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RINGKASAN 

Avian influenza adalah penyakit viral pada unggas termasuk ayam dan unggas liar 
aug disebabkan oleh virus influenza tipe A. Selain pada unggas, virus avian influenza 
apat pula menyerang mamalia termasuk manusia. Sejak tabun 2003 virus Avian 
fluenza subtipe H5Nl telab meoyebabkau wabab Flu Burung pada unggas dari tabun ke 

ahun. Bahkan virus Flu Burong sudah menyebabkan kasus pada manusia, dimana tidak 
urang dari 399 orang telah diJaporkan terinfeksi virus Avian Influenza subtipe H5N1 

251 diantaranya meninggal dunia. Di Indonesia, angka orang yang terinfeksi virus 
vian Influenza subtipe H5Nl lebih dari 141 orang dan 115 orang dintaranya meninggal 

WHO,20l1 ). Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Nidom dkk (2006) 
enunjukan kucing yang berada di pasar wilayab Surabaya telah terinfeksi oleh virus 
vian Influenza subtipe HSNI dan memiliki kemungkinan sebagai hospes perantara 
enularan virus Avian Influenza subtype H5NI ke manusia. Selain ito, berdasarkan 
enelitian yang dilakukan oleh Revianny (2008) ditemukan 2 virus H5NI pada ayam di 
asar Surabaya taopa menunjukkan gejaJa klinis. Virus Avian Influenza subtype HSNI 
ang saat ini banyak menginfeksi ayam di Indonesia termasuk dalam subc/ade 2.1.3 yang 
emiliki kemampuan untuk menginfeksi hewan (unggas) dan manusia. 

Penelitian ini bertujuan untuk menentukan karakter molekuIer virus Avian 
fluenza subtipe HSNl yang diisolasi dari lapangan serta menganalisis karakter 
olekuler genoma virus Avian Influenza subtipe HSNJ dan patogenisitas virus Avian 
fluenza subtipe HSNI yang diinfeksikan pada hewan coba monyet dan ayam (model 

enularan virus AI H5NI dari manusia ke hewan). Sampai dengan akhir penelitian sudah 
rhasil diperoleh sampel dari Japangan sebanyak 1.607 swab (865 swab ayam, 127 swab 

ebek, 94 swab burung puyuh, 178 swab kucing dan 343 swab babi). Hasil uji HA 
enunjukkan 83 sampel dari ayam dan 19 dari burung puyuh posit if uji HA, sementara 

ari basil uji RT-PCR ada 8 sampel dari ayam dan 1 sampel dari burung puyuh positif 
erhadap gen HA (HS). Berdasarkan analisis pohon filogenetik gen HA, semua virus yang 
iisolasi termasuk subc/ade 2.1.3. Sedangkan dari analisis pohon filogenetik gen HA, NA 

PB2, virus-virus yang berhasil diisolasi terbagi menjadi dua kelompok, dan berasal 
. virus yang sudah bersirkulasi di Indonesia selama ini. 

ta Kunci : Virus , H5NI, transmisi, manusia, hewan 
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SUMMARY 

The H5N I avian influenza, commomly called "bird flu" is a viral disease on poultry 
inc uding chickens and wild bird, caused by Influenza Virus type A. Since 2003, highly 
pa ogenic H5N 1 avian influenza viruses have caused outbreaks among poultry in Indonesia 
ev year, producing the highest number of human victims. In Indonesia, the number of people 
wh have been infected with H5NI viruses were 141 cases with 115 deaths. However, little is 
kn wn about the H5N 1 influenza viruses that have been circulating in Indonesia in recent years. 
W therefore conducted surveillance studies in some province in Indonesia, including Jakarta, 
W st Java, East Java, East Kalimantan, South Kalimantan and Riau. 

The purpose of this research was to analyzed molecular characteristic of H5N 1 avian 
uenza viruses that isolated from field, and to analyzed molecular characteristic of H5N I avian 
uenza virus genome that infected to laboratory animal including monkeys and chickens. Until 
, we isolated eight H5N 1 avian influenza viruses from chickens and one virus from quails. 
logenic analysis of their hemagglutinin, neuraminidase and PB2 genes revealed that all nine 
es belonged to clade 2.1.3. However, on the basis of nucleotide differences, these viruses 

co ld be divided into two groups. Other viruses genetically closely related to these two groups of 
vi es were all Indonesian isolates, suggesting that these new isolates have been evolving within 
In onesia. Among these viruses, two distinct viruses circulated in the Kalimantan island during 
th same season in 2012. Our data reveal the continued evolution ofH5Nl viruses in Indonesia. 

K ywords: H5Nl influenza virus, Indonesia, Phylogenie analysis, Genetic characterization 

IR PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

LAPORAN PENELITIAN Mekanisme Molekuler Penularan ... Kadek Rachmawati dkk



KATAPENGANTAR 

Puji syukur kami ucapkan kepada Allah SWT atas segaJa rahmat dan 

idayah-Ny~ sehingga penulisan Laporan Akhir Program Riset Sinas dapat terselesaikan. 

Maksud dan tujuan penulisan laporan ini untuk melaporkan kegiatan penelitian 

rogram Riset Sinas yang telah kami lakukan mulai bulan April tabun 2012 melalui 

egiatan surveilans virus Avian Influenza subtipe HSNI di berbagai daerah di Indonesia 

eperti Jawa Timur, Jawa Barat, Tangerang, Banten, Jawa Tengah dan Kalimantan Timur 

tuk memperoleh sampel dari berbagai hewan seperti ayam, bebek, burung piaraan, 

cing dan babi. Seperti diketabui virus Avian Influenza subtipe H5NI telah menyerang 

mak unggas di hampir seluruh wilayah Indonesi~ termasuk juga telah menginfeksi 

nusia bahkan menimbulkan korban meninggal. Virus AI H5NI sangat mudah 

ennutasi sehingga pemantauan virus melalui kegiatan surveilans setiap waktu sangat 

rIu dilakukan. 

Kami mengucapkan terima kasih kepada Kementrian Riset dan Teknologi yang 

lah mendanai kegiatan riset kami, juga kepada Ketua LPPM Universitas Airlangga serta 

eviewer internal dari Universitas Airlangga yang telah banyak memberi masukan dalam 

enulisan laporan ini. 

Demikian semoga penulisan laporan 101 Juga dapat bermanfaat bagi yang 

IR PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

LAPORAN PENELITIAN Mekanisme Molekuler Penularan ... Kadek Rachmawati dkk



AMAN PENGESAHAN 
AFTARISI 
AFT AR GAMBAR 
AFTAR SINGKATAN 

AB I. PENDAHULUAN 
1.1. Latar belakang 
1.2. Rumusan masalah 

DAFfARISI 

r 
\ . : 

0- , 11 

Halaman 

i 
I 

I 

111 

v 
VlI 

VIII 

I 
c.···,·, . , .:::-:0/'\ J 

" , 

\ 

..:: ' I \,1 " \; ': L 
• t./ •. 

1 
1 
3 

,.---------.~~ ---

AB 2. TINJAUAN PUST AKA 4 
2.1 Struktur Virus Avian Influenza 4 
2.2. Sifat Virus Flu Burung 5 
2.3 PenuIaran Virus Avian Influenza 6 
2.4. Patogenisitas Virus 8 
2.5. EpidemioIogi Virus Avian Influenz 9 
2.6 Antigenic shift dan Antigenic drift II 
2.7 Transmisi Virus Influenza A pada Manusia 12 

BAB 3. TUJUANDANMANFAAT 16 
3.1 Tujuan 16 
3.2 Manfaat 16 

BAB4. METODE 17 
4.1 Koleksi Sampel 
4.2 Inokulasi Medium Transport pada Telur Ayam Bertunas (TAB) 17 
4.3 Metode Uji HA 17 
4.4 Uji PCR 17 
4.5 DNA Sequencing 18 

BAB 5. RENCANA CAPAIAN, HASIL DAN PEMBAHASAN t 9 
5.1 Rencana Capaian J 9 
5.2 HasH 19 
5.3 Pembabasan 24 

BAB 6. KESIMPULAN DAN SARAN 28 
6.1 Kesimpulan 28 
6.2 Saran 28 

DAFT AR PUST AKA 29 

IR PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

LAPORAN PENELITIAN Mekanisme Molekuler Penularan ... Kadek Rachmawati dkk



DAFTAR GAMBAR 

Halaman 

Morfologi virus Avian Influenza yang terdiri dari 8 segmen 5 

bar 2.2 Jalur Penularan Virus Avian Influenza pada Unggas dan 7 
Manusia 

Daerah endemis virus AI Subtipe H5N) di Seluruh Indonesia 10 

ambar 2.4 Mekanisme Penularan Virus AI H5N I pada Manusia 15 
ambar 5.1 HasH uji peR gen HA virus AI H5Nl Kalimantan Timur 21 

