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ABSTRAK

Penyakit avian influenza (Al) merupakan penyakit unggas yang sangat
berbahaya karena bersifat zoonosis dan mematikan pada manusia. Agen penyebabnya
adalah virus dari familia Orthomyxoviridae genus influenzavirus tipe A subtipe H5NL1.
Patogenitas virus Al bersifat poligenik artinya virulensi virus Al ditentukan oleh semua
gen. Peranan non-coding dan coding region dari gen polimerase kompleks dikaji dalam
tulisan ini. Asam amino posisi 627 gen PB2 merupakan faktor adaptasi virus Al pada
mamalia. Protein PB1 berperan sebagai pusat aktivitas katalisasi enzim polimerase virus.
Polimerase basik-1 berikatan pada ujung terminal dari VRNA dan cRNA serta
menunjukkan aktivitas endonuklease, telah diidentifikasi pada E508, E519, dan D522.
Protein PA berperan dalam menunjang aktivitas biologi gen polimerase kompleks namun
mekanisme kerjanya dalam transkripsi, replikasi, dan poliadenilasi belum diungkapkan
sejelas PB1 dan PB2. Peran lain dari protein PA adalah sebagai kompleks polimerase
RNA karena mempunyai peran proteolitik protein-protein sel sehingga menekan
pembelahan sel. Gen PA juga mempunyai aktivitas serin protease yang telah
diidentifikasi pada posisi S624. Hasil analisis sekuens non-coding region (NCR) dan
coding-region (CR) ujung-‘5 gen gen polimerse kompleks virus Al subtipe H5N1 asal
unggas dan babi di Indonesia menunjukkan bahwa NCR gen PB2, PB1 dan PA adalah
homogen sedangkan pada gen PB1 ada varian dari isolat asal itik A/Duck /Badung 2006.
Terjadinya delesi, insersi, dan mutasi pada NCR maupun CR gen polimerase kompleks
berpeluang untuk memicu timbulnya perubahan genetik virus yang berpotensi terhadap
perubahan sifat biologi virus Al. Peranan non-coding atau coding region ujung-3 dari
gen polimerase kompleks perlu dikaji lebih lanjut.

Kata kunci: non-coding region, coding-region, Gen polimerase kompleks,



avian influenza.

ABSTRACT

Avian influenza (Al) is an avian diseases that can cause deadly human
infection. The disease is caused by Orthomyxoviridae virus, genus influenzavirus type A,
subtype H5N1. Pathogenicity of Al virus is polygenic, which means Al virus is
determined by all the genes. Here the role of coding region (CR) and non-coding region
(NCR) of polymerase gene complex is critically reviewed. The coding region of the
polymerase genes can be explained as follows. The amino acid position 627 PB2 gene is
a factor adaptation of Al viruses in mammals. Polymerase basic-1 (PB1) protein acts as a
central activity of the enzyme catalyzing the viral polymerase. Polymerase Basic-1 binds
to the terminal end of the vVRNA and the cRNA and shows endo-nuclease activity. The
activity has been identified on the E508, E519, and D522. Polymerase Acid (PA) proteins
play a role in supporting the biological activity of the polymerase gene complex, but its
mechanism of action in transcription, replication has not been disclosed as clear. Another
role of the PA protein is forming a complex of RNA polymerase and express an
proteolytic role of cell proteins that suppress cell division. Polymerase acid gene has also
serine protease activity has been identified at position S624. The non-coding region
might also play role in the pathogenecity of influenza virus. The results of sequence
analysis of non-coding region (NCR) at 5’-end of polymerase gene complex of Al virus
subtype H5N1 from poultry and pigs in Indonesia showed that the NCR genes PB2, PB1
and PA are homogeneous, whereas there are variants of the PB1 gene isolates from ducks
A / Duck / Badung, 2006. Occurrence of deletions, insertions, and mutations in the NCR
and CR polymerase complex genes may likely lead to genetic changes in viruses which
potentially also change the nature of biology of Al virus. The study on the 3’-end of the
genes needs to be carried out.
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PENDAHULUAN

