1. Kerangka Pikir

Virus Influenza
(]

Pandemi

-

Mutasi (antigenik drift dan atau shift)

Genom Virus Influenza

HA

NA

NP

PA

NS

Residu Analisis/karakterisasi

IV.2. Tempat Penelitian dan Waktu Penelitian

Tempat penelitian : Laboratorium Virologi, Pusat Biomedis dan Teknologi Dasar

Kesehatan, Badan Litbangkes
Waktu penelitian : 2011

IV.3. Desain dan Jenis Penelitian
Studi deskriptif berbasis laboratorium.

IV.4. Populasi dan Sampel

Populasi: Semua spesimen KLB yang positif A/HINIpdm dengan PCR yang
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disimpan di Pusat Biomedis dan Teknologi Dasar Kesehatan, tahun 2009-2011.

Sampel: Semua specimen KLB yang positif A/HINIpdm dengan Kultur yang
disimpan di Pusat Biomedis dan Teknologi Dasar Kesehatan, tahun 2009-2011.

IV.5. Cara Pemilihan dan Estimasi Sampel

Sampel diambil dari penderita yang telah didiagnosa positif virus influenza A/HIN1
pada kejadian KL B tahun 2009 dengan metoda kultur virus.

IV.6. Kriteria Ekslusi dan Inklusi :

Kriteria Inklusi : Semua isolat positif virus Influenza A/HINlpdm yang
disimpan di Pusat Biomedis dan Teknologi dasar Kesehatan.
Kriteria Ekslusi : Semua isolat negatif virus influenza A/HINIpdm yang
disimpan di Pusat Biomedis dan Teknologi Dasar Kesehatan

IV.7. Bahan, cara kerja, dan analisis data

Desain primer

Sekuen nukleotida untuk gen HA, NA, M, NP, NS, PB1, PB2, dan PA dari virus
influenza A/HIN1 pandemi 2009 (N=3000) diperoleh dari Pusat Data Virus
Influenza (National Center for Biotechnology Information/NCBI, 2011).
Kemudian sekuen tersebut diurutkan (alignment) dengan menggunakan
perangkat lunak BioEdit versi 7.0.8.0 (Ibis Biosciences, USA)'’. Primer untuk
amplifikasi dan sekuensing dibuat dan didesain dengan menggunakan perangkat
lunak Primer3 (http:/frodo.wi.mit.edu/)'!.

Ekstraksi, amplifikasi RNA, dan sekuensing

RNA (ribonucleic acid) diektraksi dari 140 pl isolat influenza A/HIN1 dengan
menggunakan kit ektraksi QIAMP Viral RNA Mini Kit (Qiagen, USA)
berdasarkan prosedur pabrik yang bersangkutan. RNA yang diperoleh kemudian

diamplifikasi dengan menggunakan primer spesifik dengan proses RT-PCR
(Reverse Transkiptase) dengan reagen Superscript III Reverse Transcriptase
PCR with Platinum Taq (Invitrogen, Carlsbad, CA - USA).  Sekuensing
kemudian dilakukan dengan menggunakan reagen Big Dye Terminator v3.1
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
dengan alat Genetic Analyzer 16 kapiler 3130x! (Applied Biosystem, Foster City,
CA - USA).

e Sekuensing DNA, analisis data residu, dan pohon filogenetik
Hasil sekuensing akan dikompilasi dan diedit dengan menggunakan program
Bioedit, CodonCode, dan DNA Star untuk menentukan kesamaan sekuens
dengan gen influenza lainnya yang telah dipublikasi secara ilmiah atau database
Influenza A/HINI1 lainnya di dunia. Perbandingan filogenetika dari gen HA
akan dianalisa dengan menggunakan analisis neighbour joining (NJ) dengan
program MEGA 4 2,

Ve HASIL DAN PEMBAHASAN

Total 63 isolat influenza A/HIN1 berhasil diperoleh untuk digunakan di dalam
peneliﬁhn ini yang mereprcsentasikan sekuens nukleotida lengkap untuk gen HA, NA, M,
NP, NS, PB1, PB2, dan PA.

