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Abstract

The epidemic arising out of H5SNI virus infection causes death case and material loss. Mutation of HSN1
virus that signify the increase of pathogenicity and change of dispersal of host response can be used to
reference for early warning system of epidemic caused of avian influenza virus. The objective of this research is
to obtain information related to molecular markers of pathogenicity of avian influenza. Reference searching is
use to collect information about molecular markers related to pathogenicity. The keywords used on this study
are: Avian influenza, HSN1, mutation, Pathogenicity, HA, NA, PB, PA, and NS. Thirty three research papers, 4
reviews and 1 scientific seminar are used on this research. The HA, NA and NS genes was reported to be an
important gene that have molecular marker related to increase ofpathogenicity. Whereas HA, PB1, PB2 and PA
genes was related to the adaptive ability and the dispersal of host of avian influenza virus. There is 30 amino
acid that sign as molecular markers of pathogenicity of avian influenza H5NI1. Mutation on 30 molecular
markers of HA, NA, PB and NS genes can be used as predictor to anticipate mutation orientation of avian
influenza virus to become highly pathogenic and host alteration.Thereby, virus mutation to become highly
pathogenic can be anticipated early.

Keybwords : Highly pathogenic avian Influenza, Mutation, Molecular Marker, Pathogenicity. HA, NA,
PB, NS

Abstrak

Epidemi akibat virus HSN1 telah menimbulkan banyak korban jiwa dan materi.Mutasi virus HSN1 yang
menandakan peningkatan patogenitas dan perubaan sebaran inang dapat dijadikan acuan untuk sistem deteksi
dini kewaspadaan epidemi akibat virus avian influenza. Penelitian ini bertujuan mendapatkan informasi terkait
dengan marka molekular penanda patogenitas virus avian influenza H5NI1. Ulasan sistematis ini dilakukan
dengan penelusuran literatur menggunakan Google scholar dan PubMed. Kata pencarian yang digunakan adalah
Avian influenza, H5N1, mutation, Pathogenicity, HA,NA,PB,PANS. Referensi yang digunakan adalah 33
jurnal, 4 ulasan penelitian dan 1 seminar ilmiah dari dalam dan luar negeri. Gen HA, NA dan NS merupakan
gen penting yang memiliki penanda molekuler yang berkaitan dengan peningkatan patogenitas virus avian
influenza. Sedangkan gen PB1, PB2 dan PA berhubungan dengan adaptasi dan perubahan rentang inang. Jumlah
penanda patogenitas pada gen HA, NA, PB dan NS adalah 30 asam amino. Mutasi pada 30 marka genetik gen
HA, NA, PB dan NSmerupakan penanda molekular yang dapat digunakan sebagai panduan awal untuk
mengantisipasi arah mutasi virus avian influenza menuju pergeseran rentang inang dan peningkatan
patogenitasnya. Dengan demikian, perubahan virus avian influenza menjadi bersifat higly pathogenic dapat
diantisipasi lebih dini.

Kata kunci : Highly pathogenicavian Influenza, Mutasi,Marka Molekular, Patogenitas., HA, NA, PB, NS.
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Pendahuluan

Indonesia merupakan negara dengan
jumlah kematian akibat infeksi oleh avian
influenza yang terbesar di dunia yang
mewabah sejak tahun 2003. Kerugian yang
diakibatkan oleh wabah ini pada manusia
dan industri ternak unggas sangat besar.'
Virus, termasuk di dalamnya avian
influenza, memiliki tingkat mutasi yang
sangat tinggi. Mutasi virus dapat
menyebabkan peningkatan patogenitas,
perubahan sifat antigenik dan spesifitasnya
terhadap hospes.2

Rentang inang dan patogenitas virus
avian influenza bersifat poligenik. Faktor
determinan yang menentukan rentang
inang dan patogenitas pada virus avian
influenza terdapat pada gen HA, PBI,
PB2, PA, NA dan NS.2* Sedangkan faktor
yang berperan dalam perubahan spesifitas
dan adaptasi pada inang adalah gen
polimerase (PA, PB1 dan PB2).*

