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ABSTRACT 

SUSANTI, R, R.D. SOEJOEDONO, 1.G-N.K. MAHARDIKA. I.W.T. WIBAWAN and M.T. Suhartono. 2008. Molecular analysis of 
Hemaglutinin Gen of Highly Pathogenic Avian Influenza of HSNI Subtype Isolated from Waterfowls. JITV 13(3): 229-239. 

Avian influenza viruses (AIV) subtype HSNI isolated from waterfowls in West Java pose the known characteristic of highly 
pathogenic strains, with polybasic amino acid sequence of cleavage site QRERRRKKR and QRESRRKKR. This research aimed 
to analyze the important domain of hemaglutinin (HA) gene of those isolates. Fragment of HA gene was amplified using RT- 
PCR method with specifically-designed primer pairs and sequenced using dideoxy termination method with ABI automatic 
sequencer (Applied Biosystems). Multiple alignment of nucleotide and deduced amino acid sequences were analyzed using 
ClustalW of MEGA-3.1 program. Some of  biological domains of HA. i.e. antigenic sites, receptor binding pocket, and 
glycosylation sites of  the isolates were polymorphic. The viruses also pose conserved glutamine (Q) and glysin (G) residues at 
the known receptor binding site, at the position 222 and 224 respectively. This findings clearly show that all AIV subtype HSNI 
isolated from waterfowl preserves the a-2,3NeuAcGal avian receptor specificity. 
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ABSTRAK 

SUSANTI, R, R.D. SOEJOEDONO. I.G.N.K. MAHARDIKA, I.W.T. WIBAWAN dan M.T. Suhartono. 2008. Analisis Molekuler Gen 
Penyandi Hemaglutinin Virus Highly Pathogenic Avian Influenza Subtipe HSNI Isolat Unggas Air. JITV 13(3): 229-239. 

Virus avian influenza (VAI) subtipe HSNI yang diisolasi dari unggas air di Jawa Barat bersifat patogenik dengan pola asam 
amino daerah pemotongan HA QRERRRKKR dan QRESRRKKR. Penelitian ini bertujuan untuk menganalisis domain-domain 
penting gen penyandi hemaglutinin (HA) isolat-isolat tersebut. Fragmen gen HA diamplifikasi dengan metode RT-PCR 
menggunakan pasangan primer yang didisain khusus, dan disekuensing dengan metode dideoksi dengan ABI automatic 
sequencer (Applied Biosystems). Runutan nukleotida h a i l  sekuensing dan asam amino turunannya disepadankan dengan 
ClustalW dari program MEGA 3.1. Domain asam amino daerah antigenik, posisi glikosilasi dan kantong pengikat reseptor virus 
yang dianalisis menunjukkan adanya polimorfisme. Sedangkan domain residu pengikat reseptor, semua isolat mempunyai 
glutamin (Q) dan glisin (G) berturut-turut pada asam amino nomor 222 dan 224. Temuan ini menunjukkan bahwa semua VAI 
H5N I dalam penelitian ini mempunyai spesifisitas reseptor avian a-2,3 NeuAcGal. 

Kata Kunci: Daerah Antigenik, Posisi Glikosilasi, Kantong Pengikat Reseptor, Virus A1 HSNI, Unggas Air 

PENDAHULUAN 

Unggas air berpotensi sebagai sumber penularan 
virus avian influenza (VAI) subtipe H5N1. Hasil 
penelitian menunjukkan bahwa 21 isolat VAI H5N1 
berhasil diisolasi dari 460 sampel unggas air (itik, 
angsa, entok) yang sehat dan belum divaksinasi di 
peternakan skala rumah tangga di Jawa Barat (SUSANTI 
et al., 2008a; in press). Semua VAI subtipe H5N1 (21 

isolat) tersebut termasuk highly pathogenic dengan 2 
pola sekuen asam amino cleavage site yaitu 
QRERRRKKR (20 isolat) dan QRESRRKKR (1 isolat) 
(SUSANTI et al., 2008b; in press). Meskipun secara 
molekuler virus A1 subtipe H5N1 isolat unggas air 
menandakan highly pathogenic (HPAI), secara fenotipe 
bersifat low pathogenic pada unggas air karena VAI 
H5N1 ini diisolasi dari unggas air yang sehat dan tidak 
divaksinasi. 
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Patogenesitas virus avian influenza (VAI) secara 
molekuler ditentukan berdasarkan sekuen asam amino 
daerah pemotongan (cleavage site) hemaglutinin (HA). 
Daerah pemotongan HA bersifat spesifik dan 
spesifisitas jenis protease membatasi distribusi jaringan 
yang dapat diinfeksi virus ini (MUNCH et al., 2001). 
Meskipun VAI H5N1 secara molekuler bersifat 
patogenik, patogenesitasnya berbeda-beda pada setiap 
spesies hospes bahkan pada spesies hospes yang sama 
(HULSE et al., 2004). 