Latar Belakang

Penyakit Avian Influenza (Al) di Indonesia lebih dikenal dengan nama * flu
burung”. Agen penyebab flu burung adalah virus Al subtipe H5N1 yang sangat ganas
(highly pathogenic avian influenza=HPAI) dari famili Orthomyxoviridae, genus influenza
tipe A (Webster and Hulse, 2004). Kasus flu burung pada unggas di Indonesia telah
terjadi sejak tahun 2003 (OIE, 2004; WHO, 2005; Smith et al., 2006) bahkan tahun 2003
sampai 2006 telah ditetapkan sebagai kejadian luar biasa (KLB) kasus flu burung.
Penyakit flu burung sangat berbahaya karena bersifat zoonosis dan mematikan, baik



pada unggas maupun pada manusia. Derajat keparahan penyakit sangat bervariasi, mulai
dari infeksi yang bersifat asimptomatik sampai fatal dan multisistemik (Swayne, 2000).

Di Indonesia, kasus flu burung pertama kali muncul pada peternakan ayam ras
komersial di Jawa Barat dan Jawa Tengah. Wabah penyakit kemudian menyebar ke Jawa
Tengah, Jawa Barat, Jawa Timur, Daerah Istimewa Yogyakarta (DIY), Lampung, Bali,
serta beberapa daerah di Sumatra dan Kalimantan. Unggas yang terserang juga sangat
beragam, diantaranya ayam petelur, ayam pedaging, ayam buras, itik, entog, burung
puyuh, burung merpati, dan burung merak (WHO,2005). Kasus Al pertamakali
dilaporkan di Bali pada ayam ras (Mahardika et. al 2004).

Virus Al ganas subtipe H5N1 telah menyebabkan sampar ayam (fowl plague)
pada unggas di Eropa, Afrika, dan Asia seperti Vietnam, Thailand, Cina, Jepang, Korea
Selatan, Kamboja, Laos, Mesir, Nigeria, dan lain sebagainya (WHO, 2005). Selain
menyebabkan kerugian ekonomi yang besar, virus HPAI juga telah terbukti dapat
melompati barier spesies unggas—manusia (Fouchier et al., 2004; Li et al., 2004; Hulse-
Post et.al., 2005; de Jong and Hien, 2006). Kasus Al H5N1 pada manusia di Indonesia
yang pertama kali telah dikonfirmasi pada bulan Juli 2005 (Kandun et. al (2008), bahwa
kasus tersebut sumbernya dari virus Al asal unggas, dan 79% dari kasus manusia di
Indonesia menunjukkan sejarah kontak langsung maupun tidak langsung dengan unggas
yang sakit.

Para ilmuwan sebelum tahun 1997 berpendapat bahwa ada host-spesific barrier
yang akan mencegah virus Al menginfeksi manusia. Penyebabnya diduga karena hospes
alami dan reservoir virus Al adalah unggas air liar. Namun fakta yang ada di Indonesia
dan berbagai laporan dari berbagai negara di dunia menunjukkan bahwa virus Al subtipe
H5N1 dapat menginfeksi serta menimbulkan penyakit pada berbagai jenis unggas.
Disamping itu, terjadi pula penularan yang terbatas pada manusia (WHO., 2005; Smith et
al., 2006). Peristiwa tersebut menunjukkan bahwa virus Al subtipe H5N1 telah mampu
menembus barier spesies antar hewan unggas, mamalia dan manusia.

Salomon et al. (2006) menemukan bahwa pada virus Al subtipe H5N1 asal
ayam yang gen PB2-nya disubstitusi dengan gen PB2 dari virus Al subtipe H5N1 asal
manusia, konstruksi tersebut menghasilkan virus Al yang spesifitasnya telah berubah dari

virus avian ke virus Al mamalia. Hasil penelitian tersebut telah membuktikan bahwa gen



polimerse kompleks daerah coding-region (CR) berperanan penting dalam adaptasi virus
infuenza asal unggas. Perubahan asam amino gen PB2 pada posisi 627 telah digunakan
pula sebagai tanda adanya perubahan virus Al asal unggas ke virus Al mamalia (Naffakh
et al., 2000). Hasil penelitian lain menunjukkan bahwa selain pada coding region (CR)
daerah non-coding (NCR) juga berpengaruh terhadap virulensi dan spesifitas hospes
virus, misalnya Fujii et al. (2005) telah membuktikan bahwa non-coding region pada gen
NS ikut mempengaruhi transkripsi virus influenza A.

