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Abstrak

Virus influenza diklasifikasikan menjadi subtipe berdasarkan dua antigen permukaan yaitu hemagglutinin (HA) dan
neuraminidase (NA). Perubahan antigenik dari virus influenza dapat menyebabkan resistensi obat antivirus yang
jenisnya sangat terbatas. Resistensi terhadap obat yang dipakai saat ini adalah akibat adanya antigenic drift oleh
mutasi titik (point mutation) pada satu asam amino pada posisi 275 (H275Y). Tujuan dari penelitian ini untuk
mengidentifikasi adanya virus influenza A (HINIpdm09) yang resisten terhadap oseltamivir dari kasus infeksi
saluran pernafasan akut (ISPA) berat di Indonesia tahun 2014 dengan menggunakan metode uji deteksi cepat. Deteksi
resistensi oseltamivir yang terdapat pada gen NA dilakukan dengan mengidentifikasi adanya single nucleotide
polimorphism (SNP) pada posisi 275 (H275Y) menggunakan realtime RT-PCR dari spesimen klinis kasus ISPA.
Sebanyak 870 spesimen dari 6 sentinel rumah sakit (RS) berhasil dikumpulkan dan 15 diantaranya positif
HIN1pdm09. Dari ke 15 spesimen klinis tersebut tidak didapatkan adanya strain virus yang mengalami mutasi H275Y.
Berdasarkan hal tersebut dapat disimpulkan bahwa sepanjang tahun 2014 tidak ada virus influenza A (HIN1pdm09)
yang resistensi terhadap oseltamivir dari spesimen kasus ISPA berat di 6 sentinel RS di Indonesia.
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Abstract

Influenza viruses are classified into subtypes based on two surface antigens known as hemagglutinin (HA) and
neuraminidase (NA). Antigenic changes of influenza virus can cause resistance to antiviral drugs which is already
limited in variation. Resistance to the drugs used recently are due to antigenic drift by point mutation in a single
amino acid at position 275 (H275Y). The purpose of this research is to identify the presence of influenza virus A
(HINIpdm09) that were resistant to oseltamivir from cases of severe acute respiratory infection (SARI)in Indonesia
in 2014 by using a rapid detection test. Detection of oseltamivir resistance in NA gene is to identify the single
nucleotide polimorphism (SNP) at position 275 (H275Y) using the real-time RT-PCR method from clinical specimens
SARI case. A total of 870 specimens from six sentinel hospitals were collected and 15 of them positive HINIpdm09. Of
the 15 clinical specimens, HINI1pdm09 virus strains that have mutations H275Y were not found. Based on this finding,
it can be concluded that during the year 2014, there is no influenza virus A (HIN1pdm09) resistant to oseltamivir from
SARI cases specimen in six sentinel hospitals in Indonesia.
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PENDAHULUAN

Virus influenza A (HIN1pdm09) masih
menyebabkan morbiditas dan mortalitas di
seluruh dunia. Banyak kasus sudah terdeteksi
terinfeksi virus ini.' Pada beberapa kasus
yang  terinfeksi  virus  Influenza A
(HIN1pdmO09) menunjukkan gejala infeksi
yang berat, terutama pada kelompok risiko
tinggi seperti wanita hamil, anak-anak dan
kasus dengan obesitas.”** Beberapa negara
telah memberlakukan pengobatan dengan
pemberian oseltamivir pada kasus-kasus yang
terinfeksi influenza A (HIN1pdm09) dengan
berdasarkan cara kerja oseltamivir sebagai
penghambat neuraminidase (NA).?

Virus Influenza mempunyai delapan
segmen untai tunggal. Dua protein antigenik
terletak pada permukaan virus yaitu
Hemagglutinin (HA) dan Neuraminidase
(NA). Kedua protein ini menunjukkan
variabilitas antigenik dan penentu utama
patogenisitas.® Sampai saat ini telah
ditemukan delapan belas subtipe HA
(H1-H18), dan sebelas subtipe NA (N1-N11).
Ada dua jenis mekanisme kerja lini pertama
obat antivirus influenza yang digunakan
yaitu: penghambat neuraminidase (NA)
seperti oseltamivir dan zanamivir) dan protein
matriks 2 (M2) ion channel blockers misalnya
amantadine dan rimantadine.® Terbatasnya
jenis obat antivirus menyebabkan perlunya
monitoring adanya virus influenza yang
resisten terhadap antivirus yang ada.