V.1. Karakterisasi molekuler gen HA

Situs pelekatan reseptor (receptor binding site) pada molekul HA merupakan hal
yang sangat penting bagi suatu virus untuk melekat secara spesifik pada reseptor Asam
Sialat (Sialic Acid) pada permukaan selnya. Situs pelekatan tersebut secara spesifik
menentukan kemampuan suatu virus dalam menginfeksi inangnya. Sebagai contoh, situs
pelekatan reseptor dari molekul HA pada virus flu burung HSN1 mempunyai motif asam
amino glutamin-serin-glisin (QSG) yang secara spesifik mengikat asam sialat yang
bethubungan dengan galaktosa (Gal) oleh «a-2.3 (asam sialat «-2.3) pada sistem
pernapasan unggas. Di sisi lain, virus flu burung H5N1 tidak berhasil menginfeksi manusia
dengan mudah karena sel reseptor manusia pada sistem pernapasan atas mengandung asam
sialat a-2.6, bukan asam sialat a-2.3. Tetapi sistem pernapasan manusia bagian bawah
mengandung asam sialat a-2.3, dengan demikian pada suatu kasus tertentu dimana jumlah
titer virus sangat tinggi dan kasus mempunya kontak yang sangat dekat dengan kasus
positif H5N1, virus flu burung H5N1 dapat menginfeksi saluran pernafasan bagian bawah

tersebut dan menyebabkan sakit bahkan kematiaan.'*'*



Situs pelekatan reseptor dari virus babi mempunyai motif asam amino glutamin-

alanin-glisin (QAG) yang dapat berikatan dengan reseptor asam sialat dari sistem
pernapasan babi. Sedangkan, situs pelekatan reseptor dari virus flu musiman HIN1
mempunyai motif asam amino glutamin-asam glutamat-glisin (QEG) yang secara spesifik
dapat mengikat pada asam a-2.6 Gal dari sistem pernapasan bagian manusia bagian atas.
Konsekuensinya, virus flu musiman HIN1 dapat menginfeksi dan menyebabkan kesakitan
pada manusia.

Untuk mempelajari spesifisitas situs pelekatan reseptor dari virus influenza
pandemi A/HINI pandemi, dilakukan analisis residu terhadap gen HA dari virus pandemi
A/HIN1 yang diisolasi dari pasien di Indonesia (Gambar 1). Dari gambar tersebut, dapat
diketahui bahwa semua isolat virus A/HIN1 Indonesia mempunyai situs pelekatan reseptor
dengan motif asam amino QEG. Situs pelekatan tersebut dapat mengikat reseptor asam

sialat a-2.6 Gal pada bagian sistem pernapasan manusia bagian atas.
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Gambar 1. Analisis residu gen HA. Situs pelekatan reseptor (Receptor Binding Site)
ditunjukkan pada posisi asam amino 227-229 (QEG).

Virus flu burung dapat diklasifikasikan menjadi dua tipe berdasarkan patogenitas
dan situs pemotongan (cleavage site) pada gen HA. Tipe pertama dari virus tersebut
6



disebut virus flu burung yang berpatogen rendah (low pathogenic avian influenza /LPAI).
Prekursor protein pada gen HAo dipotong oleh suatu enzim berupa protease yang
menyerupai tripsin yang diekspresikan di dalam sistem pernapasan. Kemudian, virus LPAI
ini akan menginfeksi sel yang terdapat di dalam sistem pernafasan tersebut. Sedangkan tipe
kedua dari virus flu burung tersebut yaitu virus flu burung yang berpatogen tinggi (high
pathogenic avian influenza/HPAI) yang mempunyai motif dasar asam amino RRRKK pada
situs pemotongan protein Hao yang dipotong oleh enzim furin (ubiquitos protease). Enzim
tersebut dapat ditemukan pada setiap sel manusia, sebagai konsekuensinya, virus HPAI
dapat menginfeks beberapa tipe sel dan menyebabkan infeksi sistemik yang virulen,
Analisis situs pemotongan gen HA pada virus pandemi A/HIN1 di Indonesia
menunjukkan bahwa tidak ada satupun virus tersebut yang mempunya motif dasar asam
amino RRRKK yang mengindikasikan virus HPAI (gambar 2). Hal ini menunjukkan
bahwa virus pandemi A/HIN1 merupakan virus yang mempunyai patogenitas rendah dan

hanya bisa menginfeksi sistem saluran pernafasan.
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Gambar 2. Analisis residu gen HA. Situs pemotongan (Cleavage site) ditunjukkan pada
posisi asam amino 327-339