Perubahan sebaran inang virus Al
ditemukan terjadi dalam 2 mekanisme
yaitu shift (cepat) dan drift (lambat). Shift
antigenik terjadi karena gene reassortment
(pertukaran atau pencampuran gen) yang
terjadi pada 2 atau lebih virus influenza
tipe A sehingga terjadi pembentukan galur
virus baru. Drift antigenik merupakan
perubahan stuktur antigenik minor pada
antigen permukaan H dan/atau N. Drift
antigenik ini berlangsung lambat, progresif
dan cenderung terbatas persebarannya.
Gene rearrangement diduga berperan
besar dalam mekanisme timbulnya strain
virus influenza baru pada mamalia yang
bersifat pandemik.Z’5

Kejadian luar biasa (KLB) yang terjadi
di Indonesia pada rentang waktu 2006-
2008 menimbulkan banyak korban jiwa
pada manusia dan juga kerugian ekonomi
pada industri unggas. Untuk mencegah
berulangnya KLB akibat inveksi virus
avian influenza, dibentuk sistem deteksi
dini untuk mewaspadai adanya mutasi
pada virus avian influenza yang bersifat
highly pathogenic. Sistem deteksi dini
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dibangun dengan membandingkan hasil
sekuensing  surveilans  virus  avian
influenza dengan data marka molekular
penanda patogenitas virus avian influenza.

Kajian ini bertujuan untuk mengetahui
marka molekular dari berbagai hasil
penelitian yang berhubungan dengan
patogenitas dan perubahan sebaran hospes
virus avian influenza H5N1 pada gen HA,
NA, PB dan NS.

Metode

Kajian ini adalah ulasan sistematis
terhadap  literatur  penelitian  yang
membahas patogenitas avian influenza
terhadap manusia dan unggas. Kajian ini di
lakukan di Jakarta pada bulan April-Mei
2011. Kata kunci yang digunakan dalam
menelusuri pustaka terkait penelitian atas
patogenitas avian influenza adalah: Avian
influenza, HSN1, mutation, Pathogenicity,
HA, NA, PB, PA, Matriks, NS serta kata
sambung dan/atau. Penelusuran dilakukan
dengan meng-gunakan peramban Google
Scholar, NCBI dan PubMed. Kriteria
inklusi referensi adalah merupakan hasil
penelitian analisis deskriptif,
eksperimental, ulasan penelitian dan
konferensi atau seminar ilmiah oleh pakar
yang kompeten. Kriteria eksklusi yang
digunakan adalah penelitian yang bukan
merupakan referensi awal terkait mutasi
pada avian influenza, penelitian yang
membahas aspek diluar mutasi dan
perubahan molekular pada gen avian
influenza.

Didapatkan 157  referensi  yang
berhubungan dengan mutasi, patogenitas
dan sebaran inang pada virus avian
influenza ~ H5N1.  Referensi  yang
memenuhi kriteria inklusi dan eksklusi
didapatkan 33 referensi penelitian, 4
ulasan penelitian dan 1 seminar ilmiah
yang membahas  patogenitas  avian
influenza baik dari dalam maupun luar
negeri.

Hasil pencarian dikelompokan ke
dalam kelompok gen yang mengalami
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mutasi yaitu HA, NA, PB, dan NS. Mutasi
pada gen atau perubahan epigenetik yang
menyebabkan atau meningkatkan
patogenitas avian influenza disebut marka

molekular penanda patogenitas avian
influenza.
Hasil

Penelusuran dilakukan dengan

menggunakan peramban Google Scholar,
NCBI dan PubMed. Didapatkan 33
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referensi penelitian, 4 ulasan penelitian
dan 1 seminar ilmiah yang membahas
patogenitas avian influenza baik dari
dalam maupun luar negeri.

Gen yang berperan penting dalam
peningkatan patogenitas virus avian
influenza adalah HA, NA dan NS.
Sedangkan gen berperan penting dalam
perubahan sebaran inang adalah HA, NA,
PB.

