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RINGKASAN

Influenza merupakan salah satu penyakit menular yang menyebabkan penyakit
dan kematian di seluruh dunia pada saat ini. Selain pada unggas, virus avian influenza
dapat pula menyerang mamalia termasuk manusia. Tidak kurang dari 399 orang telah
dilaporkan terinfeksi dengan virus avian influenza subtipe H5N1 dan 251 diantaranya
meninggal dunia. Di Indonesia, angka orang yang terinfeksi virus flu burung sebanyak
141 orang sampai dengan 22 Januari 2009 dan 115 orang diantaranya meninggal (WHO,
2009).

Virus Influenza yang menyebabkan tingkat kematian yang tinggi pada manusia
pada saat ini adalah HIN1 strain meksiko. Berdasarkan data dari WHO tanggal 6 Juli
2009 lebih dari 90 ribu orang telah terinfeksi HINI strain meksiko dan 450 orang
meninggal dunia.Di Indonesia Mentri Kesehatan menetapkan bahwa virus Flu Baru
HIN1 strain Meksiko sebagai penyakit yang dapat menimbulkan wabah.

Tujuan penelitian ini adalah untuk menganalisis perubahaan patologis mix
infection antara virus HIN1 dan H5N1 sehingga bisa diketahui patogenesis kedua infeksi
tersebut apabila terjadi pada manusia sehingga bisa dilakukan pencegahaan secara
preventif dan melakukan tindakan medis lainnya sehingga tingkat kematian terhadap
kedua virus tersebut dapat dikurangi.

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan terhadap koleksi sampel
terhadap virus HSN1 dan HINIv didapatkan virus H5N1 yang memiliki subclade 2.1.3
dari unggas yang dapat memiliki kemampuan untuk menginfeksi pada manusia. Selain
itu, hasil surveillance terhadap virus HIN1v di rumah sakit seluruh surabaya didapatkan
4 isolat HIN] yang dapat digunakan untuk penelitian mix infection pada macaca
fascicularis. Selain itu, untuk persiapan inokulasi pada hewan coba yaitu macaca
fascicularis telah dilakukan karantina selama 1 bulan dan telah diadaptasikan pada
laboratorium Animal BSL3 Universitas Airlangga. Berdasarkan hasil uji TB terhadap
macaca fascicularis didapatkan hasil bahwa macaca fascicularis yang akan dijadikan
hewan coba layak untuk digunakan sebagai hewan coba untuk menganalisis patogenesis
terjadinya mix infection antara virus H5N1 dan HIN1v.

iii
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Summary

Avian influenza virus was viral disease on the chicken,wild bird,mammals and
aiso human. More than 399 people infected by avian influenza virus and 251
people was died. Recently, according to WHO H1N1 new virus have more than
90 thousand people infected. Purpose of this research was analysis pathologic
change between new influenza H1N1 and H5N1. The result of this reserach was
H5N1 virus subclade 2.1.3 could infect to macaca fascicularis and got 4 HIN1v
from hospital at Surabaya city. After inoculated with H5N1 and H1N1v and
analysis by histopthologic, we got different histopthologic on the lung between
HS5N1 and H1N1v.

I\
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PRAKATA

Sesuai dengan Surat Perjanjian Hibah Kompetitif Penelitian Sesuai Prioritas Nasional
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Dibiayai oleh Direktorat Jenderal Pendidikan Tinggi,Departemen Pendidikan Nasional
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Maccaca fascicularis Yang Terinfeksi Virus Flu Barn HIN1 (Strain Mexico) Dan
Virus Flu Burung Subtipe H5N1 Tujuan Penelitian ini adalah menganalisis
pathogenesis infeksi virus flu burung subtipe HSN! dan virus flu baru HIN] strain
Meksiko pada hewan coba yaitu pada Maccaca fascicularis sebagai model ko-infeksi
pada manusia.
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1.1 Pendahuluan

Sejak akhir tahun 2003, virus avian influenza subtipe H5N1 telah menyebar di
peternakan unggas beberapa negara Asia termasuk China, Vietnam, Thailand, Kamboja,
Korea, Jepang dan Indonesia, beberapa negara di Eropa dan Afrika (Steven et al 2006).
Di Indonesia, telah terjadi kematian ayam sebanyak 4,7 juta ekor, bahkan sampai
dengan akhir Februari 2004, kematian unggas tercatat sebanyak 6,2 juta ekor. Daerah
yang terserang flu burung kebanyakan berada di Pulau Jawa, yaitu Propinsi Jawa Timur
(13 kabupaten), Jawa Tengah (17 kabupaten), Jawa Barat (6 kabupaten), Banten (1
kabupaten), Daerah Istimewa Yogyakarta (3 kabupaten). Sedangkan daerah di luar
Pulau Jawa yang juga terserang penyakit ini diantaranya adalah Bali (5 kabupaten),
Lampung (3 kabupaten), Kalimantan Selatan (1 kabupaten), Kalimantan Timur (1
kabupaten) dan Kalimantan Tengah (1 kabupaten) (Raharjo dan Nidom, 2004). Selain
pada unggas, virus avian influenza dapat pula menyerang mamalia termasuk manusia.
Tidak kurang dari 399 orang telah dilaporkan terinfeksi dengan virus avian influenza
subtipe HSN1 dan 251 diantaranya meninggal dunia. Di Indonesia, angka orang yang
terinfeksi virus flu burung sebanyak 141 orang sampai dengan 22 Januari 2009 dan 115
orang diantaranya meninggal (WHO, 2009). Influenza baru HIN1 merupakan influenza
(flu) yang disebabkan oleh virus influenza tipe A subtipe HIN1 baru strain Meksiko
yang selama ini belum pernah menular antar manusia. Virus ini tidak ada kaitannya
dengan virus influenza musiman yang ada selama ini (seasonal influenza). Influenza
baru HIN1 cukup berbahaya, mudah menular dan dapat menimbulkan kematian karena
virus strain baru influenza HIN1 ini lebih berbahaya dibanding flu musiman seperti
virus flu A HIN1, H2N1, H3N1 dan H3N2 yang biasa terdapat pada sesorang yang