Gambar 5.2 Hasil uji peR Gen NA Virus AI H5Nl Kalimantan Timur 21 

Gambar 5.3 Hasil Uji peR Gen PB2 Virus AI HSNI Kalimantan Timur: 22 

Gambar 5.4 Hasil Uji peR Gen HA Virus AI HSNI Jawa Tengah 22 

Gambar 5.5 Hasil Uji PCR Gen HA Virus AI H5NI Jawa Timur 23 

Gambar 5.6 Hasil Uji peR Gen HA Virus AI H5NI Jawa Timur (Puyuh) 23 

IR PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

LAPORAN PENELITIAN Mekanisme Molekuler Penularan ... Kadek Rachmawati dkk



DAFTAR TABEL 

abel 5.1 Data Hasil Pengambilan Sampel dan Hasil pengujian 
dengan menggunakan uji HA dan uji PeR 

Halaman 

22 

IR PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

LAPORAN PENELITIAN Mekanisme Molekuler Penularan ... Kadek Rachmawati dkk



BABI.PENDAHULUAN 

.1 Latar Belakang Masalah 

A vian influenza adalah penyakit viral pada unggas tennasuk ayam dan unggas liar 

aog disebabkan oleh virus influenza tipe A. Penyakit ini dikenal juga dengan nama 

vian flu dan dapat menimbulkan penyakit dengan derajat keparahaan yang sangat 

ervariasi, mulai dari infeksi yang bersifat asimptomatik sampai penyakit fatal dan 

ersifat multisistemik (Swayne, 2000). 

Sejak akhir tahun 2003, virus avian influenza subtype H5NI telah menyebar di 

etemakan unggas beberapa negara Asia tennasuk China, Vietnam, Thailand, Kamboja, 

orea, Jepang dan Indonesia, beberapa negara di Eropa dan Afrika (Steven et ai, 2006). 

i Indonesia infeksi virus H5NI telah mengakibatkan kematian ayam sebanyak 4,7 jura 

kor bahkan sampai dengan akhir februari 2004, kematian unggas tereatat sebanyak 6,2 

uta ekor. Daerah yang terse rang flu burung kebanyakan berada di pulau Jawa yaitu 

opinsi Jawa Timur (13 kabupaten), Jawa Tengah (17 kabupaten), Jawa Barat (6 

abupaten), Banten (I kabupaten), Daerah Istimewa Yogyakarta (3 kabupaten). 

edangkan daerah di luar pulau Jawa yang juga terserang penyakit ini diantaranya adalah 

ali (5 kabupaten), Lampung (3 kabupaten), Kalimantan Selatan (1 kabupaten), 

limantan Timur (I kabupaten) dan Kalimantan tengah (I kabupaten) (Rahardjo dan 

Selain pada unggas, virus avian influenza dapat pula menyerang mamalia termasuk 

anusia. Tidak kurang dari 399 orang telah dilaporkan terinfeksi dengan virus avian 

nfluenza subtype H5NI dan 251 diantaranya meninggal dunia. Di Indonesia, angka 

rang yang terinfeksi virus flu burung sebanyak 141 orang sampai dengan 22 Januari 

- --- -----------,-
\ 
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009 dan 115 orang dintaranya meninggal dunia (WH0,2009). Berdasarkan penelitian 

ang dilakukan oleh Nidorn dkk (2006) menunjukan kueing yang berada di pasar wilayah 

urabaya telah terinfeksi oleh virus flu burung subtype H5Nl. Selain itu, berdasarkan 

enelitian yang dilakukan oleh Revianny (2008) ditemukan 2 virus H5Nl pada ayam di 

asar Surabaya tanpa menunjukkan gejala klinis virus flu burung H5NI dan 3 orang 

enjuaJ ayam di pasar Surabaya memiliki antibodi terhadap virus flu burung subtipe 

H5Nl. Kajian mekanisme secara molekuler infeksi virus flu burung pada manusia dan 

hewan sangat dibutuhkan terutama terhadap daya adaptasi virus flu burung yang menular 

dari hewan ke manusia. Sehingga bisa dilakukan pencegahaan seearn dini baik 

pencegahaan seeara preventif yang meIiputi imunisasi dengan menggunakan vaksin.KIE 

kepada masyarakat maupun pencegahaan seeara kuratif yaitu pemberian obat antara lain 

oseltamivir maupun herbal medicine. 

Berdasarkan roadmap penelitian penelitian Universitas Airlangga bahwa peneJitian 

fil merupakan rangkaian penelitian yang dilakukan oIeh Tim peneliti Universita 

Airlangg~ dalam rangka melakukan pemetaan penyakit Influenza maupun penyakit Flu 

Burung H5NI. sejak tabun 2004 telah melakukan penelitian terhadap dinamika virus flu 

burung di lapangan. Beberapa virus telah berhasil diisoJasi dari Japangan dengan karaktcr 

yang bcrbeda meskipun struktur virus yang diisolasi rnenunjukan virus yang sangat ganas 

tetapi ayam yang membawa virus tersebut tidak menunjukkan gejala sakit atau kernatian. 

Pada tabun 2003-2004, telab membantu mengidentifikasi kuman yang banyak 

menimbulkan kematian pada unggas. Surveilans dilanjutkan untuk mengisolasi virus 

H5Nl pada babi tabun 2005 dilanjutkan pada tabun 2006 denbr.lD melakukan surveiJlans 

virus H5NI pada kucing, juga telah mengidentifikasi virus H5Nl yang telah menginfeksi 
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manusia. Pada tahun 2007. tclah dilakukan pcnclirian pada hewan coba yang menunjukan 

keganasan (virulensi) yang berbeda pada tiap spesies. Oleh sebab itu, di talmn 2012-

20132. tim peneliti Universitas Airlangga mclaksanakan kajian secara menyeluruh 

terhadap virus flu burung dan menganalisis mekanisme secara molekuler infeksi virus flu 

burung dari manusia ke hewan. Ini disebabkan ketidaksamaan patogenistas dan virulensi 

virus flu burung yang menginfeksi dari hewan ke man usia dengan virus flu burung yang 

menginfeksi dari manusia kc hewan. Penyebab lainnya adalah manusia yang terinfeksi 

oleh virus flu burung dan mengalami recovery atau penyembuhan dapat sebagai hospes 

perantara dengan membawa virus sehingga kcmungkinan untuk menular ke hewan dan 

terjadi perubahaan terhadap struktur maupun daya virulensi dari virus flu burung harns 

dikaji secara mendalam. 

1.2 Rumusan Masalah : 

Berdasarkan Jatar beJakang masalah tersebut maka rumusan masaIah yang 

diajukan: 

I. Bagaimanakah karakter molekuler virus A vian influenza subtipe H5Nl yang 

menginfeksi berbagai hewan di Indonesia saat ini? 

2. Bagaimanakah karakter molekuler virus Avian Influenza subtipe H5Nl yang 

diinfeksikan pada hewan model monyet dan ayam (model transmisi virus AI H5NI dari 

manusia ke hewan)? 
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BAD 2 TINJAUAN PUSTAKA 

.1 Struktur Virus Flu Burung 

Virus influenza adalah salah satu virus yangtermasuk dalam golongan 

Orthomyxoviridae. Virus influenza terbagi menjadi virus influenza A,B dan C dan 

penggolongan inti didasarkan pada gen Matriks (M I) dan gen Nukleoprotcin 

(Adwan,2009). Virus Influenza A dapat dibagi menjadi subtype berdasarkan pada 2 

protein permukaan yaitu hemagglutinin (HA) dan neuraminidase (NA) dan sampai 

dengan saat ini telah terdapat 16 subtipe protein HA (Hemagglutinin) dan 9 NA 

(Neuraminidase) yang dapat ditemukan pada populasi bumng liar (Smart dan 

Connely,2008). Virus influenza A yang memiliki virulensi yang tinggi atau yang discbut 

dengan Highly Pathogenic terdapat pada virus influenza A subtipe H5 dan H7 yang dapat 

menyebabkan kematian dengan angka 100% pada petemakan unggas dan juga pada 

maousia tetapi hanya bersifat asimptomatis atau tanpa gejala pada burung liar (Capua dan 

Marangon, 2006). 

Virus Influenza A subtipe H5N I berbentuk spherical dengan diameter 100-200 

om dan terdiri alas 8 segmen afau gen dengan untai tunggal RNA negatif. Virus Flu 

Burung memiliki mRNA yang bersifat monosistronik yang mengkode 10 protein. 