Selain ditentukan oleh sekuen asam amino daerah 
pemotongan HA, patogenesitas virus ditentukan oleh 
residu asam amino pada beberapa domain HA (PLOTKIN 
dan DUSHOFF, 2003; HULSE et al., 2004). Domain- 
domain dimaksud antara lain adalah daerah antigenik, 
kantong pengikat reseptor, residu pengikat reseptor dan 
posisi glikosilasi. Daerah antigenik adalah asam amino 
sebagai target pengenalan dan netralisasi oleh antibodi 
(PLOTKIN dan DUSHOFF, 2003; SMITH et al., 2004; 
CAMPITELLI et al., 2006). Posisi glikosilasi adalah 
sekuen asam amino yang berpotensi sebagai tempat 
penempelan oligosakarida, dan penempelan 
oligosakarida ini sangat penting dalam orientasi 
pelipatan HA untuk berikatan dengan reseptor sel atau 
antibodi (RAJAKUMAR et al., 1990; HOFFMANN et al., 
2005; MISHIN et al., 2005; CAMPITELLI et al., 2006; 
STEVENS et al., 2006). Residu pengikat reseptor adalah 
asam amino yang berikatan secara langsung dengan 
reseptor sel hospes. Substitusi asam amino pada residu 
pengikat reseptor menyebabkan perubahan spesifisitas 
reseptor (VINES et al., 1998; GLASSER et al., 2005; 
GAMBARYAN et al., 2006). Kantong pengikat reseptor 
adalah asam amino yang terlibat mempertahankan 
integritas struktur residu pengikat reseptor. Substitusi 
asam amino kantong pengikat reseptor menyebabkan 
perubahan pelipatan protein sehingga mengubah 
afinitas ikatan virus pada reseptor (HARVEY et al., 
2004; GAMBARYAN et al., 2006; AUEWARAKUL et al.,  
2007). 

Disamping domain-domain di atas, terdapat suatu 
domain yang dikenal sebagai peptida fusi. Domain ini 
berperan pada fisi membran saat infeksi virus influenza 
ke dalam sel hospes, sehingga berperan dalam 
patogenesis virus. Domain ini diketahui bersifat stabil 
pada semua influenza A (CROSS et al., 200 I). 

Penelitian ini bertujuan untuk menganalisis domain- 
domain penting gen penyandi hemaglutinin virus 
Highly Pathogenic Avian Influenza (HPAI) subtipe 
H5N1 isolat unggas air, seperti daerah antigenik, 
kantong pengikat reseptor, residu pengikat reseptor, 
posisi glikosilasi dan peptida fisi. 

MATERI DAN METODE 

Virus yang diuji dalam penelitian ini adalah 9 isolat 
VAI subtipe H5N1 yang diisolasi dari unggas air yang 
secara klinis sehat di peternakan skala rumah tangga di 
Jawa Barat tahun 2006 (SUSANTI et al., 2008a; in 
press). Berdasarkan sekuen asam amino bagian 
cleavage site-nya, ke-9 isolat VAI tersebut termasuk 
HPAI (SUSANTI et al., 2008b; inpress). 

RNA dari 9 isolat VAI subtipe H5N1 asal unggas 
air di Jawa Barat diekstraksi dengan ~ r i . z o t " ~ ~ ~ e a ~ e n t  
(Invitrogen) sesuai instruksi penggunaan. RT-PCR 
dilakukan dengan menggunakan superscriptTM 111 One- 
step RT-PCR system (Invitrogen). Reaksi PCR dibuat 
sebanyak 50 p1 dengan komposisi 25 pl 2x reaction 
mix, 2 pl primer forward (1 0 pM), 2 pl primer reverse 
(10 pM), 2 pl Superscript 111 RTPlatinum Taq Mix, 3 
pl sampel RNA dan ultrapure HzO sampai volume 50 
pl. Primer yang digunakan adalah dua pasang primer 
yang didisain khusus untuk mengamplifikasi nukleotida 
nomor 1 sampai dengan nomor 12 15 dari gen HA, yaitu 
primer HA01-HA645 yang mengamplifikasi nukleotida 
1-645, dan primer HA548-HA 12 15 yang 
mengamplifikasi nukleotida 548- 12 15 (Tabel 1). PCR 
untuk primer HAOI-HA645 adalah 4 5 ' ~  reaksi RT 60 
menit, predenaturasi 9 5 ' ~  5 menit, 35 siklus terdiri dari 
denaturasi 9 5 ' ~  30 detik, annealing 5 5 ' ~  30 detik, 
ekstensi 7 2 ' ~  40 detik, dan post ekstensi 7 2 ' ~  10 
menit. Program PCR untuk primer HA548-HA 12 15 
menggunakan suhu annealing 5 I'C. Isolat yang tidak 
dapat diamplifikasi dengan primer HA01-HA645, 
dilakukan amplifikasi menggunakan primer H5-155F- 
H5-699R dengan annealing 5 0 ' ~ .  Adanya pita DNA 
spesifik hasil PCR diidentifikasi dengan elektroforesis 
pada gel agarose 2%. 