menderita flu musiman. Penyebaran flu baru HIN1 telah menyebar di 76 negara dengan
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35.928 kasus yang dilaporkan dan 163 kematian, schingga Badan Kesehatan Dunia
(WHO) menaikkan status kewaspadaan pandemi influenza baru A HIN1 dari fase 5 ke
fase 6 yang merupakan fase tertinggi. Mekipun angka kematiannya (Case Fatality
Rate/CFR) hanya sekitar 0,5% namun flu baru HIN1 ini mudah menular (Depkes
R1,2009). Penelitian patogenesis infeksi virus flu burung pada mencit telah banyak
dilakukan namun hasil penelitian tersebut tidak dapat diekstrapolasikan pada infeksi
virus flu burung pada manusia sehingga membutuhkan hewan coba yang memliki
kedekatan yang sama dengan manusia (Rimmelzwaan et al, 2001) sehingga kajian
patogenesis virus influenza A (HIN1 strain meksiko dan virus flu burung subtipe
H5N1) pada Maccaca fascicularis. CRC-ERID merupakan kerjasama antara institute Of
Tropical Disease Universitas Airlangga dengan ICMRT Kobe University Jepang. Hasil
kerjasama antara dua universitas menghasilkan berbagai jurnal ilmiah internasional

sejak tahun 2007 sampai dengan 2011.
II. STUDI PUSTAKA

2.1 Virus Influenza A Subtipe HSN1 Dan HIN1

Virus Influenza terdapat tiga tipe yaitu tipe A,B dan tipe C. Virus avian
influenza atau yang lebih dikenal dengan virus Flu Burung termasuk dalam virus
influenza tipe A dan family Orthomyxoviridae (Horimoto dan Kawaoka, 2001).
Genom virus influenza type A berupa rantai untai tunggal, sense negatif, sepanjang
kurang lebih 13.588 nukleotida yang tersusun dalam 8 segmen yang menyandi 10
macam protein. Kedelapan segmen tersebut adalah PB1, PB2, PA, HA, NP, NA, M
(M1 dan M2) serta NS (NS1 dan NS2) (Horimoto dan Kawaoka, 2001; Whittaker,

2001). Virus ini mempunyai amplop dengan lipid bilayer yang berasal dari hospes dan
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ditutupi dengan sekitar 500 tonjolan glikoprotein yang mempunyai aktifitas
hemaglutinasi dan neuraminidse. Aktifitas ini diperankan oleh 2 glikoprotein utama
pada permukaan virus yaitu hemaglutinin (HA) dan (NA) yang berada dalam bentuk
homotrimer dan homotetramer. Analisis serologik dan genetik pada virus Flu Burung
dapat diketahui adanya 16 macam HA dan 9 macam NA (Donatelli et al, 2001;
Dybing et al 200, Hoffman et al, 2000, Swayne, 2004). Diantara virus Flu Burung
yang sering menimbulkan penyakit serius pada unggas terutama adalah yang
mempunyai hemaglutinin H5,H7 dan kadang-kadang H9. Susunan asam amino
protein HA, NA serta protein NS dan PB2 ikut berperan dalam sifat antigenik,
virulensi dan spesifitas virus terhadap hospes. Kemampuan virus Flu Burung untuk
melakukan mutasi dan reasorsi genetik memungkinkan virus untuk berubah sifat

antigeniknya, patogenisitasnya serta spesifitas hospesnya (Asmara, 2005).

ORTHOMYXOVIRUSES

~ P K TG - it ok
ofla —y

M1 protein
type A, B, C : NP, M protein
sub-types: ' -~ or ... protein

Gambar 2.1 Struktur virus influenza A (Suarez, 2004)
Variasi antigenik pada virus Flu Burung dapat ditemukan frekuensi tinggi dan

terjadi melalui 2 cara yaitu antigenic shift dan antigenic drift. Antigenic shift dapat
timbul akibat gene reassortment (pertukaran atau pencampuran gen) yang terjadi
pada 2 atau lebih virus influenza type A sechingga terjadi penyusunan kembali

suatu galur virus baru yang bermanifestasi sebagai subtipe virus Flu Burung baru.
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Antigenic shift terjadi oleh adanya perubahaan struktur antigenik yang bersifat
dominan pada antigen permukaan H dan atau N. Antigenik drift dapat terjadi oleh
adanya perubahaan struktur antigenik yang bersifat minor pada antigen permukaan
H dan atau N dan dapat ditemukan pada virus influenza type A dan B. Antigenik
drift berlangsung lambat, tetapi progresif dan cenderung menimbulkan penyakit
yang terbatas pada suatu daerah/domain. Mutasi pada materi genetik dapat
menimbulkan perubahaan polipeptida virus, yaitu sekitar 2-3 kali substitusi asam
amino per tahun (Capua er al, 2000; Tumpey et al, 2002; Swayne dan Suarez,
2003).
2.1 Epidemiologi Virus Flu Burung Subtipe HSN1 Pada Unggas Dan Manusia
2.1.1 Epidemiologi Virus Flu Burung Subtipe H5N1 Pada Unggas