Keterangan : a
B = virus flu pandemi HIN1 2009

Bl = virus flu babi klasik (classical swine)

40[ = A/GuangzhouSB/01/2009
ES A/ldaho/03/2009

. - = AJThailand/104/2008
- B A/Mexico Clty/001/2009
- B AJ/California/08/2009

= A/New York/39/2009

o = Alindonesia/NIHRDO644/2009(H1N1pdmO09)

= AJindonesia/NIHRD1940/2009(H1MN1pdm09)
2= A Indonesia NIHRDS5493 2009{H1N1pdmO09)
= Al/Indonesia/NIHRDO850/2008(H1N1pdmO9)

B A/Indonesia/NIHRDMTROO03/2011(H1N1pdmOa)

= A Indonesia NIHRDS5417 2009(H1N1pdm02)
= AJindonesia/MNIHRDO802/2009(H1N1pdmO9)
= A/Indonesia/NIHRDO0239/2009(H1MN1pdm09)
= A/indonesia/NIHRD1606/2009(H1N1pdmoOg)

5a3F @ A/indonesia/NIHRD1608/2009(H1N1pdmOog)

i = virus flu musiman HIN1

- & A Indanesia NIHRD4171 2008(H1MN1pdmO9)

= Adindonesia/NIHRDOE75/2009(H1N1pdm09)
Bl A/indonesia/NIHRD3334/2009(H1N1pdmOo2)

52
D = virus flu burung Amerika (American Avian) 8[;” A Indonesia NIHRD3334 2009(H1N1pdm09)

o

62

s

50

&0l

a

= virus flu burung babi Eurasia (Eurasian Swine) e

——— & A Indonesia NIHRD2590 2009(H1N pdm09)
= A Indonesia NIHRD2685 2009(H1N1pdm0g)
= A Indonasia NIHRD3172 2009(H1N1pdmog)

= A/Indonesia/NIHRDO385/2009(H1N1pdmO09)
2= A/indonesia/NIHRDOG48/2009(H1MN1pdmO0a)
= A Indonesia NIHRD3066 2003(H1N1pdm09)
= AJindonesia/NIHRDOB36/2008(H1N1pdmO9)
= AlJindonesia/NIHRD1618/2009(H1N1pdmo09)
= Alindonesis/NIHRDO377/2008(H1MN1pdmO09)
2= A Indonesia NIHRD3126 2009(H1N1pdm09)
= AJIndonesia/NIHRDOSB0/2003(H1N1pdmOg)
= A Indonesia NIHRD4 144 2009(H1N1pdm0g)
2= AJindonesia™NIHRDS874/2009(H1N1pdm0S)
E= A/Indonesia/NIHRDS875/20099H1 N1 pdm09)
= A Indonesia NIHRD2985 2008(H1N1pdmO09)
B A Indonesia NIHRD3320S 2009(H1MN1pdmO9)
= AJIndonesia/NIHRDOS54/2009(H1N1pdm0g)
= Alindonesia/NIHRDOS66/2009(H1N1pdm09)

5:*"{& A/indonesia/NIHRDO5S53/2008(H1N1pdmo0g)
&

= A/indonesia/NIHRDO426/2009(H1MN1pdm09)
= Afindonesia/NIHRD1931/2002(H 1N 1 pdmOs)
= Adindonesia/NIHRDO120/2009(H1N1pdmO3)
= AlMexico City/003/2009
= A/indonesia/NIHRDO195/2009(H1N1pdmO09)
== A indonesia NIHRD2674 2009(H1N1pdmO09)
= A Indonesia NIHRD3114 Z0029(H1N1pdmO2)

L = A/indonesia/NIHRD3509/2009(H1N1pdmo9)

= AJindonesia/NIHRDOZ70/2008(H1MN1pdm09)
= AlIndonesia/NIHRDO240/2002(H1N1pdm09g)

B A/swina/Guangdong/2/2001
E Alswine/Korea/CASOB/2005
a5 Bl A/Swine/North Carolina/88225/2001
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B A/swine/Okinawa/2/2005
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Gambar 3. Pohon filogeni gen HA. Analisis dilakukan oleh perangkat lunak MEGA 4

dengan metoda neighbour joining (NJ), Kimura-2
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V.2. Karakterisasi molekuler gen NA