PCR dengan pasangan primer H5-155F dan H5- 
699R menghasilkan pita DNA target dan pita-pita 
nonspesifik, sehingga dilakukan purifikasi dengan 
wizard@ SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) 
sesuai instruksi penggunaan. 

Skema urutan nukleotida target dari gen HA virus 
A1 subtipe H5N1 yang disekuensing dalam penelitian 
ini terlihat pada Gambar 1. Sekuensing dilakukan di 
laboratorium I ''BASE Selangor Malaysia dengan 
metode dideoksi menggunakan ABI automatic 
sequencer (Applied Biosystems). Setiap isolat 
disekuensing sebanyak 2 kali untuk setiap primer. 
Runutan nukleotida gen hemaglutinin hasil sekuensing 
dan turunan asam aminonya disepadankan dengan 
program ClustalW. Analisis trace data sekuen dan 
pengeditan data sekuen dilakukan dengan program 
software Molecular Evolutionary Genetics 
Analysis(MEGA) versi 4,O (TAMURA et al., 2007). Data 
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Tabel 1. Sekuen nukleotida primer untuk mengamplifikasi gen HA 

Primer Sekuen basa Fragmen gen Produk (bp) 

I ' HA0 1 : 5' ATGGAGAAAATAGTGCTTCTTCTTGC'3 H5 (basa 1-645) 645 

2' HA548F: 5'CCAACCRAGARGATCTlTTGG'3* H5 (bada 548-121 5) 667 

1 3b HS- 155F: 5'ACACATGCYCARGACATACT'3* H5 (basa 155-699) 545 

*Y=(CT). R=(AG) 'didisain oleh Dr. Drh. IGN MAHARDIKA & Dr. Drh. R. SUSANTI, MP b~~~ et 01. (2001) 

Primer 

Gen HA ii 
I 

I 1 

- : Gen HA keseluruhan 
: Target urutan nukleotida yang disekuensing 

1 

I Gambar 1. Skema urutan nukleotida target dari gen HA virus A1 subtipe H5N1 isolat unggas air yang disekuensing 
dalarn penelitian ini 

sekuen nukleotida penyusun gen HA selanjutnya substitusi nonsinonim bervariasi dari 5-18 (Tabel 2). 
didokumentasikan di GenBank. Replikasi genom RNA virus (vRNA) influenza 

dikatalisis oleh enzim RNA dependent RNA polymerase 

5 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

V 

Hasil PCR gen HA dari VAI subtipe H5N1 
menggunakan primer HA0 1 -HA645 yang 
mengamplifikasi nukleotida 1 sampai 645, dan primer 
HA548-HA12 15 yang mengamplifikasi nukleotida 548 
sampai 12 15, berturut-turut terlihat pada Gambar 2 dan 
Gambar 3. Sebanyak 4 isolat VAI H5N1 (IPB6-RS, 
IPB7-RS, IPB8-RS, IPB9-RS) tidak dapat diamplifikasi 
dengan primer HA01-HA645, sehingga dilakukan 
amplifikasi dengan primer H5-155F-H5-699R (Gambar . . 

HA548-HA 12 15 
Primer 

(RdRp) (HONDA et al., 2002; CROW et a[., 2004; HARA 
et al., 2006). Dan enzim RdRp ini tidak mempunyai 

121 

mekanisme . untuk memperbaiki ke;alahan 
(proofreading) sehingga tingkat kesalahan mencapai 1 
dari lo4 nukleotida per siklus replikasi (review oleh 
WEBSTER et al., 1992). Tingkat mutasi yang tinggi 
akibat lemahnya mekanisme proofreading dari RdRp, 
menyebabkan perubahan nukleotida terjadi terus 
menerus. Kecepatan mutasi HA lebih tinggi 
dibandingkan dengan NA, karena NA bukan merupakan 
determinan antigenik utama dan jumlah NA pada 
permukaan virion hanya 115 jumlah HA (PLOTKM dan 