Genome RNA virus Flu Bumng terdiri atas gen nukleoprotein (NP) dan 3 subunit RNA 

polymerase complex (P A, PB 1, dan PB2) yang memiliki peranan penting di dalam proses 

replikasi dan bergabung bersama dengan komplek ribonukleoprotein (RNP). Bagian 

dalam amplop terdiri atas protein Matriks (Ml) dan chanel ion protein M2. Selain itu, 

juga terdapat protein non-struktural yaitu protein NS2 dan NSI. Protein NS2 memiliki 

peranan yang penting dalam mengambil RNP (Ribonucleoprotein complex) dari inti sel 

4 
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an l>erinteraksi dengan protein MI. Protein NSI mcmiliki berbagai peranan alllara lain 

cngat ur pcmisahaan dan pcngambilan bahan-bahan yang dibutuhkall dari nucleus 

ne lluju mRNA sclu ler dan Illcmil iki pcranan y<lng penling da lam menstimulasi Icrjadinya 

rans las i ulltuk 1I11lpall ba lik Icrhadap akt ifitas interferon pada hospes. Untuk protein HA 

an NA yang lerlelak pada pennukaan virus mcmilik i peranan dalam proses pcrlekalan , 

Jcnggabungan dan masuk kcda lam sc i hospcs, pcrkcmbangbiakan virus dad sc i hospcs 

ang Icrinfcksi oleh vim flll burllng. Sc lain illl , protein HA dan NA mcrupakan dua 

rote ill ya ng be rtanggu ngjawab 5eeara langsling dengan terjadinya netralisasi antibod i 

engan hospcs (Adwan, 2009 ~ S mart dan Connciy,2008) 

Gambar 2.1 Morfologi virus fl u burung subtype 1-15N I terdiri dari 8 scg mcil 
(Neumann ,Noda dan Kilwaoka, 2009) 

2.2 Sifat-Sifat Virus Flu Burung 

Virus Flu Burling I11c mi liki sira t yang 5ama dengan virus l<li nnya yaitu tidak dapat 

bcrcpl ikasi di luar sci hospcs. Virus Flu Burung ketika Illcngi.llfcks i individu baru 

mcmbuluhkan kctahanan agar dapa! bcrtahan di lingkungan . Ini dap<ll dibukl ikan bahwa 

virus influen7...tl dapat bcradaplasi dcngan baik di dalam air. Pada kond is i laboraloriulII 
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tau tahap experimen, virus Flu burung dapat disimpan pada air yang telah didestilasi 

aitu pada suhu 28°C dan memiliki daya infeksi selama 100 hari, 17°C selama 200 hari 

an mungkin lebih dari 1000 hari pada suhu 4°C. Pada kondisi nonnal • daya tahan virus 

Flu burung yang aktif dipengaruhi oleh PH. salinitas, radiasi UV dan kehadiran bahan 

biologi yang aktif seperti enzim yang memiliki kemampuan degradasi, bakteri dan 

mikroorganisme lainnya. Strain Flu Burung yang berasal dari isolat manusia dapat stabil 

pada pH netral sampai dengan pH 8,5 dan daya infeksi akan menurun secara drastis 

dibawa pH pH 6.0 tetapi masih dapat bertahan pada pH 4 bila dibandingkan dengan strain 

virus Influenza A lainnya yang berasal dari isolat manusia (Horimoto and 

Kawaoka,200S). 

Vims Flu Burung merupakan virus yang menyebar melalui aerosol. Aerosol yang 

mengandung virus Flu Burung mungkin masih infektif sampai dengan 24 jam atau lebih 

pada kelembaban yang rendah dan hanya I jam pada kelembaban yang tinggi (Rahardjo 

dan Nidom, 2005). 

2.3 Penularan Virus Avian Influenza 

Virus AI dapat terbawa di dalam saluran gastrointestinal burung liar ke 

seluruh dunia. Virus ini sangat berbahaya dan dapat menyebar di dalam saliva, cairan 

ang dikeluarkan melalui hi dung dan feses dari burung yang terinfeksi HSNI. Virus AJ 

secara normal bersifat asimptomatis pada burung liar tetapi dapat menyebabkan kematian 

pada ayam, bebek dan kalkun. Burung yang dipelihara dapat terinfeksi melalui kontak 

langsung dengan burung yang terinfeksi (antara burung liar dan burung yang dipelihara) 

tau melalui kontak dengan tanah yang terkontaminasi, sangkar dan air atau melalui 

akanan yang terkontaminasi dengan virus AI. Sebuah penelitian menemukan bahwa 
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VIrus AI H5N I dapat di sebarkall mc lalui burllng yang berm igrasi di daerah Asia 

Tenggara (Webster, 2006) . Selaill burllng liar, anj ing dan kucing mcmiliki potcnsi dalam 

IIlcnycbarkan vims AJ subtipc I-I SN I. Ini didasarkan has il pcneiil ian dari lim FKH-UGM 

mcncmukan 2 ekor anj ing dan kucing positif Icrhadap ill fcks i virus AI subtipe 1-1 5N I 

(Asmara, 2007) . Se lain illl, Ill cnmul hasil pCllclitian yang di lakukan di 6 kola di 

Indoncsia dilclllukall prevelclIs i kllc ing yang lcrinfeksi oleh virus AJ sllbtipe 1-1 5N l 

adalah scbesar 19,8% da n 500 kucing ( Nidolll , 2006). Virus innuclI7.a dapa! ditularkan 

mcla lui kontak dcngan pcrmukaan dan baharl yang Icrkonlaminasi dcngan virus Al alau 

mclalui hospcs pcrantara sepe l1i babi . Karcna mallllsia jarang tcrpapar olch virus AI 

maka n13.JllI sia mc mil iki imunilas yang scdikil Icrhadap partikcl virus ini di dal am 

populasi yang bcsar. in i IIlcnyebabkan vims Al rncnjadi ganas apabi la lerjadi pCllu iaran 

3.JItar malllls ia dan dapat mcnyc babkan pandcmi k. 
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Ga mbar 2.2 Jallir Pcnularan Vi nl s Avian Influenza pada Unggas dan 
Mnlllls ia (S 1I11l bcr : Robcrtsoll , 2006) 

Kebanyakan spcsics un ggas liar dan domcslik peka Icrhadap infeksi VlruS 

in fluc llza walauplIll ada virus yang sangal patogcn pada salu spcs ics tetapi bisa bcrs ifat 
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·dak patogen pada spesies lain. Sebagai contoh, bebek cenderung tidak menunjukkan 

ejala klinisjika terinfeksi virus Avian Influenza yang bersifat letal pada ayam. walaupun 

irus tersebut dapat dideteksi di dalam berbagai organ dalam dan darah dari bebek yang 

erinfeksi. Oi antam spesies unggas domestik, maka ayam dan kalkun merupakan spesies 

ggas yang paling sering mengalami outbreak virus avian influenza (Horimoto and 

.4 Patogenisitas Virus 

Berdasarkan patogenisitasnya maka virus avian influenza dapat dibagi dua yaitu 

Virus Avian Influenza Yang Sangat Patogen (Highly Pathogenic Avian Influenza "'. 

AI) dan Virus Avian Influenza yang Tidak Patogen (Low Patogenic Avian influenza = 

LPAI). 

Virus avian influenza dikategorikan sebagai HPAI apabila virus tersebut memiliki 

skor intravenous pathogenicity index (iVPi) pada ayam umur enam minggu lebih dari 1,2 

atau dapat menimbulkan mortalitas sebesar 75% pada ayam um",r 4 - 8 minggu yang 

diinfeksi secara intravena. Untuk virus subtipe H5 dan H7 yang tidak memiliki IVPI lebih 

dari 1,2 maka untuk menentukan HPAI perlu dilihat adanya multiple basic amino acid 

pada regia cleavage site gen HA virus (Swayne, 2008). 

Virus LPAI bereplikasi terutama di dalam usus dan organ resplrasl yang 

selanjutya dapat dikeluarkan melalui feses dari burung yang terinfeksi, sehingga 

transmisi virus melalui rute Jaecal-contaminated-water-oral merupakan mekanisme 

penularan virus di antara burung air. Infeksi oleh virus HPAI konsentrasi tinggi yang 

bereplikasi secara sistemik pada unggas juga dikeluarkan melalui feses. Namun virus 
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HPAI akan ditransmisikan diantara spesies unggas melalui rule nasal dan ora) yang 

kontak dengan material yang terkontaminasi virus (Horimoto and Kawaoka,2005) 

Virus LPAI menyebabkan infeksi loka] di dalam saluran pemafasan atau saluran 

pencemaan yang akan menimbulkan infeksi sedanglasimptomatik. Ayam yang terinfeksi 

virus HPAI menimbulkan gejala klinis umum seperti swelling endotel dari pembuluh 

darah keci~ hemorrhagi dan trombosis. Virus HPAI dapat bereplikasi dengan efisien di 

dalam endotel pembuluh darah dan sel-sel parenkim perivaskular sehingga dapat 

menimbulkan disseminasi virus serta infeksi sistemik (Horimoto and Kawaoka,2005). 