Tabel 1 : Mutasi yang Berhubungan dengan Patogenitas Virus Avian Influenza

Gen Protein  As Amino Asal Mutasi Keterangan Referensi

HA HA 160 Thr Ala Mutasi titik Yen et al, 2009;
HA 182 Asn Lys Mutasi titik Yamada et al, 2006
HA 190 Glu Asp Mutasi titik Gutierrez et al, 2009
HA 192 Gln Arg Mutasi titik Yamada et al, 2006
HA 193 Lys Arg Mutasi titik Stevens et al, 2008
HA 226 GlIn Leu Mutasi titik Stevens et al, 2006
HA 227 Ser Arg Mutasi titik Yen et al, 2009
HA 228 Gly Asn Mutasi titik Stevens et al, 2006

NA NA 146 Asn Arg/Tyr Mutasi titik Reid et al, 2000
NA 274 His Thr Mutasi titik Ward et al, 2005

PB PB1 66 Asn Ser Mutasi titik Conenello et al, 2007
PB2 627 Glu Leu/Arg Mutasi titik Sinya et al, 2004;
PB2 701 Asn Asp Mutasi titik LI et al, 2005

NS NS1 42 Ala/pro Ser Mutasi titik Jiao et al, 2008
NS1 80-84 Delesi Long et al, 2008
NS1 92 Asp Glu Mutasi titik Solorzano et al, 2005;
NSI 97 Asp Glu Mutasi itk >c© et al, 2002
NS1 103 Phe Leu Mutasi titik Dankar et al, 2011
NS1 106 Met Ile Mutasi titik Dankar et al, 2011
NS1 127 * Asn Mutasi titik Min et al, 2007
NS1 149 Val Ala Mutasi titik Li et al, 2006
NS1 189 * Asn Mutasi titik Subbarao et al, 2000
NS1 191-194 Delesi Zhu et al, 2008
NS1 195 Ser Thr/Tyr Mutasi titik Bornhold et al, 2008
NS1 228 Ser Pro Mutasi titik Jackson et al, 2008

Ket : * asam amino lain
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Terdapat 8 tittk mutasi yang
mempengaruhi patogenitas virus avian
influenza pada gen HA. Sedangkan pada
gen NA dan PB patogenitas berhubungan
dengan masing-masing 2 dan 3 titik
mutasi. Pada gen yang mengekspresikan
protein NS1, patogenitas virus
berhubungan dengan 17 mutasi atau delesi
gen NS. Gen NS dan HA dapat disebut
sebagai determinan penting yang berperan
penting dalam menentukan sebaran hospes
serta patogenitas virus avian influenza.

Pembahasan

Patogenitas dan sebaran hospes virus
avian influenza bersifat poligenik. Gen
yang diketahui berperan dalam
menentukan  patogenitas  virus avian
influenza adalah HA, NA dan NS dengan
NS sebagai faktor determinan penting
patogenitas virus avian influenza. Gen
yang berhubungan dengan sebaran hospes
serta kemampuan infeksi terhadap sel
inang adalah HA, NA dan PB, dengan HA
sebagai protein penting yang erat
kaitannya dengan reaksi antigen dan
antibodi sel inang. Kajian ini terbatas pada
penelitian analisis deskriptif dan penelitian
eksperimental yang dipublikasikan di
jurnal yang dapat ditelusur oleh peramban
Google scholar atau yang terdaftar pada
NCBI dan PubMed. Publikasi yang dikaji
terutama adalah publikasi pada jurnal tidak
berbayar, namun beberapa jurnal berbayar
yang melaporkan hasil penelitian yang
sangat penting tetap dijadikan referensi.

Protein Hemagglutinin (HA)

Protein HA  merupakan antigen
permukaan yang berperan penting dalam
transmisi virus. Perbedaan virus influenza
yang menyerang manusia dan unggas
adalah protein HA. Protein HA pada virus
yang menyerang unggas berikatan dengan
reseptor asam sialat 02-3. Sedangkan virus
influenza pada manusia HA berikatan
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dengan reseptor asam sialat 02-6.
Sedangkan influenza yang menginfeksi
babi diketahui mampu berikatan dengan
kedua jenis reseptor tersebut.® Berdasarkan
penelitian  terakhir, diketahui bahwa
manusia memiliki sedikit reseptor asam
sialat 02-3 yang umumnya dimiliki oleh
unggas.’