Primer 
H5-155F & H5-699R 

4). DUSHOFF, 2003). 
Sekuen nukleotida unggas air yang dise~adankan Sekuen nukleotida penyandi protein HA dari 9 virus 

dengan nukleotida gen HA dari VA1 subt i~e  H5N1 A1 subtipe H5N1 isolat unggas air &]am penelitian ini 
isolat AlgooselGuangdongll/96 (secara singkat disebut dapat diakses di GenBank dengan nornor akses 
Gs1GD11/96) menunjukkan bahwa jumlah kodOn EF646265-EF646273. Sekuen nuk]eotida gen 
substitusi bervariasi dari 23 sampai 50, dan jumlah 

- 
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hemaglutinin dan tunman asam aminonya dari satu VAI. semakin tinggi kecepatan untuk substitusi nonsinonim 
subtip HSNl isolat unggas air terlihat pada Gambar 5. (P~cmm dan DUSHOFF, 2003). Adanya tekanan seleksi 

Substitusi nonsinonim disebabkan oleh tekanan akan menyebabkan munculnya varian dengan tingkat 
seleksi, dm semakin sering mengalami tekanan efeldkritas replikasi ymg tin@ (JONG et d., 2000). 

Gambar 2. E ~ f o ~  RT-PCR dengan primer HAOldan HA645 (pduk 645bp). Sumur M: DNA hiih 100bp. Sumur P: 
Kontml positif VAI subtipe H5. Sutnur 1 -3:VAl isolat un- air subtipe H5N1 

"1 it* '.. <- $L;::..>d 
f.; p.: .?? .* ,,, ?!$.f 
\; :$;{:, , c 2.. u 

Gnmbar 3. Elektroforegram RT-PCR dengan primer HA548 dm HA1215 (produk 667bp). Surnur M: DNA ladder 100bp. Sumur 
P: Kontrol positif VAI subtipe H5. Sumur 1-1 1: VAI isolat u n m  air subtipe HSNI 
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Tabel 2. Jumlah substitusi sinonim dam nonsinonim gen hemaglutinin virus avian influenza subtipe H5NI isolat unggas air yang 
disepadankan dengan nukleotida virus A1 subtipe HSN1 isolat Gs/GD/1/96 

- - 

No Isolat Jumlah kodon yang Jumlah Jumlah substitusi Jumlah substitusi 
dibaca substitusi sinonim nonsinonim 

1 IPB1-RS (Entok) 358 19 16 3 

I 2 IPB2-RS (Angsa) 358 22 18 4 

I 
& 3 IPB3-RS (Itik) 358 20 17 3 

4 IPB4-RS (Angsa) 358 2 1 15 6 

5 IPBS-RS (Entok) 358 24 17 7 

6 IPB6-RS (Itik) 358 37 27 10 

7 IPB7-RS (Angsa) 358 48 30 18 

8 IPB&RS (Itik) 358 46 30 16 

9 IPB9-RS (Itik) 358 45 29 16 

Lima virus A1 subtipe H5N1 isolat unggas air (IPBI-RS karena berkaitan dengan mekanisme virus untuk 
sld IPB5-RS), mengalami substitusi noniinonim 3 asam 
amino kantong pengikat reseptor. Sebanyak 11 
substitusi nonsinonim pada isolat IPB6-RS, 10 
diantaranya merupakan daerah antigenik, posisi 
glikosilasi dan kantong penglkat reseptor. Dari 17- 18 
substitusi nonsinonim pada 3 isolat virus (IPB7-RS, 
IPB8-RS dan IPB9-RS), 16 substitusi diantaranya 
merupakan daerah antigenik, posisi glikosilasi dan 
kantong pengikat reseptor. Virus A1 subtipe H5N1 garis 
Asia menunjukkan jumlah asam amino yang mengalami 
seleksi positif meningkat dari tahun ke tahun, terutama 
pada daerah antigenik, posisi glikosilasi dan kantong 
pengikat reseptor. Hal ini kemungkinan berhubungan 
dengan peningkatan patogenesitas dan kemampuan 
virus untuk transmisi ke manusia (CAMPITELLI et al., 
2006). 

Daerah antigenik (antigenic sites) 

Asam amino daerah antigenik pada 5 isolat VAI 
unggas air (IPB 1-RS sld IPB5-RS) sama dengan isolat 
GsIGD/1196. Isolat VAI IPB6-RS mengalami substitusi 
nonsinonim pada 4 asam amino daerah antigenik 
(N45D, S84N, H138Q dan R140S), sementara 3 isolat 
VAI unggas air lainnya (IPB7-RS, IPB8-RS dan IPB9- 
RS) mengalami substitusi nonsinonim pada 8 asam 
amino daerah antigenik (N45D, S84N, A86T, N124D, 
H138L, R140S, S 141P dan K189R) (Tabel 3). 