Virus avian influenza juga dapat dikategorikan sebagai HPAI jika isolat 

tersebut dapat mcmbunuh I - 5 ekor ayam walaupun tidak termasuk sub6pe H5 atau 117, 

atau kategori lain yang dipakai yaitu jika terjadi pertumbuhan virus dalam kultur scI 

dengan pembentukan ePE alau plaque tanpa menggunakan tripsin. Sebaliknya jika virus 

yang diinfeksikan ke kultur sel tidak dapat tumbuh (tidak muncul CPE), maka isolat 

dikatakan tidak tennasuk HPAI. Kategori lain yang digunakan untuk mengetahui virus 

HPAI yaitu untuk semua virus H5 atau H7 yang bersifat low pathogenic, telapi memiliki 

pertumbuhan pada kultur sel tanpa trypsin, maka urutan asam amino dari connecting 

peptide gen HA harus ditentukan. Jika sekuennya mirip dengan isolat HPAl lain maka 

isolat yang diuji tersebut dikategorikan sebagai HPAl karena kebanyakan virus HPAI 

memiliki seri basic amino acid pada cleavage site gen HA. 

2.5 Epidemiologi Virus Avian Influenza 

Flu burung atau juga dikenal sebagai avian influenza merupakan penyakit 

infeksi yang disebabkan oleh virus influenza tipe A Hingga saat ini, wabah flu burung 

dengan patogenisitas yang tinggi (highly pathogenic), disebabkan oleh virus influenza 
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Sllblipc H5 dan H7 (Behrens lind Stoll , 2006). Flu burung highly patllOgclllc untll k 

pertama kalinya dikcnal scbagai pCllyakit in rcksi yang tcrjadi pada bunlllg, unggas dan 

aY3lTl di hali pada tahun 1878 (Hardcr and Wemer, 2006). Meskipun Ou bUfling highly 

'patl/O~ef1ic jarang scka li dilem uk;:1II mcnginfcksi man lls ia akan IClapi fl u burung juga 

dapat mcnglnfeksi dan mc nycbabbn ke matian pada lll<l1nalia da n manllsia (WHO, 2008). 

'- '--- = =--
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GambaI' 2.3 Dacrah cndemis virus AI SUht ipc H5N I di Sc luruh Indonesia 
(Sumber: WHO, 2008) 

Flu burung Ic rjadi di Indonesia sejak pcncngahan tahun 2003, akan leta pi 

banI pada 25 Jallllari 2004, Pemcrinlah mengumumkan sceara rcsmi kcpada masyarakal 

Indonesia bahwa tclah tcrjadi w<l bah flu bUrll ng pmia ayam dan unggas lainnya sepCl11 

ayam pclelu f, aya m bibit , ayam pedaging, bebek dan bUrlIng puyuh . Bcrdasarka n laporan 

resmi tcrsebul. telah tcrjadi ke matian ayam sebanyak 4,7 j ula eker. bahkan sampai 

dcngan ak hir Fcbruari 2004 , ke matian unggas tcreatat sebanyak 6,2 juta ckor. Daerah 

yang Icrscrang nu bur ling kcbanyakan bcrada di Pulau Jawa. yaitu Prop insi Jawa Timur 

(13 kabupaten), Jawn Tcngah ( 17 kabupalen). Jawa Baral (6 kabupa tcn). Bantcn (I 

kabupalcn), Dacmh Istimcwa Yogyakarta (3 kabupaten). Sedangka n dacrah di luar Pulau 

Jawa yangjug.:'l ICrserang pcnyakit ini diantaran ya adalah Bali (5 kabupatcn), Lampung (3 
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abupaten), Kalimantan Selatan (I kabupaten), Kalimantan Timur (l kabupaten) dan 

alimantan Tengah (I kabupaten) (Raharjo dan Nidom, 2004). 

Melalui anal isis molekuler metode PCR telah diketabui subtipe virus AI yang 

enyerang unggas di Indonesia mempunyai sUbtipe H5NI, karena mempunyai bomologi 

ekuens sebesar lebib dari 80% dengan sekuens H5NI dari virus AI yang menginfeksi di 

aratan Cina (Nidom, 2005; Raharjo dan Nidom, 2004) . 

• 6 Antigenic Shift dan Antigenic Drift 

Virus Influenza A memiliki kemampuan untuk sering bermutasi sering 

engalami mutasi titik dalam proses replikasi di dalam sel hospes yang terinfeksi dan 

iasanya disebut dengan antigenic drift. Selain antigenic drift juga dikenal virus influel17...a 

terutama virus flu burung juga dapat mengalami antigenic shift. Antigenic shift 

erupakan basil dari terjadinya reassortrnent secara genetik antara virus Influenza A 

ang berasal dari unggas (H5NI) dan virus Influenza dari manusia (H3N2,IDNI) 

ehingga menimbulkan perubahaan pada gen HA dan tidak dikenali oteh imunitas pada 

opulasi sehingga virus yang merupakan hasil dari reassortment antara virus yang berasal 

ari unggas dan manusia memiliki kemampuan untuk menyebar secara cepat dan 

enyebabkan morbiditas dan mortalitas yang tinggi. Antigenik shift dapat dihasilkan dari 

iga mekanisme yaitu I) terjadinya reassortant antara subtype virus influenza A dan 

eassortant biasanya terjadi pada babi, unggas, kuda dan virus influenza A yang 

enginfeksi pada manusia. Mekanisme yang kedua adalah terjadinya perpindahaan virus 

u burung secara langsung dari 1 hospes ke bospes yang lain dan mekanisme yang ketiga 

daJab timbulnya virus yang telah lama menghilang atau tidak bersirkulasi kemudian 

oncul kembali pada sebuah spesies. Selain itu, Antigenik drift disebabkan terjadinya 
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bahaan yang kecil pada gen HA (Haemagglutinin) dan NA (Neuraminidase) yang 

isebabkan adanya akumulasi mutasi titik secara random merupakan penyebab terjadinya 

asa interpandemik dan permasalahaan ketika produksi vaksin dilakukan secara massal 

Stephenson dan Nicholson, 200 I) . 

• 7 Transmisi Virus Influenza A pada Manusia 

Pada umumnya virus avian influenza tidak bereplikasi secara efisien pada 

manusi~ sehingga transmisi langsung virus avian influenza ke manusia sangat jarang 

teIjadi. Penularan virus avian influenza ke manusia memerlulsan paparan jumlah virus 

ang banyak untuk dapat menimbulkan tingkat replikasi virus yang cukup pada manusia. 

Kemampuan pertumbuhan virus avian influenza yang terbatas pada manusia diperkirakan 

sebagai barrier munculnya pandemi virus avian influenza melalui transmisi langsung dari 

unggas ke manusia (Horimoto and Kawaoka.2005). Namun menurut WHO (2007), 

bahwa infeksi Virus AI H5Nl ke manusia dapat terjadi melalui penularan dari unggas ke 

manusia, mungkin dari lingkungan ke manusia dan penularan dari manusia ke manusia 

secara terbatas. Knipe (2007) menyebutkan bagaimanapun juga transmisi virus AI dari 

manusia ke manusia masih belum pemah dilaporkan. 

Sebelum tahun 1977, transmisi virus avian influenza ke manusia masih be)um 

meoyebabkan gangguan kesehatan pada manusia. Asumsi ioi berdasarkan penemuan 

secara eksperimental bahwa virus unggas tidak berepJikasi dengan efisien pada manusia 

dan o)ch karena itu tidak ada kasus fatal pada manusia yang telah dilaporkan selama 

outbreak HPAI. Hal ini disebabkan karen a terdapat perbedaan spesifisitas reseptor antara 

virus unggas dan manusia yang dipercaya sebagai host range barrier sehingga transmisi 

r , 
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irus unggas ke manusia tidak teIjadi. Sampai tabun 1977, hanya ada tiga kasus transmisi 

angsung virus influenza dari unggas ke manusia (Knipe,2007). 

Seperti pada kasus infeksi virus AI H5Nl di Hongkong tahun 1997 telah teIjadi 

nularan langsung dari ayam ke manusia. Berdasarkan dari hasil analisisnya temyata ke 

elapan segmen virus tersebut berasal dari virus unggas dan masih terikat ke reseptor 

nggas SA a-2,3. Kemudian diketahui pula bahwa donor gen HA virus tersebut adalah 

goose/GuangdonglI/96 (H5Nl) yang masib terus bersirkulasi di Cina (Lipatov ,2004). 

erdasarkan studi epidemiologi menunjukkan bahwa transmisi langsung virus dari 

urung dan serologis bahwa kejadian transmisi dari manusia ke manusia hanya terbatas 

ada sedikit kasus, sehingga hal ini mengindikasikan bahwa virus masih belum 

eradaptasi penuh pada host manusia (Horimoto and Kawaoka,2005). Dari kasus infeksi 

5NI tahun 1997 di Hongkong nampak bahwa faktor keterbatasan spesifisitas reseptor 

. sel inang tidak diperlukan lagi (Zhou, 1999). Tetapi pada tabun 2002 terjadi kasus 

'nfeksi H5NI lain di Hongkong yang menunjukkan bahwa teljadi mutasi antigenic drift 

an bersifat highly pathogenic pada bebek serta unggas air lain. Hal ini terus berlanjut 

ada awal tabun 2003 dimana virus H5N I telah menginfeksi satu keluarga di Hongkong 

ang mengakibatkan kematian pada riga orang dalam satu keluarga (Horimoto and 

Kawaoka, 2005). 