Flu burung atau juga dikenal sebagai avian influenza merupakan penyakit
infeksi yang disebabkan oleh virus influenza tipe A (CDC, 2004; US Department
of Labor, 2004; WHO, 2004; Omi, 2005; WHO, 2005; Behrens and Stoll, 2006).
Hingga saat ini, wabah flu burung dengan patogenisitas yang tinggi (highly
pathogenic), disebabkan oleh virus influenza subtipe HS dan H7 (Swayne and
Suarez 2000; Behrens and Stoll, 2006; Harder and Werner, 2006). Flu burung
highly pathogenic untuk pertama kalinya dikenal sebagai penyakit infeksi yang
terjadi pada burung, unggas dan ayam di Itali pada tahun 1878 (Harder and
Werner, 2006). Meskipun flu burung highly pathogenic jarang sekali ditemukan
menginfeksi manusia (US Department of Labor, 2004), akan tetapi WHO (2004)
mengemukakan bahwa flu burung juga dapat menginfeksi dan menyebabkan

kematian pada mamalia dan manusia.
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Human H5N? Cutbresh

Gambar 2.2 Daerah endemis virus Flu Burung Subtipe H5N1 di Selurub
Indonesia (Sumber WHO, 2008)
Flu burung terjadi di Indonesia sejak pertengahan tahun 2003, akan tetapi

baru pada 25 Januari 2004, Pemerintah mengumumkan secara resmi kepada
masyarakat Indonesia bahwa telah terjadi wabah flu burung pada ayam dan unggas
lainnya seperti ayam petelur, ayam bibit, ayam pedaging, bebek dan burung puyuh.
Berdasarkan laporan resmi tersebut, telah terjadi kematian ayam sebanyak 4,7 juta
ekor, bahkan sampai dengan akhir Februari 2004, kematian unggas tercatat
sebanyak 6,2 juta ekor. Daerah yang terserang flu burung kebanyakan berada di
Pulau Jawa, yaitu Propinsi Jawa Timur (13 kabupaten), Jawa Tengah (17
kabupaten), Jawa Barat (6 kabupaten), Banten (1 kabupaten), Daerah Istimewa
Yogyakarta (3 kabupaten). Sedangkan daerah di luar Pulau Jawa yang juga
terserang penyakit ini diantaranya adalah Bali (5 kabupaten), Lampung (3
kabupaten), Kalimantan Selatan (1 kabupaten), Kalimantan Timur (1 kabupaten)

dan Kalimantan Tengah (1 kabupaten) (Raharjo dan Nidom,2004).
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2.3 Epidemiologi Virus Flu Burung Subtipe HSN1 Pada Manusia

Wabah flu burung pada manusia pertama kali ditemukan di Hongkong. Selama
wabah tersebut terjadi, diketahui bahwa terdapat 18 orang pasien menderita flu
burung dan 6 orang meninggal karena terinfeksi flu burung. Kemudian pada tahun
2003, terjadi 2 kasus flu burung yang menginfeksi keluarga dari Hongkong yang
sedang berada di Cina, dimana 1 orang dilaporkan sembuh sedangkan yang
lainnya meninggal (Dybing et al., 2000; US Department of Labor, 2004; WHO,
2004). Kasus infeksi virus flu burung pada manusia dilaporkan telah menyebar di
Azerbaijan, Kamboja, Cina, Mesir, Indonesia, Irak, Thailand, Turki dan Vietnam
(CDC, 2004; WHO, 2004; WHO, 2005). Di Indonesia, kasus flu burung pada
manusia pertama kali ditemukan di kota Tangerang, propinsi Banten. Berdasarkan
hasil konfirmasi dari laboratorium rujukan WHO di Hongkong, Pemerintah
Indonesia melaporkan bahwa kejadian meninggalnya keluarga yang terdiri dari
Bapak dan 2 orang anak yang berasal dari Tangerang, Propinsi Banten disebabkan
oleh infeksi virus flu burung. Menteri Kesehatan mengemukakan bahwa telah
terjadi infeksi virus avian influenza H5N1 pada manusia, tiga dari kasus ini
berakibat fatal. Infeksi virus avian influenza H5N1 diketahui menyebar secara
geografis. Satu kasus terbaru adalah kasus infeksi yang terjadi pada seorang laki-
laki dari propinsi Jawa Timur yang berusia 18 tahun. Pada kasus tersebut, gejala
klinis mulai berkembang pada tanggal 6 Mei dan baru dirawat di rumah sakit pada
tanggal 17 Mei; saat ini laki-laki tersebut dilaporkan telah sehat kembali. Dua
kasus lainnya terjadi pada seorang gadis berusia 10 tahun dan saudara laki-lakinya

yang berusia 18 tahun; keduanya berasal dari Bandung. Gejala klinis pada
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keduanya berkembang pada tanggal 16 Mei, dan kemudian mereka dirawat di
rumabh sakit pada 22 Mei, dan meninggal pada 23 Mei.