Substitusi asam amino pada daerah antigenik 
meningkatkan potensi terjadinya hanyutan antigenik, 

menghindaz dari respon imun hospes. Substihi ini 
diduga akibat tekanan seleksi untuk menghindar dari 
respon antibodi hospes, termasuk penghindaran 
pengenalan antibodi yang terbentuk akibat vaksinasi 
atau infeksi sebelumnya (PLOTKIN dan DUSHOFF, 2003; 
SMITH et al., 2004; CAMPITELLI et al., 2006). Substitusi 
asam amino pada daerah antigenik merupakan salah 
satu pendorong evolusi gen hemaglutinin (SHIH et al., 
2007). 

Substitusi asam amino 138 dan 140 juga 
berhubungan dengan patogenesitas virus, karena asam 
amino ini juga terlibat dalam ikatan dengan reseptor 
(HULSE et a/., 2004). Substitusi N124S, L138Q dan 
K 189R pada genotipe Z kemungkinan berhubungan 
dengan adaptasi virus pada mamalia (GUAN et al., 
2004). Daerah antigenik pada asam amino 189 (R atau 
K) pada isolat unggas air dalam penelitian ini sama 
dengan isolat Hongkong, Vietnam dan Singapura 
(HOFFMAN et al., 2005). Daerah antigenik pada asam 
amino 45, 84, 86, 124, 138, 140 dan 141 pada isolat 
unggas air dalam penelitian ini menunjukkan adanya 
polimorfisme. Daerah antigenik A-E pada asam amino 
86, 138, 140 dan 141 isolat unggas dan manusia di 
Indonesia dan Vietnam mengalami seleksi positif 
(SMITH et al., 2006). Analisis sekuen asam amino 
subunit HA1 pada virus influenza A tahun 1968-2005 
berhasil mengidentifikasi 95 substitusi pada 63 asam 
amino, dan 57 substitusi diantaranya adalah asam amino 
daerah antigenik (SHIH et al., 2007). 
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HA1 
ACA CAT GCT CAG GAC ATA CTG GAA AAG ACA CAC AAC GGG AAG CTC TGC GAT CTA AAT GGA 

T H A Q D I L E K T H N G K L C D L N G 4 6  

GTG AAG CCT CTC ATT TTG AGA GAT TGT AGT GTA GCT GGA TGG CTC CTC GGA AAC CCT ATG 
V K P L I L R D C S V A G W L L G N P M 6 6  . 

TGT GAC GAA TTC ATC AAT GTG CCG GAA TGG TCT TAC ATA GTG GAG AAG GCC AGT CCA GCC 
C D E F I N V P E W S Y I V E K A S P A 8 6  

AAT GAC CTC TGT TAC CCA GGG GAT TTC AAC GAC TAT GAA GAA CTG AAA CAC CTA TTG AGC 
N D L C Y P G D F N D Y E E L K H L L S 1 0 6  *. . 

AGC ACA AAC CAT TTT GAG AAA ATT CAG ATC ATC CCC AAA AGT TCT TGG TCC AAT CAT GAT 
S T N H F E K I Q I I P K S S W S N H D 1 2 6  

*. *. *. . 
GCC TCA TCA GGG GTG AGC TCA GCA TGT CCA TAC CAT GGG AGG TCC TCC TTT TTC AGA AAT 

A S S G V S S A C P Y H G R S S F F R N 1 4 6  

GTG GTA TGG CTT ATC AAA AAG AAC AGT GCA TAC CCA ACA ATA AAG AGG AGC TAC AAT AAT 
V V W L I K K N S A Y P T I K R S Y N N 1 6 6  

A s  AAC CAA GAA GAT CTT TTG GTA ATG TGG GGG ATT CAC CAT CCT AAT GAT GCG GCA GAG 
T N Q E D L L V M W G I H H P N D A A E 1 8 6  - *. 

CAG ACA AAG CTC TAT CAA AAC CCA ACC ACC TAC ATT TCC GTT GGA ACA TCA ACA ATA AAT 
Q T K L Y Q N P T T Y I S V G T S T I N 2 0 6  . A * . A  

CAA AGG TTG GTA CCA AAA ATA GCT ACT AGA TCC AAA GTA AAC GGG CAA AGT GGA AGG ATG 
Q R L V P K I A T R S K V N G Q S G R M 2 2 6  

GAG TTC TTC TGG ACA ATT TTA AAA CCT AAT GAT GCA ATC AAC TTC GAG AGT AAT GGA AAT 
E F F W T I L K P N D A I N F E S N G N 2 4 6  . 