Perlu diketahui bahwa virus influenza tidak menyebabkan infeksi persisten atau 

laten pada manusia, tetapi virus influenza dipertahankan pada populasi manusia melalui 

penyebaran langsung dari manusia ke manusia selama infeksi akut (Knipe,2007). Namun 

demikian penularan virus AI H5Nl ke manusia dikhawatirkan dapat memicu terjadinya 
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andemi influenza. apalagi bila penularan tersebut disertai dengan perubahan spesifisitas 

eseptor yang mengarah ke SA a-2.6 (Mansfield,2006). 

Masa inkubasi virus influenza A sekitar tiga hari dan virus influenza B sekitar 

mpat hari. Penyebaran virus influenza yang paling efektif pada man usia adalah melalui 

eroso/ droplet yang terbentuk saat bersin maupun batuk dengan diameter kurang dari 2 

J.lm sehingga dapat Iangsung masuk ke saluran pemafasan bagian bawah. Dosis infeksi 

ada infeksi virus influenza A pada manusia sebesar 0,6 sampai 3 TCID50 (dosis yang 

iperlukan untuk menginfeksi 50% kultur jaringan) saat diberikan Secara intranasal 

Beberapa kemungkinan mekanisme penularan virus AI H5Nl pada manusia serta 

eljadinya pandemi influenza karena teljadi penularan antar manusia seperti pada Gambar 

.4. Pandemi influenza dapat terjadi jika suatu virus Influenza dari unggas memiliki 

protein pennukaan HA yang tidak dapat dieliminasi oleh respon imun tubuh manusia 

(Nichol, 2000). 

O.~tn-" 

Gambar 2.4: Mekanisme Penularan Virus AI H5Nl pada Manusia (Sumber: 
Nichol,2000) 
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Gambar 2.4 pada bagian I.A nampak peranan hewan babi scbagai tempat 

encampuran (reassortment) virus Influenza asal unggas dan manusia. oleh karena babi 

emiliki kedua reseptor ( SA 0.-2,3 dan SA 0.-2,6) sehingga virus hasil reassortment 

ersebut bisa memiliki spesifisitas reseptor SA 0.-2,6 maka dapat memicu penularan antar 

anusia. Sedangkan bagian 1 B menunjukkan peranan babi sebagai lempat adaptasi suatu 

irus yang berasal dari unggas sehingga babi mampu mcngubah spesifisitas reseptor dari 

irus tersebut ke SA 0.-2,6 dan akhimya virus tersebut dapat m~nular ke manusia. 

eranan manusia untuk melakukan reassortrnent virus Influenza asal unggas nampak 

ada Ie, jika man usia terinfeksi virus Influenza asal unggas maka virus tcrsebut akan 

engalami reassortrnenl dengan virus Influenza asal manusia sehingga akan 

emunculkan virus baru yang tidak dikenali oleh respon imun manusia. Manusia juga 

ampu mengadaptasi virus Influenza asal unggas di dalam tubuhnya sehingga akan 

emunculkan virus barn yang juga tidak dikenaIi oleh respon imun manusia 

Nichol,2000). Semua mckanisme terse but pada akhirnya akan menyebabkan virus 

nfluenza dapat menular anlar manusia sehingga dikhawatirkan memicu pandemi 

nfluenza. 
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BAB 3 TUJUAN DAN MANFAAT 

3.1 Tujuan 

Tujuan dari penelitian ini adalah 

I. Menentukan karakter virus Avian Influenza subtipe H5NI yang diisolasi dari lapangan 

2. Menganalisis karakter molekuler genoma virus Avian Influenza subtipe H5N I dan 

patogenisitas virus Avian Influenza subtipe H5NI yang diinfeksikan pada hewan coba 

mooyet dan ayam (model transmisi virus AI H5Nl dari maousia ke bewan). 

Sasaran dari penelitian ini diharapkan dapat mengungkap TaIltai penuJaran virus Avian 

Influenza subtipe H5NI dari manusia ke hewan dan tingkat patogenisitas virus Avian 

Influenza H5N 1 ketika menginfeksi pada hewan dan manusia. 

3.2 Manraat 

Dengan tercapainya tujuan peneJitian ini yaitu diketahuinya mekanisme moJekuJer 

pcnularan virus Avian Influenza subtipe H5NI dari manusia ke hewan maka akan dapat 

diambil langkah terbaik dalam pencegahan penularan virus Avian Influenza subtipe H5 N I 

baik pada hewan maupun pada manusia. 
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BAB4~ETODE 

4.1 Koleksi sampel 

Colton bud steril dioleskan pada bagian nasa}... dan nasopharink pada manusia dan 

hewan babi, bagian kioaka dan nasal pada unggas, kemuc;lian dimasukkan ke dalam 

tabung yang telah berisi medium transport dan disimpan di dalam lemari es - 80° C 

sampai digunakan untuk proses PCR. 

4.2 Inokulasi Medium Transport pada Telur Ayam Dertuoas (TAD) 

Tempatkan telur pada sisi tumpul bagian atas dan diberi kode. Usap bagian atas 

telur dengan menggunakan 70 % ethanol dan buat lubang pada batas ruang udara dan 

ruang alantois. Arnbil I ml spesimen dari medium transport dengan menggunakan 

syringe. Pegang telur, tentukan lokasi embrio dengan menggunakan "egg candler" , 

masukkan jarum ke lubang pada telur, menembus membran amnion, dan inokulasikan 

100 JlI spesimen ke ruang amnion. Tarikjarum 0,5 em dan inokulasikan 100 JlI spesimen 

ke dalam ruang alantois. Tutup lubang telur dengan parafin cair dan inkubasi telur 

tersebut pada suhu 33-37 °c selama 2-3 hari. 

4.3 Metode Uji HA 

Masukkan 50 J1l PBS pada lubang A2-HI2 kemudian masukkan 50 J.l.l kontrol 

antigen atau isolat lapangan dari A I-Fl. Pindahkan 50 JlI dari lubang pertama sampai 

dengan lubang terakhir kemudian tambahkan RBC guinea pig (Marmot) 0,75 % untuk 

sampel dari manusia dan babi, RBC ayam 0,6% untuk sampel dari unggas. Shake dengan 

mekanikal vibrator dan inkubasi dalam suhu 4· selama 30 meDit. Lalu amati adanya 

aglutinasi di dasar sumuran dariplale. 
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4.4 Uji peR 

Ekstraksi RNA dari cairan alantois mengikuti prosedur dari Qiagen RNAeasy 1M 

RNA Isolation Kit. Reaksi PCR dalam mendeteksi virus Flu Burung subtipe H5NI yaitu 

untuk proses denaturasi 94DC selama 1 menit, annealing 50DC selama J menit dan 

extension selarna 3 meDit. SikJus PCR antara 25 sampai dengaD 40 siklus kemudian hasil 

produk PCR dianalisis dengan metode Elektroforesis dan difoto untuk analisis basil. 

4.5 DNA Sequensing 

DNA basil PCR dari masing-masing isolat, setelah dimurnikan kemudian urutan 

DNA ditentukan dengan menggunakan mesin ABI Prism 310 Genetic Analyser, dcngan 

menggunakan Big Dye Terminator (Perkin Elmer Cetus) dan dinalisa tingkat homology 

dengan menggunakan data dari gene bank meDggunakan program Genetic win dan 

Bioedil. 
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BAB 5 RENCANA CAP AlAN, HASIL DAN PEMBAHASAN 

.1 RENCANA CAPAIAN 

Penelitian ini direncanakan dilakukan 2 tahun (taboo 2012 dan tahun 2013). 

*Target capaian tabun I (tahuo 2012) : Penentuan karakter molekuler virus Avian 

Influenza subtipe H5N I hasil isolasi dari lapangan. 

* Target capaian tabun II (tahun 2013) : Analisis karakter molekuler genoma virus Avian 

Influenza subtipe H5NI dan patogenisitas virus Avian Influenza subtipe H5NI yang 

diinfeksikan pada hewan coba monyet dan ayam (model transmisi virus Avian Influenza 

subtipe H5NI dari manusia ke hewan). 

5.2 HASIL 

Telab dilakukan pengambilan sampel virus di lapangan dari berbagai daerah di 

Indonesia seperti Jakarta, Tangerang, Jawa Barat, Jawa Tengah, Jawa Timor, Kalimantan 

Timor, Kalimantan Selatan dan Riau. Pengambilan sampel dilakukan dengan mengambil 

llSapan (swab) dari bagian kloaka dan trakea unggas (ayam peliharaan), babi, bcbck, 

kucing, burung piaraan (burung puyuh) dan kemudian dimasukkan ke dalam medium 

transport. 

Sampel yang diperoleb kemudian di dalam laboratorium BSL3 dipreparasi serta 

dilanjutkan dengan inokulasi sampel ke dalam TAB (telur ayam bertunas) umur 9-10 hari. 