Enzim neuraminidase akan memotong residu asam sialat agar virus yang baru dapat
melepakan diri dari sel membran inangnya. Pemotongan residu asam sialat menyebabkan
virus yang baru melepaskan diri dari inangnya dan menginfeksi sel lainnya. Analisis dari
sekuen gen NA dari virus flu burung HSN1 menunjukkan bahwa sekuens tersebut
kehilangan 20 asam amino (delesi) pada posisi 49-68 yang berada di posisi antara
membran virus dan kepala globularnya (stalk region). Delesi tersebut menyebabkan posisi
tersebut lebih pendek sehingga membuat virus lebih patogen dan virulen.'® Virus influenza
babi HINT1, virus influenza musiman HIN1, serta virus influenza pandemi HINI tidak
mempunyai delesi sebanyak 20 asam amino pada posisi stalk, schingga virus tersebut tidak

patogen dan virulen (gambar 4).
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Gambar 4. Analisis residu gen NA. Stalk region ditunjukkan pada posisi asam amino 49-68

Oseltamivir dan zanamivir 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.
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Gambar 5. Analisis residu gen NA. Resistensi antiviral Oseltamivir ditunjukkan pada
posisi asam amino 275 (H2875Y)

Resistensi Oseltamivir dan Zanamivir disebabkan oleh mutasi pada atau dekat situs
aktif dari neuraminidase virus. Metabolit aktif oseltamivir dan zanamivir akan mengikat
neuraminidase virus dan menghambat fungsinya. Mutasi utama dari gen NA subtype N1
yaitu H275Y (oseltamivir) dan Q136K (zanamivir) akan menghambat penataan ulang
molekul, sehingga mencegah pengikatan oseltamivir, mengakibatkan resistensi terhadap
oseltamivir. Mutasi tersebut memungkinkan adanya pengikatan substrat asam sialik alami ,
virus bermutasi schingga dapat bertahan dan menyebar dan menginfeksi sel lainnya'’.
Mutasi yang berkenaan dengan oseltamivir sering ditemukan pada virus influenza
musiman HIN1."® Walaupun ditemukan resistensi terhadap oseltamivir pada virus pandemi
HINI di Jepang, Hong Kong, dan Denmark'®, analisis residu untuk resistensi antiviral
pada gen NA menunjukkan bahwa semua virus pandemi HINI dari Indonesia masih
sensitif terhadap antiviral zanamivir dan oseltamivir (gambar 5 dan 6). Oleh karena itu,
terapi antiviral dengan zanamivir dan oseltamivir untuk pencegahan penyebaran virus

pandemi HIN1 dapat terus digunakan.
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Gambar 6. Analisis residu gen NA. Resistensi antiviral Zanamivir ditunjukkan pada posisi
asam amino 136 (Q136K)

V.3. Karakterisasi molekuler gen NS

Sebuah studi yang dilakukan pada protein NS1 telah dilaporkan bahwa asam amino
pada 4 posisi terakhir pada bagian C-Terminus (posisi no 227-330) dibentuk oleh motif
ESEV (asam glutamik-serin-asam glutamik-valin). Fungsi dari motif ESEV adalah sebagai
PDZ (postsynaptic density protein) untuk mengenali situs protein dan berperan serta
didalam signaling sel. Virus yang mempunyai motif ESEV mempunyai kecenderungan
berpatogen tinggi seperti flu Spanyol HIN1 dan flu burung H5N1.2% Analisis terhadap gen
NS1 flu pandemi HIN1 di Indonesia menunjukkan bahwa virus tersebut tidak mempunyai
motif ESEV tetapi mempunyai stop codon pada posisi 220 (gambar 7). Hal ini
menunjukkan bahwa virus pandemic HIN1 yang diisolasi dari Indonesia bukan merupakan
virus dengan patogen yang tinggi.

Protein NS1 diekspresikan di dalam sel yang terinfeksi oleh virus Influenzaa dan
terlibat di dalam proses penckanan oleh imunitas dari inangnya. Di dalam sel inang, IFN
(interferon) dan TNF-a (tumor necrosis factor-a) adalah molekul selular antiviral. Namun
demikian, virus influenza dapat menolak efek dari IFN dan TNF-a dengan mutasi pada
posisi asam amino 92 (D92E).2! Analisis terhadap gen NS1 pada virus pandemic HIN1

tidak mengandung mutasi dari protein asam aspartic (D) menjadi asam glutamik (E) pada
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posisi asam amino 92 (gambar 8). Hal ini mengindikasikan bahwa IFN dan TNF-o secara
alternatif dapat digunakan untuk menekan replikasi virus pandemi. HIN1.
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Gambar 7. Analisis residu gen NS. Situs PDZ (C terminal) ditunjukkan pada posisi asam
amino 227-230 (GTEI).
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Gambar 8. Analisis residu gen NS. Patogenitas ditunjukkan pada posisi asam amino 92
(D92E).
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V4. Karakterisasi molekuler gen M