Dengan makin banyaknya penggunaan
oseltamivir ~ sebagai  antivirus  untuk
pengobatan terhadap virus influenza, maka
kemungkinan adanya strain virus infleunza A
(HIN1pdm09) yang resisten terhadap
oseltamivir semakin menjadi perhatian bagi
tenaga kesehatan di seluruh dunia.”"
Sebagian besar strain virus influenza A
(HIN1pdm09) yang resisten terhadap
oseltamivir mengalami perubahan pada asam
amino pada posisi 275 dimana protein
histidine (H) berubah menjadi tyrosine (Y)
dari gen NA. Perubahan ini memberikan arti
yang sangat penting yaitu adanya penurunan
kepekaan virus influenza A (HIN1pdm09)
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terhadap oseltamivir.''

Beberapa negara telah melaporkan adanya
mutasi H275Y pada gen NA dari virus
influenza A (HIN1pdm09) yang
menyebabkan  virus  resisten  terhadap
oseltamivir seperti negara-negara di Eropa,
Brazil, Australia dan Thailand."™" Sejak
teridentifikasinya  virus  influenza A
(HIN1pdm09) pada tahun 2009, virus ini
terus bersirkulasi sampai saat ini berdasarkan
data surveilans influenza di Indonesia.
Penggunaan oseltamivir secara luas di
Indonesia masih sangat terbatas. Walaupun
demikian pemantauan adanya strain virus
influenza A (HIN1pdm09) yang resisten
terhadap oseltamivir tetap diperlukan.

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk
melakukan identifikasi adanya virus influenza
A (HINIpdm09) yang resisten terhadap
oseltamivir dari kasus-kasus infeksi saluran
pernafasan akut (ISPA) berat di Indonesia
tahun 2014 dengan menggunakan metode uji
deteksi cepat.

METODE

Desain penelitian ini adalah potong
lintang. Spesimen dikumpulkan sepanjang
tahun 2014 melalui surveilans ISPA berat
Indonesia di enam rumah sakit sentinel di 6
provinsi. Keenam rumah sakit tersebut adalah
RS. Kanudjoso Djati Balikpapan, Kalimantan
Timur; RSUD. Wonosari Daerah Istimewa
Yogyakarta; RS. dr. M. Haulussy Ambon,
Maluku; RSUD. Deli Serdang Medan,
Sumatera Utara; RSUD Bitung, Sulawesi
Utara; RSUP. Nusa Tenggara Barat (NTB),
Nusa Tenggara Barat (Gambar 1). Spesimen
berupa usapan tenggorok dan hidung yang
dimasukkan ke dalam media transport virus
(Hanks Solution) dan dikumpulkan dari kasus
dengan ISPA berat sesuai kriteria inklusi dari
WHO yaitu demam >38°C dan batuk dengan
onset demam tidak lebih dari 10 hari serta
dirawat di rumah sakit. Adapun kriteria
eksklusi adalah bila kasus tidak dapat diambil
spesimennya karena menggunakan
ventilator."
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Gambar 1. Peta lokasi RS sentinel surveilans ISPA berat dan alur pengiriman spesimen

Spesimen yang telah dikumpulkan dari
tiap sentinel dikirimkan setiap minggu ke
laboratorium virologi Pusat Biomedis dan
Teknologi Dasar Kesehatan untuk diperiksa
tipe dan subtipe virus Influenza dengan
metode one-step realtime RT-PCR.” RNA
virus diekstraksi dari spesimen klinis
menggunakan MiniAmp Viral Isolation Kit
(Qiagen, Germany) sesuai dengan instruksi
pabrik. Prosedur ekstraksi RNA didasarkan
pada metode spin kolom menggunakan
sentrifus 8000 rpm selama 1 menit dan 14000
rpm selama 1 menit. Volume elusi akhir
mengandung 60ul RNA  virus dari
masing-masing spesimen klinis.  Untuk
spesimen positif influenza A (HIN1pdm09)
dilanjutkan pemeriksaan untuk mendeteksi
resistensi oseltamivir dengan menggunakan
analisis single nucleotide polymorphism
(SNP) dengan metode real-time RT PCR
untuk mengetahui adanya penanda mutasi
resistensi oseltamivir pada posisi asam amino
H275Y.