Dari informasi di atas, pemikiran bahwa coding-region dan non-coding region
berperan penting dalam adaptasi virus avian influenza adalah logis. Informasi tentang
peran gen polimerase kompleks dalam adaptasi virus influenza ditinjau secara kritis

dalam tulisan ini.

VIRUS AVIAN INFLUENZA

Virus penyebab penyakit Al termasuk dalam famili Orthomyxoviridae, genus
influenzavirus, tipe A, merupakan virus dengan materi genetik single stranded ribo
nucleic acid (ss RNA), berpolaritas negatif, terpisan dalam delapan segmen, dan
mempunyai amplop (Webster and Hulse, 2004). Virus familia ini dikelompokkan
menjadi tiga tipe, yaitu A, B, dan C. Berdasarkan atas sifat antigenik nukleoprotein (NP)
dan matrik (M), virus Al diklasifikasikan kedalam tipe A. Pembagian subtipe virus
influenza A berdasarkan pada peran antigen permukaan virus yang disebut hemaglutinin
(HA) dan neuraminidase (NA), kemudian dikelompokkan menjadi 16 subtipe HA (1-16),
dan sembilan subtipe NA (1-9) (Fouchier et al., 2004; Webster and Hulse, 2004).

Virus Al mempunyai dua protein permukaan, yaitu HA dan NA, dua protein
matriks (M1 dan M2), dua protein nonstruktural (NS1 dan NS2), satu nukleoprotein
(NP),dan tiga protein polimerase kompleks (PB2, PB1 dan PA). Perbedaan sifat antigenik
yang terdapat pada nukleoprotein (NP) dan pada protein matriks (M) dari virus influenza
dijadikan dasar untuk mengklasifikasikan menjadi tiga tipe yaitu influenza tipe A, B, dan
C (Wright and Webster, 2001). Virus influenza tipe A dan B memiliki delapan segmen
RNA, sedangkan pada virus influenza C hanya memiliki tujuh segmen RNA. Semua

virus Al diklasifikasikan kedalam influenza tipe A (Harimoto and Kawaoka, 2001).



PERANAN CODING REGION GEN POLEMERASE

Tiga segmen terbesar genom virus influenza menyandi protein polimerase
kompleks (PB2, PB1 dan PA), segmen satu dan dua terdiri dari 2.341 nukleotida yang
menyandi protein dengan 759 asam amino untuk PB2, dan 757 asam amino untuk PB1.
Kedua protein tersebut merupakan polimerase basik, masing-masing polimerase basik-2
(PB2) dan polimerase basik-1 (PB1). Segmen ke-3 tersusun atas 2.333 nukleotida,
menyandi 715 asam amino yang merupakan polimerase asidik (PA) (Neuman et al.,
2004).

Protein PB1 berperan sebagai pusat aktivitas katalisasi enzim polimerase
virus. Gen PB1 mengandung motif conserved yang khas dari RNA-dependent RNA
polymerase (Biwas and Nayak,1994). Polimerase basik-1 berikatan pada ujung terminal
dari VRNA dan cRNA dan menunjukkan aktivitas endonuklease (Cianci et al., 1995;
Gonzalez and Ortin, 1999a; 1999b; Li et al., 1998; Rao et al., 2003). Tiga asam amino
yang esensial untuk aktivitas endonuklease telah diidentifikasi, yaitu E508, E519, dan
D522 (Li et al., 2001).