Hasil panen sampeJ dari cairan alantois kemudian dilakukan uji HA (uji Hemaglutinasi) 

untuk meogetabui titer antigen (hemaglutinin) di dalam sampeI. Sampel yang 

menunjukkan hasil pasitif uji HA dilanjutkan dengao uji peR yang didahului dengan 

ekstraksi RNA virus dari sampel. 
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Sampai saat ini teJah berhasil diperoJeh sejumJah 1.607 sampeJ dari berbagai 

ewan di Indonesia dengan rincian berdasarkan daerah yaitu dari Jakarta sebanyak 256 

ampel, Tangerang 234 sampel, Jawa Barat 242 sampel, Jawa Tengah 287 sampel, Jawa 

imur 380, Kalimantan Timur 136 sampeJ, Riau sebanyak 22 sampel dan Kalimantan 

Selatan 20 sampel. Sementara jika sampeJ yang diperoleh dibedakan berdasarkan jenis 

hewan maka rinciannya seperti berikut yaitu dari ayam sejumlah 865 sampel. bebek 127 

sampel, burung puyuh 94 sampeJ, kucing 178 sampeJ dan hewan babi 343 sampel. 

Sampel berupa swab trnkea dan kloaka daJam medium transpor, kemudian diinokulasikan 

ke dalam TAB berumur 10 hari yang selanjutnya dilakukan uji hemaglutinasi dari cairan 

alantois. Data jumJab sampeJ yang telah diperiksa meliputi inokulasi sampel pada TAB, 

uji HA dan PCR seperti pada tabel 5.1. 

Tabel 5.1 Data Hasil Pengambilan Sampel dan HasH pengujian dengan menggunakan uji 
HA dan uji PCR 

Jumlah Sampel Positif 

Spesies Jumlah HA PCR 
Sampel RBCAyam 

-- -~~-.--.-- .... ~.- -----------.-
Ayam 865 83 8 

Bebek 127 0 0 

8urung 94 19 1 

Kucing 178 0 0 

Babi 343 0 0 

Jumlah Total 1.607 102 
I 
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I-Iasi! pcngujian sampcl virus dcngall uji RT-PCR diperolch hasil positif tcrhadap 

gcn HA (1-15) pada 8 sarnpel yang bcrasal dad hewan ayam dimana 4 sampcl positif 

bcrasal dari Kalimantan Timur, I sampel bcrasal dari Jawa Tengah, I sampcJ dad Jawa 

Til1lur, I sampcl da r, Riau dan I sampd la gi dad Kalimantan Sclata ll _ Scdangkan I 

sampel hurung puyuh positif terhac!;Jp gen I-I A (1-15) bemsa l dari Jawa Timur (Lamongan) 

I-I<ls il c1ektrolo resis uji RT-PCR gCIl HA s:unpcl ayalll yang berasal dar. 

Kalima ntan Til1lur sepcl1i pada Gambar 5_1_ berikut ini . 

1776 b" 

Gambar 5.1 : Elektroforcs is has il uji RT-PCR gen I-IA virus AI HSN I (Sampei llo 
1,2,3,4,7 = ncgatif PCR HN H5, no 5 dan 6= positif PCR HN H5, M= 
marker I Kb) 

Sclanjulnya dari sampcl yang sudah positiflcrhadap gen 1-15 di lak ukan RT-PCR Icrhadap 

gen ckstcrnallain (gen Neuraminidase = NNN I). Has il RT-PCR gen NA yang spcsiiik 

mcnggllnakan primcrllllluk NI seperti lertera pada Gambar 5.2. 

14 13 bp 

Gambar 5.2 Elektrolo resis hasil RT-PCR Gen NA Virus AI 1-15N I scbesar 14 13 bp. M = 

marker. I dan 2 = sampcl posilif 
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234 1 bo 

Gambar 5.3 Hasillr r· PCR Gen 1'132 Virus 1-15N I scbcsar 234 1 bp_ M = marker, I dan 2 
= sampel pos iti f 

Has il uji RT- PC R sampel "yam dari Jawa Tcngah scpcrli pada Gambar 5.4 di hawah ini. 

M 1 234 

1776 

Gall1 bar 5.4 : Elck troforcsis has il uji RT-PCR gcn HA virus AI H5N I (Sa lllpel no 
2 = posilif > sampclno 1,3 d<lll4 = I1cgatif. M = marker I Kb) 

Hasil uji RT-PCR gen HA (1-15) sl.lmpc l aya m dari Jawa T imUf scpcrt i pada Gamba r 5.5. 

1776 bn 

Gambar 5.5: Elcktroforcsis has il uji RT-PC R ge l! I-IA virus AI1-I5N I (Sampct no 1= po
sil if peR J-I A/I-15,sampel no 2 = ncgatifPCR I-INI-I5, M = marker 1 Kb) 
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'Ias il uji RT-PCR ge n HA (1-15) sampcl bunmg puyuh dari Jaw<l Timur (Lamongan) 

perti pada Gambar 5.6 di bawah in i : 

1776 bp 

Gambar 5.6 : Elek tro lo res is has il uji RT-PCR gen HA virus AI HSN I (Sampel no 3 = 

positifPCR HAlHS,sampeJ no 1,2,4 ,5,6,dan 7 = negatifPCR I-liV115, 
M = marker I Kb) 

Hasil Uji PCR gen HA (1-15 ) sam pel ayam dad Ka li mantanTimur scpcrti pada Gambar 

5.7 berikut ini . 

M I 23 

Gambar 5.7: Elektroforcsis hasi l uji RT-PCR gen HA vims AI H5N I (Sampei no J dan 3 
= posilif PCR HA/H5, sampcl no 2 = negatif PC R HAII'15, M = marke r) 
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-Iasil Uji pe R lerhadap gcn 1-IN I-15 sampc1 ayam dariRiau dan Kalimantan Sclatan 

cpcrti pada Gambar 5.8 bcrikut. 

ambar 5.8 : Elcktrororcs is has iluji R"r·PCR gen I-IA virus AI H5N I (Sampelno 2 == 
positi f pe R HAlH5 dari Riau, sampcl no 5== positif PCR gCII HAIl 15 dan 
Ka limantan Scla tan, s3mpcl no 1,3,4,6 dan 7 == negatif PCR HNH5, M= 
marker 1 Kb) 

I-Iasil Uji peR gcn NAIN I sampcl ayam dari Jawa Tcngah, Jawa Timur, Riau, 

Kalimantan Sclatan dan Kalimantan limnr. 

MI 23 456 

Gam bar 5.9 ; Elcktroforesis has il uj i RT·PCR gC I) NA virus Al H5N I (Sampcl no 
1,2,3,4,5 dan 6 = positif pe R NAlNI , M=markcr 1 Kb) . 
No I =sampcl dari Jawa Tcngah, no 2= dari JawaTilllur, no 3 = dari 
Riau , no 4= dari Ka limantan Selatan , no 5 dan 6 = dari Kalimantan 
Timur 
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Hasil Uji pe R gcn PB2 sampcl ayam dari Jawa Tcngah , Jawa Timur, Riau, Kali manta n 

Selalan dan Ka limantan Timur. 

MI 23 4 56 

Gambar 5.9 : Elcktroforcsis has illui PCR gcn PB2 virus AI H5NI (Sa mpcl no 
1,2 ,3,4,5 dan 6 = positif PC R NN N I , M=marker I Kb). 
No I "'-si.lInpel dari Juwa Tcngah , no 2= dari JawaTimur, no 3 = dari 
Riau, no 4= dari Ka liman tan Sci alan, no 5 dan 6 = dari Ka liman tan 
Timur 

Hasil PCR ke-9 sampel pos iti f baik untuk gcn HA, NA dan PB2 dil anjut kan lagi 

dcngan sckucnsing yang diawali dcngan proses purifikas i praduk pe R, labeling, 

prcsipitas i lalll memas likkan sampe l kc mcsin sckuensing. Hasil sckucnsing bempa 

clektroferogram selanj utllya dilakukan anal isis dcngan program GeneticWin scrla 

program Biocd i!. Hasi l pohon fi logcnctik gcn I-lA, NA dan PB2 unluk sal11 pe l yrulg 

e1idapat tertcra pada halaman lampiran. 