TTC ATT GCT CCA GAA TAT GCA TAC AAA ATT GTC AAG AAA GGG GAC TCA GCA ATT ATG AAA 
F I A P E Y A Y K I V K K G D S A I M K 2 6 6  

AGT GAA TTG GAA TAT GGT AAC TGC AAC ACC AAG TGT CAA ACT CCA ATG GGG GCG ATA AAC 
S E L E Y G N C N T K C Q T P M G A I N 2 8 6  

TCT AGT ATG CCA TTC CAC AAC ATA CAC CCT CTC ACC ATC GGG GAA TGC CCC AAA TAT GTG 
S S M P F H N I H P L T I G E C P K Y V 3 0 6  - 

4 4 4 4 4  
AAA TCA AAC AGA TTA ATC CTT GCG ACT GGA CTC AGA AAT ACC CCT CAA AGA GAG AGA AGA 

K S N R L I L A T G L R N T P Q R E R R 3 2 6  
4 4 4 4 1  HA2 

AGA AAA AAG GGA CTA TTT GGA GCT ATA GCA GGT TTT ATA GAG GGA GGA TGG CAG 
G L F G A I A G F I E G G W Q  

ATG GTA GAT GGT TGG TAT TAC CAC CAT AGC AAT GAG CAG GGG AGT GGG TAC GCT GCA 
Y H H S N E Q G S G Y A A 3 6  

GAC AAA GAA TCC ACT CAA AAG GCA ATA GAT GGA GTC ACC AAT AAG GTC AAC TCG 
D K E S T Q K A I D G V T N K V N S  5 4 

:daerah antigenik A : residu pengikat reseptor : kantong pengikat reseptor 
4 :daerah pemotongan : batas subunit HA1 0 : peptida fus i  
Garis bawah: posis i  gl ikosi lasi  

Gambar 5. Gen penyandi hemaglutinin dan turunan asam aminonya virus isolat Almuscovy ducWCileungsmB5-RS/2006(HSNl) 
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Tabel 3. Asam amino daerah antigenik pada hemaglutinin virus avian influenza subtipe HSNl isolat unggas air 

Daerah antigenik * 
Isolat 

45 83 84 86 121 124 125 129 137 138 140 141 155 189 212 223 263 

GsIGDl 1 196 N A S A S N H S Y H R  S S K K S A  

IPBl-RS(entok) N A S A S N H S Y H R S S K K S A  

IPB3-RS (itik) N A S A S N H S Y H R S S K K S A  

IPB4-RS(angsa) N A S A S N H S Y H R S S K K S A  

IPBS-RS(entok) N A S A S N H S Y H R S S K K S A  

IPB6-RS (itik) D A N A S N H S Y Q S S S K K S A  

I IPB7-RS (angsa) D A N T S D H S Y L S P S R K S A  

1 IPB&RS (itik) D A N T S D H S Y L S P S R K S A  

IPB9-RS (itik) D A N T S D H S Y L S  P S R K S A  

* Penomoran menurut H5. (GUAN el  al., 2004; HOFFMAN el  al., 2005; WHO, 2005; CAMPITELLI el  al., 2006; SMTH el  al., 2006) 

I Posisi glikosilasi (glycosilation sites) Kantong pengikat reseptor (receptor binding pocket) 

Posisi glikosilasi asam amino terkait asparagin (N) 
dengan pola sekuen NXS dan NXT (X: asam amino 
lain) yang berpotensi sebagai tempat penempelan 

.I oligosakarida (HOFFMAN et al., 2005; SMITH et al., 
2006; STEVENS et al., 2006). Posisi glikosilasi dari VAI 
H5N1 isolat unggas air menunjukkan bahwa asam 
amino nomor 84-86 dan 154-156 pada 5 isolat unggas 
air (IPBl-RS sld IPB5-RS) tidak berpotensi sebagai 

7 tempat penempelan oligosakarida. Asam amino isolat 
unggas air IPB6-RS mengalami substitusi pada A 156T, 
sehingga terbentuk sekuen N-S-T pada asam amino 
154-156 yang berpotensi sebagai posisi glikosilasi. 
Akibat substitusi pada A86T dan A156T pada 3 VAI 
isolat unggas air (IPB7-RS, IPB8-RS, IPB9-RS) 
menginduksi munculnya posisi glikosilasi pada asam 
amino 84-86 dan 154- 156 (Tabel 4). 