Protein PB2 berperan penting dalam sintesis mRNA dengan cara berikatan
dengan capped mRNA hospes. Domain yang berikatan dengan struktur tudung mRNA
telah dipetakan berlokasi pada asam amino 533-564 (L. et al., 2001), serta wilayah antara
asam amino 242-252 (Honda et al.,1999). Fechter et al., (2003), menunjukkan bahwa dua
asam amino fenilalanin yaitu F363 dan F404 juga terlibat dalam pengikatan tudung
mRNA. Gen PB2 juga mempunyai peran penting dalam replikasi virus, karena mutasi
satu asam amino saja pada gugus N-terminalnya akan mempengaruhi replikasi virus
influenza (Gastaminza et al., 2003).

Protein PA berperan dalam menunjang aktivitas biologi gen polimerase
kompleks namun mekanisme kerjanya dalam transkripsi, replikasi, dan poliadenilasi
belum diungkapkan sejelas PB1 dan PB2. Peran lain dari protein PA adalah sebagai
kompleks polimerase RNA karena mempunyai peran proteolitik protein-protein sel
sehingga menekan pembelahan sel (Sanz-Esquerro et al., 1995; 1996). Polimerase A
juga telah diidentifikasi mempunyai aktivitas serin protease dan pusat aktivitas itu telah
diidentifikasi pada posisi S624 (Hara et al., 2001). Informasi terbaru tentang peran gen

PA dalam transkripsi dan replikasi virus RNA ditemukan pada kajian terminal karboksi



molekul itu. Asam amino H510 ternyata sangat conserved pada influenza A, B, dan C,
serta Thogotovirus yang diduga sebagai ciri khas endonuklease untuk tudung mRNA
(Fodor et al., 2002). Polimerase A juga berperan dalam sintesis RNA karena mutasi asam
amino arginin (R) pada posisi 638 menyebabkan terbentuknya RNA yang tidak sempurna
(Fodor et al., 2003). Residu asam amino pada ujung terminal N dari gen PA berperan
penting dalam stabilitas protein, aktivitas endonuklease, cap binding dan promoter
binding virus (Hara et al., 2006).

Beberapa literatur menyatakan bahwa patogenitas virus Al bersifat poligenik,
disebabkan karena virulensinya dipengaruhi oleh beberapa gen, antara lain gen
hemaglutinin (HA), gen polimerase kompleks (gen PB2, PB1, dan gen PA), gen
neuraminidase (NA), dan gen non struktural (NS). Gen polimerase merupakan faktor
adaptasi virus Al pada mamalia (Gabriel et al., 2005). Gen PB2 banyak diulas tentang
perannya sebagai determinan host range (Kuiken et al., 2006). Perubahan asam amino
gen polimerase PB2 daerah CR posisi 627 telah digunakan sebagai tanda perubahan virus
Al asal unggas ke virus Al asal mamalia (Naffakh et.al., 2000). Asam amino pada posisi
627 dari gen PB2 mempengaruhi efisiensi replikasi virus Al subtipe H5N1 juga telah
dibuktikan oleh Hatta et al. (2007). Selain CR dari gen-gen tersebut diatas, Fujii et al.
(2005) membuktikan bahwa NCR gen NS juga ikut mempengaruhi efisiensi transkripsi
pada virus influenza A.

Gabriel et al. (2007) menyatakan bahwa akibat mutasi gen polimerase
menyebabkan peningkatan aktivitas virus untuk menginfeksi sel yang merupakan faktor
determinan dari spesies dan patogenitas hospes. Pendapat senada juga dikemukakan oleh
Wasilenko et al. (2008) bahwa gen PB1, PB2 dan NP mempengaruhi replikasi virus Al
subtipe H5N1 pada ayam. Penelitian tentang patogenitas virus Al subtipe H5N1 pada itik
Mallard oleh Hulse-Post et al. (2007) menunjukkan bahwa gen PA dan PB1 berhubungan
dengan derajat kematian itik.