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 pertama replikasi suatu partikel virus.
Jadi amantadin merupakan antiviral yang dapat menghambat replikasi virus. Tetapi, virus
dapat melepaskan diri dari efek antiviral tersebut bila terjadfi mutasi pada beberapa asam
amino gen M, yaitu pada posisi 26, 27, 30, dan 31.* Mutasi yang paling signifikan yang
mengindikasikan resistensi terhadap amantadin yaitu mutasi pada posisi asam amino 31
(S31N)!8,

Analisis bioinformatika dari protein M virus pandemic A/HINI1 Indonesia
menunjukkan bahwa virus tersebut mempunyai mutasi S31N (Serin-31-Asparagin)
(gambar 9). Konsekuensinya, antiviral amantadin tersebut tidak bisa lagi digunakan

sebagai obat terapi untuk virus influenza pandemic A/HINI.
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Gambar 9. Analisis residu gen M. Resistensi antiviral Amantadin ditunjukkan pada posisi
asam amino 27, 30, 31, dan 34 (V27A, A30TP, S31N, G34E).
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V.5. Karakterisasi molekuler gen PB2
Keberhasilan suatu virus untuk bisa bereplikasi diatur dan ditentukan oleh protein

PB2. Berdasarkan studi yang telah dilakukan sebelumnya, mutasi yang terjadi pada protein
PB2 yaitu E627K secara signifikan dapat meningkatkan keberhasilan suatu virus dalam
bereplikasi dan secara otomatis meningkatkan virulensinya®. Mutasi yang terdapat pada
protein PB2 tersebut, yaitu E627K dan D701N telah dilaporkan meningkatkan kemmapuan
bereplikasi dan menyebar dengan baik pada hewan mamalia®®. Hasil analisis asam amino
dari protein PB2 menunjukkan bahwa virus virus influenza pandemi A/HINI1 Indonesia
mempunyai motif E627 dan D701. Hal ini mengindikasikan bahwa virus tersebut
mempunyai tingkat replikasi dan penyebaran yang normal (tidak virulen) diantara inang

mamalia.
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Gambar 10. Anahs1s remdue gen PB2 Vlrulensx dltun_]ukkan pasa posm asam amino 62?
(E627K) dan 701 (D701N)

V.6. Karakterisasi molekuler gen NP

Keseluruhan genom virus influenza dienkapsilasi oleh gen NP, yang berfungsi
untuk mrngkondensasikan genom RNA yang bersegmen ke dalam nucleokapsidanya dan
bersama-sama dengan tiga enzim polimerase lainnya (PA, PB1, an PB2) membentuk
ribonukleoprotein (RNP) untuk proses transkripsi, replikasi, dan pembentukan virus baru.”
Gen NP juga mempunyai peranan penting di dalam meningkatkan aktifitas polimerase

untuk beradaptasi dengan sel inangya®®. Mutasi pada gen NP pada posisi asam amino
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N319K (Asp319Lis), akan berakibat pada meningkatnya adaptasi virus influenza pada
inangnya. Hasil analisis bioinformatika pada gen NP terhadap semua virus pandemi
A/HINI Indonesia memperlihatkan bahwa virus tersebut tidak mengalami mutasi pada

posisi asam amino 319 (gambar 11).

Gambar 11. Analisis residu gen NP. Aktifitas polimerase ditunjukkan pada posisi asam
amino 319 (N319K).

V.7. Karakterisasi molekuler gen PB1

Genom virus influenza yang terbesar setelah PB2 adalah gen PB1. Gen ini
memproduksi tige jenis protein yaitu PB1-F1, PB1-F2, dan N40. Gen PB1 ini bekerjasama
dengan dua gen lainnya yaitu gen PB2 dan PA berperan di dalam membentuk viral
polymerase. Viral polymerase ini bertanggung jawab terhadap proses transkripsi dan
replikasi.