Pada kasus tersebut, kebanyakan individu yang terinfeksi virus avian influenza
HS5N1 mempunyai hubungan yang dekat dengan ayam atau unggas yang mati di
sekitar rumah tempat tinggal mereka sebelum gejala klinis mulai bekembang
(Depkes RI, 2006). Berbagai kasus infeksi virus avian influenza H5NI terus
berkembang dan hingga tanggal 22 Januari 2009dilaporkan bahwa lebih dari 300
kasus infeksi virus avian influenza H5N1 pada manusia dan jumlah korban yang
meninggal akibat infeksi virus Flu Burung subtipe H5N1 sebanyak 251 orang
(WHO, 2009).

Tabel 2.3 Jumlah orang yang terinfeksi oleh virus Flu Burung Subtipe H5N1 per

tanggal 22 Januari 2009
Country  |[2003 ||2004 ||200s ||2006 2007 ||2008 ||2009 |

cases || deaths || cases || deaths || cases ||deaths ||cases ||deaths || cases ||deaths || cases || deaths || cases || deaths
e ]e Jo o Jo Jo o Js 5 o Jo_Jo Jo_Jo_Jo
Pargaisi o Jo o Jo o o Jo Jo_Jo Jo_ i Jo_Jo_Jo
[cambodia o Jo Jo Jo Ja J4 2 Jo Ju i Jo Jo Jio o
[china [ 0 Jo Jo 8 |s B 8 5 3 I« J& I3 |n
Diiboui J0 Jo Jo Jo Jo Jo Ji Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo
Egpt  Jo Jo  Jo Jo  Jo o s Jho s Jo |8 s 1 o
donesia [0 Jo Jo Jo o |13 55 Jlas  Jla2 Ji37  J24 J20 Jo o
[Iraq o Jo Jo o Jo Jo I3 Jz o Jo Jo Jo  Jo Jo
Lao
Peoples lo flo fo fo o fo o Jo 2 f2 Jo Jo fo Jo
Republic
Myanmar |0 Jo o o fo o Jo 1 Jo Jo Jo o o
Nigeria |0 [0 [lo | o Jo Jo Jo Ju i fo flo Jo o
Pakistan [0 Jo |0 fo Jo Jo fo 3 i 0o fo Jo o
Thailand [0 |[0 17 iz s Jf2 |3 3 o fo fo Jlo Jo o
Tukey J0 Jo Jo Jo Jo Jo 2 Ja  Jo fo  fo Jo Jo o
VietNam |[3 |3 29 Jl2o Jle1 Jlio o Jo 8 |5 6 |5 Jo o
Total 4 a6 |[32 o8 Jfa3 s J[ro s o Jlaa 33 Ja |0 |
Sumber WHO,2009
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2.4 Penularan Penyakit flu burung H5N1 dan HIN1

Virus flu burung dapat terbawa di dalam saluran gastrointestinal burung liar ke
seluruh dunia. Virus ini sangat berbahaya dan dapat menyebar di dalam saliva, cairan
yang dikeluarkan melalui hidung dan feses dari burung yang terinfeksi H5N1. Virus flu
burung secara normal asimptomatis pada burung liar tetapi dapat menyebabkan
kematian pada ayam, bebek dan katkun. Burung yang dipelihara dapat terinfeksi melalui
kontak langsung dengan burung yang terinfeksi (antara burung liar dan burung yang
dipelihara) atau melalui kontak dengan tanah yang terkontaminasi, sangkar dan air atau
melalui makanan yang terkontaminasi dengan virus flu burung. Sebuah penelitian
menemukan bahwa virus flu burung H5N1 dapat disebarkan melalui burung yang
bermigrasi di daerah Asia Tenggara (Galwankar dan Clem, 2006). Selain burung liar,
anjing dan kucing memiliki potensi dalam menyebarkan virus flu burung subtipe H5N1.
Ini didasarkan hasil penelitian dari tim FKH-UGM menemukan 2 ekor anjing dan
kucing positif terhadap infeksi flu burung subtipe HSN1 (Asmara,2007). Selain itu,
menurut hasil penelitian yang dilakukan di 6 kota di Indonesia ditemukan prevelensi
kucing yang terinfeksi oleh virus flu burung subtipe H5N1 adalah sebesar 19,8 % dari
500 kucing (Nidom, 2006). Virus influenza dapat ditularkan melalui kontak dengan
permukaan dan bahan yang terkontaminasi dengan virus flu burung atau melalui hospes
perantara seperti babi. Karena manusia jarang terpapar oleh virus flu burung maka
manusia memiliki imunitas yang sedikit terhadap partikel virus ini di dalam populasi
yang besar. Ini menyebabkan virus flu burung menjadi ganas apabila terjadi penularan
antar manusia dan dapat menyebabkan pandemik.