Real-time RT-PCR assay dilakukan
dengan menggunakan  Superscript Il
Platinum one step quantitative RT-PCR Kit
(Invitrogen, USA). Lima mikroliter RNA
ditambahkan dengan 10ul 2X reaksi mix,
0,4ul dari 10 pmol primer forward & reverse,
0,2ul dari 10 pmol masing-masing probe wild
type & mutan, 0,4ul dari SSIIT Platinum Tagq,
3ul ROX, dan 0.4ul dari nuclease free water.
Uji ini dilakukan pada mesin real-time

Thermal Cycler 7500 fast (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). Primer
dan probe yang digunakan dalam pengujian
ini dirancang oleh National Institute of
Health, Thailand sebagai institusi rujukan
penelitian Influenza (Regional Influenza
Reference  Laboratory/RIRL) di  Asia
Tenggara (data tidak dipublikasikan).
Penelitian  ini  telah  mendapatkan
persetujuan etik dari Komisi Etik Badan
Penelitian dan Pengembangan Kesehatan
dengan No. LB.02.01/5.2/KE.198/2014

HASIL DAN PEMBAHASAN

Sejak 1 Januari sampai 31 Desember
2014, sebanyak 870 spesimen yang dapat
diambil dari 944 kasus ISPA berat di 6 RS
sentinel. Seluruh kasus menyatakan belum
pernah minum antivirus (oseltamivir) dan
selama dalam perawatan tidak pernah
mendapat oseltamivir. Dari 870 spesimen di
periksa dan diperoleh sebanyak 100 spesimen
positif influenza, dan hanya 15 spesimen
positif influenza yang merupakan influenza A
(HIN1pdm09). Karakteristik responden dari
15 kasus dengan influenza A (HIN1pdm09)
positif dapat dilihat pada tabel 1. Proporsi
tertinggi kasus ISPA berat yang dirawat dan
terinfeksi virus influenza adalah anak berusia
1-4 tahun. Adapun proporsi laki-laki dan
wanita yang terinfeksi virus influenza tidak
berbeda.
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Tabel 1. Karakteristik Kasus ISPA berat

Positif Influenza (N=100)

Positif A (HIN1)pdm09 (N=15)

n (%) n (%)
JenisKelamin
Laki-laki 60 (60) 8 (53)
Perempuan 40 (40) 7 (47)
KelompokUmur
<1 tahun 13 (13) 2(13)
1 — 4 tahun 38 (38) 7 (47)
5 — 14 tahun 22 (22) 1(7)
15 — 49 tahun 11 (11) 2 (13)
50 — 64 tahun 9(9) -
>65 tahun 7(7) 3 (20)
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Gambar 2. Plot diskriminasi alel resistensi oseltamivir dengan real time RT-PCR

Dari gambar 2 dijelaskan bahwa kontrol
dan sampel RNA alel H275-wild type akan
sejajar dengan axis-X (warna merah),
sedangkan kontrol 275Y-mutant akan sejajar
dan berkumpul sepanjang garis axis-Y (warna
biru). Kontrol negatif ditunjukkan dengan
tanda kotak kecil (warna hitam) di bagian
pojok kiri bawah axis X dan Y. Seluruh
spesimen positif influenza A (HIN1pdm09),
dilanjutkan pemeriksaannya untuk
mengetahui  adanya resistensi terhadap
oseltamivir. Tidak ada satu pun dari 15
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spesimen tersebut yang resisten terhadap
oseltamivir. Hal ini terlihat dari hasil realtime
RT-PCR yang menggunakan kontrol wild type
virus (virus tanpa ada mutasi pada
neuraminidase H275) dan mutan virus (virus
yang mempunyai gen mutan Y275), dimana
seluruh spesimen yang diperiksa
mengelompok pada area wild type virus
(Gambar 2). Pemeriksaan realtime RT-PCR
dapat mendeteksi keberadaan gen mutan pada
spesimen klinis.
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Gambar 3. Pola sirkulasi virus influenza tahun 2014 di Indonesia,
Y aksis menunjukkan jumlah spesimen, X aksis menunjukkan minggu