5.3 PEMBAHASAN 

Pcngambi lan sampel pada un ggas karena IIn ggas mefupakan salah sal'u target dad 

infcks i virus Avian In nucnza H5N I tcrlltama di dacrah pctcmakan dan unggas yang 

d ipclihara d i bclakang rlllllah (bock YOI'd). Infcks i virus Avian Innuenza H5N I pada 

unggas I1Icnycbabkan lIl orta lilas sampai dengan 100% dcngan tingkat kcrugian pada 

usaha pcrt emakan yang cukup tinggi . Infcksi virus Avian InnuclI:t .. .c1 H5N I pada unggas 
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iasanya ditandai dengan adanya gejala bulu rontok, cangkang telur yang tidak keras, 

epresi dan pen unman kondisi tubuh, penurunan produksi telur dengan drastis, 

kehilangan narsu makan, cyanosis (warna ungu-kebiruan) pada jengger dan wattles, 

edem dan pembengkakan pada kepala, kelopak mata, jengger, wallles, dan daerah di 

sekitar kaki, diare, terjadi sedikit perdarahaan dari daerah nostril, kehilangan kordinasi 

lermasuk kehilangan kemampuan berjalan dan berdiri, terdapat hemorrhagic/perdarahaan 

(mudah terlihat pada daerah di sekitar kaki dan tulang kering). 

Selain pada unggas, pengambilan sampel juga dilakukan pada babi. Ini 

disebabkan Babi merupakan salah satu hewan yang dipertimbangkan sebagai hewan 

perantara atau "mixing vessels" karena babi memiliki 2 spesifisitas reseptor yaitu 

SAal,3GaI dan SAa2,6Gal pada sel epitel trakea sehingga babi memiliki kemampuan 

sebagai tempat replikasi virus influenza dari manusia dan unggas. Berdasarkan penelitian 

yang dilakukan oleh Nidom. dkk (2010) bahwa ditemukan virus Avian Influenza H5NI 

yang menginfeksi pada babi sebesar 7,4 % dan terdapat satu virus Avian Influenza yang 

memiliki spesifisitas reseptor SAal.3Gal dan SAa2,6Gal sehingga hal ini memberikan 

indikasi bahwa virus Avian Influenza bereplikasi pada babi dan memiliki kemampuan 

untuk mengenali spesifisitas reseptor pada manusia. 

Sedangkan pengambilan sampel pada kucing, karena kucing merupakan hewan 

mamalia yang juga memiliki potensi untuk terinfeksi virus Avian Influenza H5Nl dan 

menularkan pada lingkungan terutama pada manusia. Pada tabun 2008, peneliti 

Laboratorium Flu Burung Universitas Airlangga menemukan adanya infeksi virus flu 

burung pada kucing di Jakarta, Tangerang, Banten dan jUb'Cl Surabaya sehingga 

monitoring infeksi virus flu burung terhadap kucing sangat diperlukan. lni berkaitan 
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engao adanya sifat antigenic drift dan antigenic shift pada virus Avian Influenza yang 

memicu timbulnya subtipe virus influenza baru. Sebagaimana diketabui antigenic drift 

isebabkan adanya mutasi titik, sebagian kecil pada asam amino dan teljadi secara 

gradual pada gen HA dan NA. Pada mamalia, antigenic drift disebabkan adanya seleksi 

positif daTi mutasi yang terjadi secara spootan oleh netraIisasi antibodi. Antigenik drift 

biasanya dapat diobservasi pada petemakan dan jarang tetjadi pada populasi manusia. 

Tingkat teljadioya mutasi asam amino teThadap gen HA dan NA secara frekuensi kurang 

dari I % per tabuo dan menyebabkan terjadinya epidemik. 

Antigenic shift merupakan perubahaan pada sebagian besar pada asam amino pada 

gen HA atau NA sehingga meogbasilkan urutan asam amino bam pada HA atau NA. 

Apabila subtipe HA atau NA yang sudah mengalami perubahaan menginfeksi pada 

populasi manusia sehingga respon imun tidak mengenali virus influenza A akan 

menyebabkan terjadinya pandemi. 

Dari pengambilan sampel didapatkan 1.607 sampel swab dan telah ditanam di 

teluT ayam bertunas dengan usia 9-10 hari dan inkubasi selama 48-72 jam. Diagnostik 

yang digunakan uotuk mendeteksi virus flu burung H5N I adalah dengan menggunakan 

PCR (Polimerase Chain Reaction). Deteksi RNA virus flu burung subtipe H5NI dengan 

meoggunakan Reverse Transcriptase PCR merupakan gold stand art untuk pemeriksaan 

infeksi virus flu burung. Keunggulan dari pemeriksaan dengan menggunakan Reverse 

Transcriptase PCR membutuhkan waktu antara 4 sampai dengao 6 jam dan dapat 

diketahui karakteristik genetik virus flu buruog subtipe H5NI yang menginfeksi pada 

man usia. Kelemabaan dari metode Reverse Transcriptase PeR adalab hams mengganti 

primer dan probe yang terus-menerus disebabkan virus flu burung yang mudah mutasi 
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terutama pada gen HA (Haemaglutinin) dan NA (Neuraminidase). Pengujian secara 

serologik dan rapid lest (Directigen Flu A dan B). Rapid lest Direcligen Flu A dan B 

maupun Flu OIAIB memiliki spesifisitas yang tinggi yaitu 30tara 95 % sampai dengan 

100 % namun memiliki sensitifitas yang bervariasi yaitu 30tara 50 % sampai deogan 70 

% dan lebih tinggi pada anak-anak dibandingk30 pada kelompok dewasa (Gavin dan 

Thompson,2003;Uyeki,2006). 

KuJtur sel merupakan gold stand art untuk diagnosis agen infeksi termasuk vims 

flu burung. Inokulasi virus flu burung dengan menggunakan kultur sel bertuju30 untuk 

mempropagasi atau memperbanyak virus dan membutuhkan waktu minimal 48 jam untuk 

melihat pertumbuhan virus dan identiftkasi VIruS yang spesifik 

(Ginochio,2007;Beigel,2008). Kelemahan dari kultur sel adalah membutuhkan waktu 

yang agak lama untuk mengambil keputusan pemberian antiviral pada penderita yang 

terinfeksi oleh virus flu burung. 

Pengujian dengan menggunakan mikroskop immunof]uoresen biasanya digunakan 

untuk mendeteksi antigen virus flu burung. Sampel yang digunakan adalah jaringan dari 

sel epitel saluran pernafasan pada obyek gelas kemudian diwarnai dengan antibodi yang 

spesifik dan dilabel dengan substrat yang memiliki warna (Foo, 2009). Mikroskop 

imunofluoresen memiliki sensitifitas 80% apabila dibandingkan dengan deteksi secara 

langsung menggunakan rapid test. Sensitifitas dengan menggunakan teknik 

imunofluoresen dibandingkan dengan kultur sel memiliki rentang antara 70% sampai 

dengan 100%, spesifisitas antara 80% sampai dengan 100%; PPV (Positive Predictive 

Value) 85% sampai dengan 94% dan NPV (Negative Predictive Value) berkisar 30tara 

96% sampai dengan 100%. Teknik imunofluoresen sangat bergantung pada kualitas dari 
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pesimen yang diuji dan tergantung pada jumlah sel epitel saluran pemafasan didalam 

pesimen yang akan digunakan untuk pengujian. Selain itu, analisa hasil teknik 

munofluoresen juga dipengaruhi oIeh adanya sel non spesifik dan debris yang dapat 

engakibatkan terjadinya positifpalsu dan negatifpalsu (Gavin dan Thompson, 2003). 

Pengujian secara serologik untuk mendeteksi antibodi IgG dan IgM dapat 

igunakan sebagai konfirmasi dan serokonversi dengan pengambilan darah 7-21 hari 

otuk mengetahui adanya peningkatan titer (Beigel,2008). Berdasarkan hasil penelitian 

elah dilakukan menunnjukkan bahwa Elisa menunjukan hasil yang lebih baik apabila 

ibandingkan dengan teknik imunofluoresen dalam mendeteksi virus influenza dcngan 

nsitifisitas 70% dan teknik imunofluoresen 60% sampai dengan 65% dcngan 

enggunakan spesimen dari aspirasi dan bilasan nasal. Namun pengujian Elisa memiliki 

elemahan yaitu terdapat positif palsu di dalam proses analisa data (Dwyer et ai, 

006;Alwynn et ai, 2002 ). 

Dari 1.607 sampel swab yang berhasil dikumpulkan. 8 sam pel dari ayam 

enunjukkan hasil positif terbadap uji PCR gen H5 serta 1 sampel dari burung puyuh 

ositif uji PCR gen H5. Untuk mengkarakterisasi ke-9 isolat positif tersebut maka 

ilanjutkan dengan sekuensing meliputi gen HA, NA dan PB2 yang dibandingkan dengan 

ta dari GeneBank. 

Setelah dilakukan analisis basil sekuensing gen HA dengan data dari GeneBank, 

emua isolat yang didapat dalam penelitian ini termasuk ke dalam sub clade 2.1.3 

erdasarkan klasifikasi WHO/OlE. Dari anal isis pohon filogenetik gen HA didapatkan 

ahwa virus yang berasal dari isolat ayam terbagi menjadi 2 kelompok. Sementara 
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analisis filogenetik gen NA juga menunjukkan hubungan yang serupa dengan gen HA 

(virus yang diperoleh terbagi menjadi dua kelompok virus). 