Kasus flu burung pada manusia paling banyak terjadi pada anak-anak dan orang

dewasa dan lebih dari separuhnya meninggal akibat komplikasi yang disebabkan oleh
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virus ini. Ini disebabkan individu yang terinfeksi oleh virus flu burung memiliki gejala
klinis yang berbeda dengan gejala yang ditimbulkan oleh virus flu burung (Galwankar

dan Clem, 2006).
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Gambar 2.3 Jalur penularan virus influenza padaberbagai spesies dan manusia
(Robertson, 2006)
II1. Tujuan dan Manfaat Penelitian

3.1 Tujuan Penelitian

Tujuan Penelitian adalah menganalisis pathogenesis infeksi virus flu burung subtipe
H5N1 dan virus flu baru HIN1 strain Meksiko pada hewan coba yaitu pada Maccaca
fascicularis sebagai model ko-infeksi pada manusia.
3.2 Manfaat Penelitian
Manfaat penelitian ini adalah menaganalsis patogenesis virus influenza A

subtipe HSN1 dan HIN1 sehingga dapat sebagai masukan untuk penentu kebijakan di
dalam penanganan dan pencegahaan kasus flu burung dan flu babi.
IV. METODE PENELITIAN
A) Koleksi sampel

Cotton bud yang steril dioleskan pada bagian nasal dan nasopharink pada

manusia,bagian kloaka dan nasal pada unggas kemudian dimasukkan ke dalam tabung
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yang telah berisi medium transport dan disimpan di dalam lemari es - 80° C sampai
digunakan untuk proses PCR.
B) Inokulasi Medium Transport pada Telur Ayam Bertunas (TAB)
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. Ambil 1 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 ul
spesimen ke ruang amnion. Tarik jarum 0,5 cm dan inokulasikan 100 pl spesimen ke
dalam ruang alantois. Tutup lubang telur dengan parafin cair dan inkubasi telur tersebut
pada suhu 33-37 °C selama 2-3 hari.
C) Metode Uji HA

Masukkan 50 ml PBS pada lubang A2-H12 kemudian masukkan 100 pl control
antigen atau isolat lapangan dari Al-F1. Pindahkan 50 ml dari lubang pertama s/d
terakhir kemudian tambahkan RBC guinea pig (Marmot) 0,75 %, shake dg mekanikal
vibrator dan Inkubasi dalam subhu ruang.
D) Uji PCR

Ekstraksi RNA dari cairan alantois mengikuti prosedur dari Qiagen RNAeasy
TM RNA Isolation Kit. Reaksi PCR dalam mendeteksi virus Flu Burung subtipe H5NI
yaitu untuk proses denaturasi 94°C selama 1 menit, annealing 50°C selama 1 menit dan
extension selama 3 menit. Siklus PCR antara 25 sampai dengan 40 siklus kemudian

hasil produk PCR dianalisis di dalam Elektroforesis dan difoto untuk analisis hasil.

E) DNA Sequensing
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DNA dari masing-masing isolat, setelah dimurnikan urutan DNA ditentukan
dengan menggunakan mesin ABI Prism 310 Genetic Analyser, yang terdapat di
Tropical Disease Center - Universitas Airlangga dengan menggunakan Big Dye
Terminator (Perkin Elmer Cetus) dan dinalisa tingkat homology dengan menggunakan
data dari gen bank.

F) Perlakuan Pada Hewan Coba

Macaca fascicularis diinfeksi dengan virus flu burung dan HIN1 strain meksiko
sebanyak TCID50 dan diamati baik gejala klinis yang tampak dan tingkat kematian.
Pada hari ke-7 Macaca fascicularis dieuthanasia dan dibedah. Organ Macaca

fascicularis diamati patologis dengan menggunakan mikroskop dan pewarnaan HE.
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Alur penelitian ini sebagai berikut :

Koleksi sample HSN1 dan HIN1

l

Inokulasi sampel ke TAB
h 4
Uji HA
v v
HA negatif HA Positif
PCR Sequencing

v

Inokulasi EID50 H5N1 dan HINT1 strain Meksiko
pada Maccaca fascicularis

l

Observasi Gejala klinis dan tingkat kematian

l

Euthanasia Maccaca fascicularis pada hari ke-7 dan dibedah

h 4

Pengamatan Patologis dengan pewarnaan HE pada organ
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V. Hasil Dan Pembahasan

Pada penelitian ini menggunakan virus flu burung subtipe H5N1 dan virus
HIN1v yang merupakan dua virus yang memiliki karakteristik yang berbeda. Virus
H5N1 merupakan virus yang berasal dari unggas tetapi mampu menginfeksi berbagai
macam spesies dan termasuk manusia dengan tingkat kematian atau CFR sebesar 80 %.
Sedangkan virus HIN1v memiliki karakteristik mapu menginfeksi antar manusia
dengan sangat cepat sehingga Who pada bulan Juni 2009 mengumumkan bahwa telah
terjadi pandemi di seluruh belahan dunia. Oleh sebab itu, penelitian untuk menguji
kedua virus tersebut pada hewan coba sangat dibutuhkan untuk mengetahui patogenesis
kedua virus tersebut apabila terjadi mix infection. Berdasarkan hasil surveiilance yang
telah dilakukan dari tahun 2008 sampai dengan sekarang terhadap virus HS5NI
didapatkan virus H5N1 yang memiliki subclade 2.1.3 yaitu virus flu burung yang dapat

menginfeksi unggas dan manusia. Hasil PCR virus H5N1 adalah sebagai berikut :

109 876543 21M

Gambar 1 virus flu burung subtipe H5SN1 fragmen HA
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7 6 5 43 2 1 M