Posisi glikosilasi pada asam amino posisi 154- 156 
dan 193- 195 berdekatan dengan daerah antigenik dan 
residu pengikat reseptor, sehingga mempengaruhi 
afinitas ikatan pada reseptor dan mekanisme virus 
menghindar respon imun hospes (MATROSOVICH et al., 
1999; WHO, 2005; CAMPITELLI et al., 2006; 
GAMBARYAN et al., 2006; SMITH et al., 2006). 
Substitusi pada A156T pada VAI H5N1 garis Asia 

. - dihubungkan dengan adaptasi vims pada hospes unggas 
darat dan meningkatkan virulensi pada unggas darat ini 
(WHO, 2005; SMITH et al., 2006; STEVENS et al., 2006). 
Posisi glikosilasi pada asam amino 84-86 mempakan 
mekanisme VAI untuk menghindar pengenalan daerah 
antigenik oleh antibodi (WHO, 2005; SMITH et al., 
2006). 

Kantong pengikat reseptor adalah asam amino yang 
terlibat mempertahankan integritas struktur residu 
pengikat reseptor. Secara struktural, terdapat 3 elemen 
dasar kantong pengikat reseptor VAI H5N1 yaitu a- 
helix (asam amino HA 1 188-190), loop-130 (asam 
amino HA 1 134-1 38) dan loop-220 (asam amino HA I 
22 1-228) (STEVENS et al., 2006). Substitusi asam amino 
kantong pengikat reseptor menyebabkan pembahan 
struktur sekunder protein sehingga mempengaruhi 
afinitas ikatan virus pada reseptor (HARVEY et al., 
2004; GAMBARYAN et al., 2006; AUEWARAKUL et al., 
2007). Virus A1 strain avian yang mengalami perubahan 
afinitas pada reseptor hospes berpeluang memunculkan 
strain virus yang berafinitas tinggi pada reseptor sel 
mamalia (C AMPITELLI et al., 2006). 

Virus A1 subtipe H5N1 isolat unggas air (IPBl-RS, 
IPB2-RS, IPB3-RS, IPB4-RS dan IPB5-RS), 
mengalami 3 substitusi nonsinonim pada asam amino 
kantong pengikat reseptor (L175M, E2 12K dan P2 17s). 
VAI H5N1 isolat IPB6-RS mengalami 7 substitusi 
nonsinonim asam amino kantong pengikat reseptor 
(D94N, T1081, D126E, H138Q, R140S, E212K dan 
P217S). Tiga VAI H5N1 isolat unggas air (IPB7-RS, 
IPB8-RS, IPB9-RS) mengalami substitusi nonsinonim 
pada 10 asam amino pembentuk kantong pengikat 
reseptor (D94S, T 1081, N 124D, D 126E, H 13 8L, 
R140S, D 183N, K189R, E2 12K dan P217S) (Tabel 5). 

Patogenesitas VAI H5N1 pada hospes sangat 
dipengaruhi oleh susunan asam amino kantong pengikat 
reseptor. VAI H5N1 dengan asam amino D97, 1108, 
E126, L138, K212 dan S217 menunjukkan fenotipe 
highly pathogenic, sementara asam amino TI 08, D 126, 
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HIQ 13 8 menunjukkan fenotipe patogenik moderat 
(HULSE et al., 2004). Tiga VAI H5N1 isolat unggas air 
(IPB7-RS, IPB8-RS dan IPB9-RS) kemungkinan 
mempunyai fenotipe patogenik tinggi, karena 
mempunyai asam amino kantong pengikat reseptor khas 
D97, 1108, E126, L138, K212 dan S217 (Tabel 5). 
Sementara 5 VAI H5N1 isolat unggas air lainnya 
(IPBI-RS sld IPB5-RS) mempunyai asam amino khas 
(T108, D 126, H138) penanda fenotipe patogenik 
moderat. Fenotipe patogenesitas VAI H5Nl isolat 
unggas air dalam penelitian ini perlu dikaji lebih lanjut 
dengan uji biologis. 

Residu pengikat reseptor (receptor binding sites) 

Residu pengikat reseptor pada VAI H5N1 isolat 
unggas air dalam penelitian ini adalah glutamin (Q) dan 
glisin (G) berturut-turut pada asam amino nomor 222 
dan 224 (Tabel 5). Residu pengikat reseptor seperti itu 
dianggap spesifik berikatan dengan reseptor avian a- 
2,3NeuAcGal (GAMBARYAN et al., 2006; SMITH et al., 
2006; LEUNG, 2007). 