Mutasi yang terjadi pada agen PB1 pada posisi asam amino K207R (Lis207Arg)
dan Y436H (Tir436His) menyebabkan virus tidak bisa bertransmisi dengan mudah dan
menyebabkan patogen pada inang yang berbeda®’. Hasil analisis pada virus pandemi
A/HINI Indonesia memperlihatkan bahwa semua virus tersebut belum mengalami mutasi

yang berhubungan dengan adaptasi dan patogenitas (gambar 12 dan 13).
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Gambar 12. Analisis residu gen PB1. Patogenitas ditunjukkan pada posisi asam amino 207

(K207R).
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Gambar 13. Analisis residu gen PB1. Patogenitas ditunjukkan pada posisi asam amino 436

(Y436H).
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V.8. Karakterisasi molekuler gen PA

Gen PA merupakan gen ketiga selain gen PB1 dan PB2 yang berfungsi untuk
membentuk viral polimerase. Ketika protein PA diekspresikan sendiri, gen tersebut
membawa induksi umum proteolisis yang akan mengurangi tingkat ekspresi protein PA itu
sendiri. Hal ini akan mengakibatkan kegagalan suatu sel mamalia untuk mengekpresikan
pretein PA. Protein PA juga berkorelasi terhadap kondensasi kromatin dan morfologi
nucleus *" %%, Mutasi yang terjadi pada potein PA pada posisi asam amino T515A
(Tre515Ala) akan mengurangi patogenitas dari virus tersebut. Semua virus pandemi
A/HINI Indonesia berdasarkan hasil analisis residu bioinformatika memperlihatkan tidak
adanya mutasi yang berkaitan dengan patogenitas pada gen PA posisi 515 (gambar 14).
Oleh karena itu, dapat dikatakan bahwa virus pandemi A/HIN1 merupakan virus yang

mempunyai patogenitas rendah.

Gambar 14. Analisis residu gen PA. Patogenitas ditunjukkan pada posisi asam amino 515
(T515A).
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VI. KESIMPULAN DAN SARAN
Merebaknya pandemi virus influenza A/HIN1 pada tahun 2009 telah membuat

perhatian publik yang cukup besar. Oleh karena itu, diadakan studi untuk melihat
bagaimana karakterisasi dari virus tersebut khususnya virus yang diisolasi dari Indonesia.
Tujuan dari penelitian ini adalah untuk meningkatkan pemahaman kita tentang virus
tersebut dengan menganalisis karakteristik serta sifat molekulemya. Hasil analisis ini
menunjukkan bahwa virus influenza pandemi A/HINI adalah virus yang berasal dari
berbagai virus yang sudah ada sebelumnya, yang menggabungkan materi genetik dari virus
flu burung (HIN1), virus flu babi klasik (HIN1), virus flu manusia (H3N2), dan virus flu
babi Eurasia (HIN1). Analisis urutan untuk situs pelekatan receptor (receptor binding site)
dan situs pemotongan (cleavage site) gen hemaglutinin (HA), stalk neuraminidase (NA),
non-struktural protein 1 (NS1), polimerase protein dasar 2 (PB2), dan protein polimerase
dasar 1 (PB1), menunjukkan bahwa (i) virus pandemi influenza A/HIN1 adalah virus
patogen dengan tingkat virulensi yang rendah, (ii) replikasi terbatas pada sel-sel saluran
pernapasan bagian atas, sehingga tidak menyebabkan infeksi sistemik, (iii) menyebar
hanya pada kalangan manusia, (iv) replikasi dapat dihambat oleh oseltamivir, zanamivir,
interferon (IFN), dan tumor necrosis faktor o. (TNF-o).

Untuk mencegah, mengendalikan, dan memonitor lebih lanjut mengenai
penyebaran serta sifat-sifat virus influenza pandemic A/HIN1, perlu dilakukan penelitian
secara rutin setiap tahun mengenai epidemiologi secara molekuler untuk melihat

karakteristik virus serta penyebaran maupun evolusinya.

VII. UCAPAN TERIMA KASIH

Penelitian ini dapat terlaksana dengan dana DIPA Pusat Biomedis dan Teknologi
dasar Kesehatan tahun 2011. Penulis selaku ketua pelaksana mengucapkan terima kasih
untuk kerjasama, bantuan, dan dukungan kepada semua tim yang terlibat di dalam

penelitian ini.
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