Gambar 2 virus flu burung subtipe HSN1 fragmen NA
Untuk virus HIN1v telah dilakukan surveillance di rumah sakit dan puskesmas
seluruh kota surabaya mulai bulan Juni sampai dengan bulan Agustus 2009. Dari hasil
surveillance didapatkan 53 sampel yang berasal dari swab nasal dan nasopharink.
Berdasarkan hasil inokulasi pada sel MDCK dan hasil PCR didapatkan 4 sampel positif
virus HIN1v. Gambaran sel MDCK yang mengalami CPE setelah diinokulasi dengan

sampel yang positif terhadap virus HIN1v adalah sebagai berikut

L
+

':- Fi .'. AW 5. “‘At T

Gambar 3 Sel MDCK yang telah diinokulasi dengan sampel positif HIN1v
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Gambar 4 Hasil PCR virus HIN1v

Hewan coba yang digunakan pada penelitian ini adalah macaca fascicularis. Ini
disebabkan hewan ini memiliki kekerabatan yang sangat dekat dengan manusia
sehingga analisa terhadap patogenesis mix infection antara virus HINlv dan H5NI
dilakukan secara lebih detail. Hewan Macaca fascicularis yang digunakan pada
penelitian ini adalah sebanyak 4 ekor dan diambil dari CV Inquatex dan bersifat SPF
(Specific Pathogenic Free). Macaca fascicularis telah dilakukan karantina selama 2
minggu dan telah dilakukan uji TB (dapat dilihat pada lampiran). Selain itu, hewan coba
Macaca fascicularis telah diadaptasikan di dalam Laboratorium Animal BSL3
Universitas Airlangga. Untuk persiapan virus yang akan diinokulasi pada hewan coba
telah dilakukan pengujian terhadap TCID 50 baik HSN1 maupun HINlv. Gambaran

hasil TCID tersebut adalah sebagai berikut :
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Gambar 5 TCID50 virus HSN1 dan HIN1v pada sel MDCK.

Setelah didapatkan TCID 50 dilakukan inokulasi pada hewan coba dengan
menggunakan ketamine sebesar 0,1 ml sehingga inokulasi sesuai dengan peratura
animal welfare. Virus dimasukkan pada hewan coba melalui jalur intranasal sebanyak
500 ul untuk nasal kiri dan 500 ul nasal kanan. Observasi terhadap hewan coba
dilakukan setiap hari dan pada hari ke 7 hewan coba dimatikan. Kemudian dilakukan
pemebdahaan dan pengambilan organ pernafasan untuk mengetahui perubahaan secara

histopatologi. Perbedaan gambaran antara virus H5NI dan HINlv adalah sebagai

berikut :

Gambar 5. Paru-paru yang terinfeksi oleh virus HSN1 terjadi inflamasi
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bar 6. P-paru ang terinfeksi leﬁ virus HIN v
V1. Kesimpulan Dan Saran
6.1 Kesimpulan

Kesimpulan dari penelitian ini adalah didapatkan perbedaan antara patogenesis virus
flu burung subtipe H5N1 dan HIN1v dengan menggunakan analisis Histopatologi pada
organ paru-paru Maccaca fascicularis.
6.2 Saran

Saran dari penelitian ini adalah perlu adanya penelitian lanjutan tentang jumlah

virus yang bereplikasi pada masing-masing organ dan gen yang bertanggung jawab

terhadap infeksi HSN1 dan HIN1v.
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ABSTRAK

Influenza merupakan salah satu penyakit menular yang menyebabkan penyakit
dan kematian di seluruh dunia pada saat ini. Selain pada unggas, virus avian influenza
dapat pula menyerang mamalia termasuk manusia. Tidak kurang dari 399 orang telah
dilaporkan terinfeksi dengan virus avian influenza subtipe H5N1 dan 251 diantaranya
meninggal dumia. Virus Influenza yang menyebabkan tingkat kematian yang tinggi
pada manusia pada saat ini adalah HIN1 strain meksiko. Berdasarkan data dari WHO
tanggal 6 Juli 2009 lebih dari 90 ribu orang telah terinfeksi HINI strain meksiko dan
450 orang meninggal dunia.Di Indonesia Mentri Kesehatan menetapkan bahwa virus
Flu Baru HINT1 strain Meksiko sebagai penyakit yang dapat menimbulkan wabah.

Tujuan penelitian ini adalah untuk menganalisis perubahaan patologis mix
infection antara virus HIN1 dan H5N1 sehingga bisa diketahui patogenesis kedua
infeksi tersebut apabila terjadi pada manusia sehingga bisa dilakukan pencegahaan
secara preventif dan melakukan tindakan medis lainnya sehingga tingkat kematian
terhadap kedua virus tersebut dapat dikurangi.

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan terhadap koleksi sampel
terhadap virus H5N1 dan HiN1v didapatkan virus HSN1 yang memiliki subclade 2.1.3
dari unggas yang dapat memiliki kemampuan untuk menginfeksi pada manusia. Selain
itu, hasil surveillance terhadap virus HIN1v di rumah sakit seluruh surabaya didapatkan
4 isolat HIN1 yang dapat digunakan untuk penelitian mix infection pada macaca
fascicularis. Pewarnaan terhadap organ paru hewan coba yang telah diinfeksi oleh
H5N1 dan HIN1v telah dilakukan.