Peptida fusi uicsion peptide) 

Peptida fusi adalah peptida yang berperan pada fusi 
membran saat infeksi virus influenza ke dalam sel 
hospes. Sekuen asam amino peptida fusi yang terdapat 
pada ujung N subunit HA2 dari VAI H5N1 isolat 

unggas air dalam penelitian ini terdiri dari 23 asam 
amino kaya glisin, yaitu GLFGAIAGFIEGGWQGMV 
DGWYG. Sekuen peptida fusi VAI H5N I isolat unggas 
air dalam penelitian h i  sama dengan isolat VAI H5N1 
penyebab wabah di Asia. Jika dibandingkan dengan 
peptida fbsi virus influenza penyebab pandemi flu di 
Hongkong tahun 1968 (GLFGAIAGFIENGWEG 
MIDGWYG), peptida fusi ini hanya mengalami substitusi 
3 asam amino selama hampir 40 tahun (CROSS et al., 
2001; SMITH et al., 2006). Peptida ini bersifat stabil 
pada semua influenza A (CROSS et al., 200 I). 
Domain asam amino daerah antigenik, posisi glikosilasi 
dan kantong pengikat reseptor virus avian influenza 
subtipe H5N1 isolat unggas air yang dianalisis 
menunjukkan adanya polimorfisme. LIU (2007) 
menyatakan bahwa virus influenza tidak selamanya 
bersifat stasis secara evolusioner pada hospes alami, 
dan biologi virus dapat berubah secara dramatis pada 
unggas air domestik. VAI subtipe H5Nl pada unggas 
air di Cina secara progresif menunjukkan peningkatan 
patogenesitas pada hewan model mencit (CHEN et al., 
2004). STRURM-RAMIREZ et al. (2005) juga melaporkan 
bahwa VAI H5N1 isolat itik di Asia tahun 2002-2004 
tidak hanya bereplikasi pada saluran pencemaan tetapi 
juga pada saluran respirasi bagian atas. Analisis secara 
mendalam, baik secara molekuler maupun secara 
biologis dari VAI H5N1 isolat unggas air dalam 
penelitian ini perlu segera dilakukan untuk mengetahui 
kemungkinan adanya evolusi virus ini pada unggas air. 

Tabel 4. Sekuen asam amino hemaglutinin virus avian influenza subtipe H5N1 isolat unggas air yang berpotensi sebagai posisi 
glikosilasi 

Isolat 

- - - 

Posisi glikosilasi * 

84-86 154-156 165-167 193-195 286-288 

WGD/  1/96 

IPB 1-RS (entok) 

IPB2-RS (angsa) 

IPB3-RS (itik) 

IPB4-RS (angsa) 

IPBS-RS (entok) 

IPB6-RS (itik) 

IPB7-RS (angsa) 

IPB8-RS (itik) 

IPB9-RS (itik) 

NPT 

NPT 

NPT 

NST 

NST 

NST 

NST 

NNT 

NNT 

NNT 

NNT 

NNT 

NNT 

NNT 

NNT 

NNT 

NNT 

NPT 

NPT 

NPT 

NPT 

NPT 

NPT 

NPT 

NPT 

NPT 

NPT 

NSS 

NSS 

NSS 

NSS 

NSS 

NSS 

NSS 

NSS 

NSS 

NSS 

Penomoran menurut H5. (MATRO~OVICH et al., 1999; WHO, 2005; CAMPITELLI et al., 2006; GAMBARYAN er al., 2006; SMITH et al., 2006; 
STEVENS et al., 2006) 
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Tabel 5. Asam amino pembentuk kantong pengikat reseptor pada hemaglutinin virus avian influenza subtipe H5N1 isolat unggas 
air 

Kantong Isolat 
pengikat 
reseptor GdGDI IPBl-RS IPB2-RS IPB3-RS IPB4-RS IPBS-RS IPB6-RS IPB7-RS IPB8-RS IPB9- 

V96 (entok) (angsa) (itik) (angsa) (entok) (itik) (angsa) (itik) RS (itik) 

Penomoran menurut H5. (HULSE et al., 2004; WHO, 2005; CAMPITELLI et al., 2006; GAMBARYAN el 01.. 2006; SMITH et al., 2006; STEVENS 
el al., 2006) 

KESIMPULAN pengikat reseptor, semua isolat mempunyai glutamin 
(Q) dan glisin (G) berturut-turut pada asam amino 

Domain asam amino daerah antigenik, posisi nomor 222 dan 224. Temuan ini menunjukkan bahwa 
glikosilasi dan kantong pengikat reseptor VAI subtipe semua VAI H5N 1 dalam penelitian ini mempunyai 
H5Nl isolat unggas air yang dianalisis menunjukkan spesifisitas reseptor avian a-2,3NeuAcGal. 
adanya polimorfisme. Sementara pada domain residu 
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SARAN 

Perlu segera dilakukan analisis lebih lanjut VAI 
H5N1 isolat unggas air dalam penelitian ini baik secara 
molekuler maupun secara biologis. 
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