Kecenderungan ikatan reseptor virus
H5N1 pada suatu spesies tertentu dapat
berubah hanya dengan substitusi sejumlah
kecil asam amino pada protein HA.®
Mutasi pada asam amino 226 dan 228 dari
hemaglutinin virus avian H2 dan H3
penting untuk spesifitas ikatan reseptor
pada manusia.” Pada virus influenza HS5,
mutasi pada tempat sama telah banyak
diteliti secara eksperimental.”'® Pertukaran
asam amino posisi 226 dari Glutamin
(GIn) ke Leusin (Leu) dan posisi 228 dari
Glisin (Gly) menjadi Serin (Ser) akan
menyebabkan perubahan dari reseptor tipe
avian ke  manusia  yang  dapat
menyebabkan transmisi dari manusia ke
manusia.'*!"! Meskipun demikian, residu
HA 226Leu dan 228Ser tidak pernah
terdeteksi pada isolat virus HS5N1 di
lapangan berdasar pada informasi sekuen
yang ada.'"'? Kemungkinan hal ini terjadi
karena virus dengan mutasi tersebut tidak
mampu bertahan pada unggas sehingga
transmisi pada hospes mamalia tidak
terjadi.’

Beberapa penelitian telah dilakukan
untuk mendeteksi posisi-posisi lain pada
hemaglutinin virus yang berperan dalam
adaptasi virus H5N1 ke hospes manusia.
Perubahan pada posisi 227 dari Serin (ser)
menjadi asparagin (Arg) dan penghilangan
glikosilasi N-linked pada residu 158 dapat
meningkatkan afinitas pengikatan pada SA
a 2,6 Gal dan juga mempengaruhi tingkat
kematian dan  penyebaran  secara
sistemik. "

Mutasi glutamat (Glu) menjadi aspartat
(Asp) pada posisi 190 dilaporkan
mengurangi  afinitas  ikatan o 2,3
sialosida.'” Perubahan pada posisi ini
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secara alamiah ditemukan pada isolat
India."’ Mutasi alami pada posisi 193 dan
158 dilaporkan meningkatkan ikatan virus
pada reseptor manusia jika dikombinasikan
dengan substitusi reseptor dari pandemi
virus H3. Perubahan Lisin (Lys) menjadi
arginin (Arg) pada posisi 193 spesifik
untuk klade 2.1 (termasuk Indonesia) dan
klade 2.2. Secara struktural posisi ini dapat
mempengaruhi spesifitas reseptor karena
terletak pada o heliks yang berada pada
bagian atas RBD.’

Perubahan pada asam amino 160 dari
treonin (Thr) menjadi alanin (Ala) yang
menyebabkan hilangnya glikosilasi pada
posisi  158-160 mempunyai kontribusi
pada  ketidakmampuan  virus  untuk
mengikat SA a 2,3 Gal dan penting untuk
transmisi pada marmut. Transmisi
bervariasi di antara strain yang berbeda.
Perubahan asam amino tunggal pada
186Lis, 196Arg, 226Leu, 227Asp dan
228Ser seperti yang terdapat pada sebagian
besar virus manusia dapat mengikat baik
glikan a. 2,3 dan a 2,6.'""

Beberapa isolat H5N1 yang diambil
dari manusia yang terinfeksi menunjukan
bahwa gen HA telah mengalami mutasi
pada posisi 182, 192, 226 atau 228 dan
mutasi ini  menyebabkan perubahan
antigen HA yang sensitif pada dua jenis
reseptor, asam sialat 02-3 dan asam sialat
02-6. Mutasi ini yang menyebabkan
perubahan patogenitas virus dari virus
unggas menjadi virus manusia yang
bersifat pandemik. 13

Protein Neuraminidase (NA)

Protein  neuraminidase = merupakan
enzim yang ada pada permukaan virus
yang membantu pelepasan virus hasil
reproduksi dari sel yang terinfeksi.
Neuraminidase berperan dalam
menghidrolisis ikatan antara galaktosa dan
N-acetylneraminic pada rantai ujung
oligosakarida-glikoprotein. Fungsi NA ini
harus berperan seimbang dengan HA agar
aktivitas enzimatik dalam pelepasan asam
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sialat sel yang terinfeksi tidak menurunkan
efisiensi infeksi sel berikutnya. Bila dua
atau lebih strain virus avian influenza
menginfeksi sel secara bersama-sama,
maka sangat mungkin terjadi pengacakan
segmen genom virus termasuk gen
penyandi NA dan HA yang dapat
memunculkan  strain  baru  dengan
kombinasi genom baru dan memiliki
spesifitas hospes yang berbeda dengan
virus asalnya.