Pendahuluan

Sejak akhir tahun 2003, virus avian influenza subtipe H5N1 telah menyebar di
peternakan unggas beberapa negara Asia termasuk China, Viemam, Thailand, Kamboja,
Korea, Jepang dan Indonesia, beberapa negara di Eropa dan Afrika (Steven et al 2006).
Di Indonesia, telah terjadi kematian ayam sebanyak 4,7 juta ekor, bahkan sampai
dengan akhir Februari 2004, kematian unggas tercatat sebanyak 6,2 juta ekor. Daerah

yang terserang flu burung kebanyakan berada di Pulau Jawa, yaitu Propinsi Jawa Timur
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(13 kabupaten), Jawa Tengah (17 kabupaten), Jawa Barat (6 kabupaten), Banten (1
kabupaten), Daerah Istimewa Yogyakarta (3 kabupaten). Sedangkan daerah di luar
Pulau Jawa yang juga terserang penyakit ini diantaranya adalah Bali (5 kabupaten),
Lampung (3 kabupaten), Kalimantan Selatan (I kabupaten), Kalimantan Timur (1
kabupaten) dan Kalimantan Tengah (1 kabupaten) (Raharjo dan Nidom, 2004). Selain
pada unggas, virus avian influenza dapat pula menyerang mamalia termasuk manusia.
Tidak kurang dari 399 orang telah dilaporkan terinfeksi dengan virus avian influenza
subtipe H5N1 dan 251 diantaranya meninggal dunia. Di Indonesia, angka orang yang
terinfeksi virus flu burung sebanyak 141 orang sampai dengan 22 Januari 2009 dan 115
orang diantaranya meninggal (WHO, 2009). Influenza baru HIN1 merupakan influenza
(flu) yang disebabkan oleh virus influenza tipe A subtipe HIN1 baru strain Meksiko
yang selama ini belum pernah menular antar manusia. Virus ini tidak ada kaitannya
dengan virus influenza musiman yang ada selama ini (seasonal influenza). Influenza
baru HIN1 cukup berbahaya, mudah menular dan dapat menimbulkan kematian karena
virus strain baru influenza HIN1 ini lebih berbahaya dibanding flu musiman seperti
virus flu A HINI, H2N1, H3N1 dan H3N2 yang biasa terdapat pada sesorang yang
menderita flu musiman. Penyebaran flu baru HIN1 telah menyebar di 76 negara dengan
35.928 kasus yang dilaporkan dan 163 kematian, sechingga Badan Kesehatan Dunia
(WHO) menaikkan status kewaspadaan pandemi influenza baru A HIN1 dari fase 5 ke
fase 6 yang merupakan fase tertinggi. Mekipun angka kematiannya (Case Fatality
Rate/CFR) hanya sekitar 0,5% namun flu baru HIN1 ini mudah menular (Depkes
R1,2009). Penelitian patogenesis infeksi virus flu burung pada mencit telah banyak
dilakukan namun hasil penelitian tersebut tidak dapat diekstrapolasikan pada infeksi

virus flu burung pada manusia sehingga membutuhkan hewan coba yang memliki
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kedekatan yang sama dengan manusia (Rimmelzwaan et al, 2001) sehingga kajian
patogenesis virus influenza A (HIN] strain meksiko dan virus flu burung subtipe
H5N1) pada Maccaca fascicularis
METODE PENELITIAN
A) Koleksi sampel

Cotton bud yang steril dioleskan pada bagian nasal dan nasopharink pada
manusia,bagian kloaka dan nasal pada unggas kemudian dimasukkan ke dalam tabung
yang telah berisi medium transport dan disimpan di dalam lemari es - 80° C sampai
digunakan untuk proses PCR.
B) Inokulasi Medium Transport pada Telur Ayam Bertunas (TAB)
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. Ambil 1 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 pl
spesimen ke ruang amnion. Tarik jarum 0,5 cm dan inokulasikan 100 pl spesimen ke
dalam ruang alantois. Tutup lubang telur dengan parafin cair dan inkubasi telur tersebut
pada suhu 33-37 °C selama 2-3 hari.
C) Metode Uji HA

Masukkan 50 ml PBS pada lubang A2-H12 kemudian masukkan 100 pl control

antigen atau isolat lapangan dari A1-F1. Pindahkan 50 ml dari lubang pertama s/d
terakhir kemudian tambahkan RBC guinea pig (Marmot) 0,75 %, shake dg mekanikal

vibrator dan Inkubasi dalam suhu ruang.
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D) Uji PCR

Ekstraksi RNA dari cairan alantois mengikuti prosedur dari Qiagen RNAeasy
TM RNA Isolation Kit. Reaksi PCR dalam mendeteksi virus Flu Burung subtipe H5N1
yaitu untuk proses denaturasi 94°C selama 1 menit, annealing 50°C selama 1 menit dan
extension selama 3 menit. Siklus PCR antara 25 sampai dengan 40 siklus kemudian
hasil produk PCR dianalisis di dalam Elektroforesis dan difoto untuk analisis hasil.
E) DNA Sequensing

DNA dari masing-masing isolat, setelah dimurnikan urutan DNA ditentukan
dengan menggunakan mesin ABI Prism 310 Genetic Analyser, yang terdapat di
Tropical Disease Center - Universitas Airlangga dengan menggunakan Big Dye
Terminator (Perkin Elmer Cetus) dan dinalisa tingkat homology dengan menggunakan
data dari gen bank.
F) Perlakuan Pada Hewan Coba

Macaca fascicularis diinfeksi dengan virus flu burung dan HINT1 strain meksiko
sebanyak TCID50 dan diamati baik gejala klinis yang tampak dan tingkat kematian.
Pada hari ke-7 Macaca fascicularis dieuthanasia dan dibedah. Organ Macaca

fascicularis diamati patologis dengan menggunakan mikroskop dan pewarnaan HE.