Berdasarkan analisis pohon filogenetik gen HA dan NA dimana virus yang 

diperoleh dari ayam dibagi menjadi dua kelompok, kelompok virus pertama (Grup A) 

terdiri atas 7 virus yaitu virus yang diisolasi dari ayam di provinsi Jawa Timur, Jawa 

Tengah, Riau, Kalimantan Selatan, Kalimantan Timur (dua virus) serta virus dari burung 

puyuh, kelompok kedua (Grup B) terdiri atas 2 virus yang semuanya berasal dari 

Kalimantan Timur. Dari analisis kekerabatan gen HA nampak bahwa virus Grup A 

memiliki kekerabatan paling dekat (99%) dengan virus dari ayam yang diisolasi tabun 

2010. Virus dari Grup B memiliki kekerabatan paling dekat dengan virus dari ayam yang 

diisolasi pada tab un 2007 .. Kenyataan ini menunjukkan bahwa virus yang berhasil 

diisolasi pada penelitian ini memiliki kekerabatan sangat dekat dengan virus yang 

bersirkulasi di Indonesia selama ini. 

Beberapa virus yang didapat pada penelitian ini, khususnya dua Virus dari 

Kalimantan Timur memiliki kekerabatan sangat dekat dengan virus dari provinsi lain 

yaitu Jawa tengah, Jawa Timur, Riau (Sumatra) dan Kalimantan Selatan, hal ini 

menunjukkan telah terjadi perpindahan virus antar provinsi, misalnya melalui terbawanya 

ayam yang telah terinfeksi olelt lalulintas manusia antar provinsi atau oleh migrasi 

burung liar. 

Hasil anal isis gen HA juga menunjukkan bahwa tidak satupun virus yang berhasil 

diisolasi pada penelitian ini mengalami mutasi yang bertanggungjawab terhadap 

pengenalan reseptor tipe manusia, artinya semua virus yang didapat di Indonesia tidak 

dapat mengenali reseptor tipe manusia. Sedangkan analisis asam amino gen NA 
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menunjukkana ke-9 isolat virus tersebut memiliki delesi 20 asam amino pada regio stalk 

NA yang menunjukkan adaptasi virus influenza dari unggas air ke ayam peliharaan. 

Berdasarkan hasil analisis pohon filogenetik gen PB2, juga menunjukkan bahwa 

virus yang berhasil diisolasi terbagi menjadi 2 kelompok virus (Grup A dan Grup B 

dengan anggota virus yang sarna). Virus dari Grup A memiliki kekerabatan dengan virus 

yang diisolasi dari ayam di Palu tabun 20 I 0, sedangkan virus dari Grup B memiliki 

kekerabatan dengan virus yang diisolasi di Klaten dan Banjarbaru pada tahun 20 I O. Hal 

ini menunjukkan bahwa kedua keJompok virus tersebut dari anal isis pohon filogenetik 

gen PB2 juga memiliki kekerabatan yang dekat dengan virus dari ayam yang bersirkulasi 

di Indonesia selama ini. Hasil analisis gen PB2 isolat yang diperoleh juga menunjukkan 

babwa semua virus masih memiliki asam amino tipe unggas dimana asam amino pada 

posisi 627 diisi oleh asam amino Glutamat. 
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BAB 6 KESIMPULAN DAN SARAN 

6.1 KESIMPULAN 

Kesimpulan yang bisa diambil dari penelitian ini yang sudah dijalankan yaitu : 

I. Telah diperoleh sampel sebanyak 1.607 swab (ayam 865 sampel, bebek 127 sampel. 

burung puyuh 94 sampel. kucing 178 sampel dan hewan babi 343 sampel). 

2. Sampel yang menunjukkan hasil positif uji HA yaitu 83 sampel dari ayam dan 19 

sampel dari burung puyuh 

3. Sampel yang menunjukkan hasil positif berdasarkan uji peR gen HA,NA dan PB2 ada 

9 sampel (8 dan sampel ayam, 1 dari sampel burung puyub) 

4. Virus yang diperoleh semua masuk ke dalam subc/ade 2.1.3 (berdasarkan gen HA) 

5. Berdasarkan analisis pohon filogenetik. virus yang diperoleh dibagi menjadi 2 

kelompok virus 

6. Virus yang diperoleh berasal dan virus yang sudah bersirkulasi di Indonesia 

6.2 SARAN 

I. Perlu dilakukan uji patogenisitas virus yang diperoleh pada hewan coba 

2. Perlu dilakukan surveilans secara rutin di berbagai wilayah di Indonesia 

32 

IR PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

LAPORAN PENELITIAN Mekanisme Molekuler Penularan ... Kadek Rachmawati dkk



Tugas Masing-masing Peneliti, Kerjasama dan Hubungan Dengan SDM di Luar 

Tugas masing-masing peneliti dalam proyek penelitian yang didanai oleh 

Kementrian Ristek telah sesuai dengan bidang pekerjaan yang tertulis di dalam proposal. 

Selain itu, kerjasama antara peneliti sudah baik. Ini dibuktikan dengan penelitian ini 

dapat diselesaikan sesuai dengan jadwal penelitian yang sudah ditetapkan. Indikator 

tugas peneliti dan kerjasama dalam penelitian ini adalah sebagai berikut : 

Nama Peneliti 

Kadek Rachmawati 

Kholik 

Ratnani Sri Hayati 

Tugas Peneliti Indikator Keberhasilan 

- Propagasi dan Inokulasi - Telah dilakukan propagasi 

Virus pada TAB dan inokulasi virus H5NI 

pada TAB 

- Ekstraksi RNA, Uji PCR - Telah dilakukan ekstraksi 

dan Sekuensing RNA, UJI PCR dan 

Sekuensing 

- Analisis Hasil - Sedang dilakukan anal isis 

hasil sekuensing segmen 

dari Genom Virus H5N I 

yang diperiksa 

- Pengambilan sampel dari - Telah dilakukan pengam-

lapangan Bilan sampel dari lapangan 

pada berbagai hewan 

- Preparasi sampel swab - Telah dilakukan preparasi 

dari lapangan sampel swab dari lapangan 

- Propagasi dan Inokulasi - Telah dilakukan propagasi 

Virus pada TAB dan Inokulasi Virus pada 

TAB 

- Uji HA sampeJ hasil - Telah dilakukan Uji HA 

panen dari TAB sampel hasil panen dari 

TAB 

33 

IR PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

LAPORAN PENELITIAN Mekanisme Molekuler Penularan ... Kadek Rachmawati dkk



LAPORANPENGGUNAANKEUANGANTAHAP 1 DANTAHAP2 
UNIVERSITAS AIRLANGGA 

LEMBAGA PENELITIAN DAN PENGABDIAN KEPADA MASY ARAKA T 
Kampus C Mulyorejo Surabaya 60115 Telp. (031)5995246,5995247,5995248, Fax. (031)5962066 

Website: http:L(lppm.unair.ac.id; E-mail: infolemlitiGunair.ac.id 
ludul Keglatan Mekamsme Molekuler Penularan virus Flu Burung 

H5N I Dari Manusia Ke Hewan (Model Transmisi Virus 
Flu Buruog Pada Hewan Coba) 

Ketua Pelaksana Kadek Rachmawati, drh., M.Kes 
SumberDana Kementriao Ristek 
Program I SKIM : Insentif Riset SINas 
lumlah Dana I Nilai kontrak : Rp 300.000.000,00 

I. Jumlah Dana Tahap I : 30010 X Rp 300.000.000 Rp 74.168.192 

lUumlah Dana Tahap n : 50% X Rp 300.000.000 Rp 123.613.636 

Ill. Dropping Dana dari Rektor Rp 197.781.828 

No Uraian Jumlah Rp 

1 Pembelian media transport RpIO.OOO.OOO 
. 

2 Pembelian PBS Rp 5.000.000 

3 Pembelian Reagen Ekstmksi RNA dari Qiagen Kit Rp 50.000.000 

4 Pembelian Reagen peR Rp 50.000.000 

5 Pembelian steril water Rp 1.200.000 

6 Pembelian T AS Rp 15.000.000 

7 Pembelian tabuog eppendorf 1,5 mt dan 200 ilL Rp 4.000.000 

8 Pembelian Blue tip, yellow tip dan white tip Rp 5.000.000 

9 Pembe1ian spuit I mt dan 3 ml Rp 5.000.000 

to Pembelian Reagen Sekuensing Rp 15.000.000 

11. Pembelian Enzirn Rp 22.500.000 

12 Perjalanan Pengambilan sampel ke Japangan Rp 10.000.000 
-*----. . - - ... - --~ ~------ -- -_ ... - --- --- --_ .. --- .. _ .. _---_.-.-
13. Honor Peneliti Rp 15.000.000 

Surabaya, 5 November 2012 
Mengetahui, Ketua Pelaksana 
Ketua LPPM Unair, 

Dr. Dioko Af!lLC; Purwanto Ant M.Si Kadek Rachmawati. drh .• M.Kes 
~IP 195908051987011001 NIP 19680725 199702 2 001 
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