Mutasi yang memicu patogenisitas
yang terjadi pada gen NA virus avian
influenza yang diuji pada mencit terjadi
pada wurutan asam amino 146 dari
asparagin (Asn) menjadi arginin (Arg) atau
tirosin (Tyr). Mutasi ini menyebabkan
hilangnya site glikosilasi. Mutasi ini
diketahui muncul pada virus avian
influenza mematikan yang mewabah di
spanyol tahun 1918.'°

Mutasi pada gen NA diketahui juga
berhubungan dengan resistensi terhadap
pengobatan oseltamivir. Mutasi pada asam
amino 274 dari histidin (His) menjadi
treonin  (Thr) menurunkan efisiensi
pengobatan oseltamivir pada pasien avian
influeza."” Resistensi oseltamivir
disebabkan menurunnya sensitifitas
penangkapan oseltamivir yang difasilitasi
oleh protein NA melalui osetamivir
binding pocket.18

Protein Polimerase Basa (PB)

Protein polimerase basa virus HS5NI1
terbagi menjadi 2 sub unit yaitu PB1 dan
PB2. Protein PB1 merupakan polimerase
virus yang penting dalam virulensi virus
ini. Gen ini mengkode protein PB1 dan
PBI-F2.  Protein PB1  merupakan
kompenen yang berperan penting dalam
polimerase virus. Sedangkan gen PB2
akan mengkode protein PB2. Ketiga jenis
protein tersebut sangat penting bagi
replikasi virus karena sel host tidak
memiliki RNA-dependen RNA polymerase.

Protein PB1 merupakan endonuklease
yang berperan dalam pembelahan ujung 5’
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dari RNA inang. PBI1-F2 merupakan
reading frame alternatif dari gen RNA
PB1 yang berinteraksi dengan 2 komponen
kompleks pori mitokondria, ANT3 dan
VDCAI1. PBI-F2 diduga berkontribusi
pada patogenitas virus dan berperan
penting dalam pandemi dari infeksi virus
ini.

Sedangkan PB2 bertanggungjawab
dalam pengikatan kembali ujung 5’.
Diketahui bahwa protein PB2 juga
berperan penting dalam replikasi namun
mekanisme lebih detilnya masih belum
diketahui. Pada penelitian Solomon et
al.lgperubahan yang terjadi pada NA dan
HA  diketahui  tidak  menentukan
patogenitas. Penentu patogenitas pada
mencit dan musang ditentukan oleh gen-
gen polimerase

Mutasi yang terjadi pada gen PB1-F2
pada posisi 66 dari asparagin (Asn)
menjadi serin (Ser) berhubungan dengan
patogenitas virus yang diisolasi dari H5N1
isolat hongkong. Perubahan yang sama
juga ditemukan pada protein PB1-F2 yang
disolasi dari pandemi yang terjadi pada
tahun 1918.%

Pada virus avian influenza yang
menginfeksi manusia diketahui memiliki
mutasi pada posisi 627 menjadi lisin (lys)
atau arginin (arg). Pada virus avian
influnza yang bersifat Low Pathogenic
pada mamalia, posisi asam amino 627
adalah glutamin (GIn). Bukti lain yang
menunjukan peningkatan patogenitas virus
avian influenza yang memiliki mutasi pada
posisi 627 adalah terjadinya penurunan
sifat patogenitas pada mamalia saat
dilakukan mutasi terarah pada posisi asam
amino 627 dari lisin atau arginin menjadi
glutamin. Beberapa penelitian menunjukan
bahwa peningkatan patogenitas ini
berhubungan dengan peningkatan
kemampuan replikasi virus pada inang
yang sesuai.” > %

Virus dengan 627Lys memiliki
kemampuan replikasi tinggi pada mamalia,
namun tidak pada unggas. Pada unggas,
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virus dengan 627Glu memiliki
kemampuan replikasi lebih tinggi.”’

Posisi mutasi lain yang diketahui
berhubungan dengan patogenitas virus
avian influenza adalah pada posisi 701 dari
Asparagin (Asn)) menjadi asam aspartat
(Asp).25 26 Mekanisme yang mendasari
perubahan ini masih diteliti lebih lanjut.