Virus influenza A (HIN1pdm09) pertama
kali bersirkulasi di dunia pada tahun 2009.
Sejak 2009, virus ini bersirkulasi sepanjang
tahun di dunia termasuk Indonesia. Di negara
dengan empat musim sirkulasi virus influenza
A (HINIpdm09) meningkat pada musim
dingin, sedangkan untuk negara tropis virus
influenza A (HIN1pdm09) bersirkulasi
sepanjang tahun.'® Berdasarkan pola sirkulasi
virus influenza tahun 2014, peningkatan kasus
terutama pada awal tahun dari minggu ke-1
sampai 19 dengan jumlah kasus tertinggi
mencapai 36 kasus pada minggu ke-17.
(Gambar 3).

Obat antivirus untuk pencegahan dan
penatalaksanaan virus influenza telah dikenal
sejak lama, yang diawali dengan obat generasi
pertama yaitu amantadine (Symmetrel) dan
rimantadin (Flumadine). Akan tetapi, kedua
obat ini sudah tidak lagi efektif akibat
banyaknya virus yang resisten terhadap obat
tersebut. Obat generasi kedua, oseltamivir,
saat ini merupakan satu-satunya obat dalam
pengobatan influenza. Sayangnya beberapa
strain virus influenza yang resisten terhadap
oseltamivir telah ditemukan.'’

Adanya strain virus yang resisten terhadap
oseltamivir akan menyebabkan masalah yang
serius apabila terjadi epidemi atau pandemi

influenza dan membutuhkan pengobatan
dengan oseltamivir. Saat ini, standar baku
emas untuk deteksi kesesuaian antivirus
adalah metode fenotipik menggunakan uji
penurunan aktivitas infeksi virus di sel yang
disebut neuraminidase inhibition assay
(NAI)."" Metode NAI kurang dapat digunakan
untuk pemantauan cepat adanya resistensi
oseltamivir karena membutuhkan virus hidup.
Metode deteksi genotipe dengan sekuensing
gen NA dan real-time RT-PCR merupakan
metode deteksi cepat yangdapat dilakukan
untuk mendeteksi adanya mutasi asam amino
H275Y langsung dari spesimen klinis yang
terkait kuat dengan resistensi oseltamivir.'®
Pemantauan secara cepat adanya virus
influenza yang resisten terhadap golongan
penghambat neuraminidase sangat perlu
dilakukan. Deteksi langsung dari spesimen
klinis mempersingkat waktu deteksi karena
tidak perlu menunggu hasil kultur virus di sel
(metode NAI) serta lebih murah dan lebih
singkat dibandingkan dengan metode
sekuensing dimana harus melalui proses
RT-PCR selama 3 jam dan dilanjutkan dengan
sekuensing selama 11 jam setelah spesimen di
ekstraksi, sehingga cocok digunakan untuk
pemantauan sirkulasi virus influenza secara
rutin."” Walaupun demikian masih terdapat
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keterbatasan penggunaan metode molekuler
ini, dimana jumlah RNA virus pada spesimen
klinis sangat bervariasi, kadang sangat rendah
sehingga tidak dapat dideteksi.*’

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil pemantauan virus
influenza A (HIN1pdm09) yang bersirkulasi
pada tahun 2014 di 6 sentinel RS, tidak
ditemukan adanya strain virus yang resisten
terhadap antivirus oseltamivir.

SARAN

Mengingat pentingnya antivirus
khususnya oseltamivir untuk penanganan
kasus ISPA berat, selanjutnya diperlukan
pemantauan  resistensi  terhadap  virus
influenza yang berkelanjutan setiap tahun.
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