Hasil Dan Pembahasan

Pada penelitian ini menggunakan virus flu burung subtipe H5N1i dan virus
HIN1v yang merupakan dua virus yang memiliki karakteristik yang berbeda. Virus
H5N1 merupakan virus yang berasal dari unggas tetapi mampu menginfeksi berbagai
macam spesies dan termasuk manusia dengan tingkat kematian atau CFR sebesar 80 %.
Sedangkan virus HINlv memiliki karakteristik mapu menginfeksi antar manusia

dengan sangat cepat sehingga Who pada bulan Juni 2009 mengumumkan bahwa telah
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terjadi pandemi di seluruh belahan dunia. Oleh sebab itu, penelitian untuk menguji
kedua virus tersebut pada hewan coba sangat dibutuhkan untuk mengetahui patogenesis
kedua virus tersebut apabila terjadi mix infection. Berdasarkan hasil surveiilance yang
telah dilakukan dari tahun 2008 sampai dengan sckarang terhadap virus H5NI
didapatkan virus H5N1 yang memiliki subclade 2.1.3 yaitu virus flu burung yang dapat

menginfeksi unggas dan manusia. Hasil PCR virus H5N1 adalah sebagai berikut :

109 87 6543 21M

Gambar 1 virus flu burung subtipe H5N1 fragmen HA

7 6 5 43 2 1M

Gambar 2 virus flu burung subtipe HSN1 fragmen NA

Untuk virus HIN1v telah dilakukan surveillance di rumah sakit dan puskesmas

seluruh kota surabaya mulai bulan Juni sampai dengan bulan Agustus 2009. Dari hasil
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surveillance didapatkan 53 sampel yang berasal dari swab nasal dan nasopharink.
Berdasarkan hasil inokulasi pada sel MDCK dan hasil PCR didapatkan 4 sampel positif
virus HIN1v. Gambaran sel MDCK yang mengalami CPE setelah diinokulasi dengan

sampel yang positif terhadap virus HIN1v adalah sebagat berikut

75 A

Gambar 3 Sel MDCK yang telah diinokulasi dengan sampel positif HIN1v

M 12 34 56 17

Gambar 4 Hasil PCR virus HIN1v

Hewan coba yang digunakan pada penelitian ini adalah macaca fascicularis. Ini

disebabkan hewan ini memiliki kekerabatan yang sangat dekat dengan manusia
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sehingga analisa terhadap patogenesis mix infection antara virus HIN1v dan HS5NI
dilakukan secara lebih detail. Hewan Macaca fascicularis yang digunakan pada
penelitian ini adalah sebanyak 4 ekor dan diambil dari CV Inquatex dan bersifat SPF
(Specific Pathogenic Free). Macaca fascicularis telah dilakukan karantina selama 2
minggu dan telah dilakukan uji TB (dapat dilihat pada lampiran). Selain itu, hewan coba
Macaca fascicularis telah diadaptasikan di dalam Laboratorium Animal BSL3
Universitas Airlangga. Untuk persiapan virus yang akan diinokulasi pada hewan coba
telah dilakukan pengujian terhadap TCID 50 baik H5N1 maupun HIN1lv. Gambaran

hasil TCID tersebut adalah sebagai berikut :

Gambar 5 TCID50 virus H5N1 dan HIN1v pada sel MDCK.

Setelah didapatkan TCID 50 dilakukan inokulasi pada hewan coba dengan
menggunakan ketamine sebesar 0,1 ml schingga inokulasi sesuai dengan peratura
animal welfare. Virus dimasukkan pada hewan coba melalui jalur intranasal sebanyak
500 ul untuk nasal kiri dan 500 ul nasal kanan. Observasi terhadap hewan coba
dilakukan setiap hari dan pada hari ke 7 hewan coba dimatikan. Kemudian dilakukan
pemebdahaan dan pengambilan organ pemafasan untuk mengetahui perubahaan secara

histopatologi. Perbedaan gambaran antara virus H5N1 dan HIN1v adalah sebagai
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berikut :

bar 6. Paan- yg .terin‘feksi oleh virus HlNi v
V1. Kesimpulan Dan Saran
6.1 Kesimpulan
Kesimpulan dari penelitian ini adalah didapatkan perbedaan antara patogenesis virus
flu burung subtipe HSN1 dan HIN1v dengan menggunakan analisis Histopatologi pada

organ paru-paru Maccaca fascicularis.
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6.2 Saran
Saran dari penelitian ini adalah perlu adanya penelitian lanjutan tentang jumlah
virus yang bereplikasi pada masing-masing organ dan gen yang bertanggung jawab

terhadap infeksi HSN1 dan HINI1v.
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