Protein Nonstruktural (NS)

Patogenitas dari influenza HS5NI1
berhubungan dengan protein non NS.
Aktivitas  protein  NS1  berhubungan
dengan transport seluler RNA, spilicing
dan translasi. NS1 juga berhubungan
dengan peningkatan respon inflamasi
sitokin, khususnya yang berhubungan
dengan TNFa yang diinduksi oleh virus ini
pada makrofag.27

Beberapa penelitian terakhir
menunjukan bahwa protein NS1 berperan
besar dalam virulensi virus dengan
melemahkan sistem pertahanan tubuh
inang ang berbasis pada
interferon.”®**%*!32 Titik mutasi penting
yang perlu diperhatian dalam gen NS lebih
banyak dibandingkan dengan gen lainnya.
Oleh karenanya, gen NS dapat disebut
sebagai  determinan  penting dalam
patogenitas virus avian influenza.

Mutasi yang terjadi pada posisi 42 dari
alanin (Ala) atau prolin (Pro) menjadi serin
(Ser) meningkatkan virulensi dengan
menjadi antagonis IFN dan menjadikan
NF1 lebih mampu aktivasi NF-kB
sehingga menginduksi alpoptosis.28 Delesi
asam amino urutan 80-84 meningkatkan
resistensi virus terhadap IFN dan TNF
yang diinduksi oleh infeksi virus H5N1.%
Mutasi pada posisi 92 dan 97 dari aspartat
(Asp) menjadi glutamat Glu)
meningkatkan resistensi terhadap IFN dan
TNE, 323334

Titik lain mutasi yang berhubungan
dengan patogenitas adalah perubahan asam
amino fenilalanin (Phe) menjadi leusin
(leu) pada posis 103 dan perubahan dari
metionin menjadi isoleusin (Ile) pada
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posisi asam amino 106. Kedua mutasi
tersebut berhu-bungan dengan sintesis
protein dan replikasi virus.*

Mutasi pada posisi asam amino pada
127 menjadi asparagin (Asn) menghambat
aktivasi PKR region dan regulasi temporal
sintesis RNA.*® Mutasi pada posisi asam
amino 149 dari valin (Val) menjadi alanin
(ala) meningkatkan antagonisme NSI
terhadap aktiivitas interferon.”’ Mutasi
pada posisi 189 menjadi asparagin (Asn)
dan delesi asam amino nomor 191-195
serta mutasi pada posisi 195 dari serin
(Ser) menjadi treonin (Thr) atau tirosin
(Tyr) akan melemahkan virus dalam
melawan IFN.>**% Mutasi pada posisi
ujung C posisi 228 dari serin (Ser) menjadi
prolin (Pro) mempengaruhi PDZ binding
domain, membuat virus resisten terhadap
IFN dan TNE.*"** Mutasi yang terjadi
pada ujung C diduga merupakan
determinan utama patogenitas letal dari
seluruh gen avian influenza pada manusia
atau unggas.

Sebagai respon adaptasi evolusioner,
mutasi yang terjadi pada gen virus avian
influenza tidak terelakan lagi. Untuk
mencegah kembali mewabahnya infeksi
avian influenza pada manusia, terlebih lagi
adaptasi virus tersebut untuk dapat
melakukan infeksi antar manusia, maka
diperlukan sebuah sistem pengawasan dini
untuk mengetahui arah mutasi yang terjadi.
Antisipasi ini perlu dilakukan secara
berkala karena tingginya intensitas mutasi
yang terjadi pada virus avian influenza.

Kesimpulan

Mutasi pada 30 marka genetik gen HA,
NA, PB dan NS dapat digunakan sebagai
panduan awal untuk mengantisipasi arah
mutasi virus avian influenza menuju
pergeseran rentang inang dan peningkatan
patogenitasnya

Saran
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Penelitian untuk mengetahui

perubahan patogenitas dan virulensi virus
influenza secara genotipe pada 30 posisi marka
molekuler genom virus Influenza perlu
dilakukan secara periodik dan berkesinam-
bungan. Dengan demikian, indikasi adanya
perubahan parogenitas dan virulensi virus
influenza dapat di deteksi sejak dini.
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