Fragmen proksimal gen polimerase kompleks adalah NCR atau up stream
coding region, letaknya diantara elemen conserved promotor dan kodon pembuka.
Panjang dan komposisi wilayah antara promoter dan kodon pembuka beragam (Neumann
and Hobom, 1995). Replikasi dan transkripsi virus dapat dipengaruhi oleh delesi, insersi,

dan mutasi pada wilayah ini dengan cara berinteraksi dengan protein NP dan polimerase



kompleks (Neuman and Hobom, 1995). Sekuens motif didaerah NCR segment 7
menstimulasi ekspresi gen untuk menyandi protein (Enami et al., 1994). Hal ini
membuktikan bahwa NCR mempengaruhi proses translasi virus. Analogi tersebut diatas
menimbulkan pertanyaan apakah NCR dari gen-gen tertentu virus Al subtipe H5N1
diantaranya gen polimerase kompleks juga ikut berpengaruh terhadap efisiensi replikasi

virus Al asal mamalia.

PERANAN NON-CODING REGION GEN POLIMERASE

Disamping daerah coding region, non coding region juga berperan penting
dalam adaptasi virus Al. Salomon et al. (2006) telah membuktikan bahwa gen plomerase
kompleks daerah coding region merupakan faktor adaptasi spesies virus Al subtipe
H5N1. Peneliti lain, Fujii et al. (2005) telah membuktikan bahwa non-coding region gen
NS juga berperan penting dalam replikasi virus Al. Oleh karena itu penelitian tentang
faktor genetik yang mempengaruhi spesifitas dan patogenitas hospes virus Al subtipe
H5N1 perlu dilakukan untuk mengetahui keganasan virus flu burung. Posisi NCR dan CR
ujung-’5 sampai posisi nukleotida nomor 200-400 setelah kodon pembuka gen penyandi
protein polimerase kompleks diyakini berperan sebagai promoter untuk replikasi virus
Al. Ribo Nucleic Acid virus (vVRNA) diubah menjadi complementary RNA (cCRNA) yang
berpolaritas positif atau MRNA. Semua cRNA atau mRNA itu mempunyai komponen
yang tidak menyandi protein (non-coding region/NCR) up-stream kodon pembuka serta
fragmen yang menentukan susunan asam amino protein yang disandinya (open reading
frame atau coding region/CR) dari kodon pembuka sampai kodon penghenti (stop
codon). Dengan teknik RT-PCR, VRNA diubah menjadi cDNA.

Hasil analisis sekuens non-coding region dan coding-region ujung-‘5 gen
polimerse kompleks virus Al subtipe H5N1 pada unggas dan babi di Indonesia (Kencana
et al, 2008) pada gen PB2, (Kencana et al, 2009) pada gen P1, dan (Kencana et al, 2010)
pada gen PA, menunjukkan bahwa NCR gen PB2, PB1 dan PA adalah homogen.
Sekuens NCR gen PB2 adalah 5’-AGCGAAAGCAGGTCAAATATATTCAAT-3’.
Sekuens NCR gen PA adalah 5’-AGCGAAAGCAGGTACTGATTCAAA-3’. Non-
coding region gen PB1 pada sebagian besar isolat virus Al yang dianalisis juga stabil
dengan sekuens 5’-AGCGAAAGCAGGCAAACCATTTGA-3’. Varian NCR gen PB1



ditemukan pada isolat virus Al asal itik A/Duck/ Badung/2006 dengan sekuens 5’-
AGCGAAAGCAGGCAAACTATTTGA-3” (asam nukleat yang polimorfik dicetak
miring dan digaris-bawahi)

Subsitusi C-7T tersebut perlu dikaji lebih lanjut. Proporsi A/T pada semua
isolat yang diteliti adalah 54,2%. Substutisi itu pada isolat Dk/Badung/2006
menyebabkan peningkatan komposisi A/T menjadi 58,3%. Non Coding Region gen PB2
mempunyai komposisi A/T yang lebih tinggi, yaitu 66,7%, sedangkan NCR gen PA
mempunyai proporsi 58,3%. Wilayah antara promoter dan kodon pembuka (ATG)
mempunyai panjang dan komposisi yang beragam. Wilayah antara promoter dan kodon
pembuka mempunyai panjang yang seragam dengan sekuens yang juga sebagian besar
homolog (conserved). Terjadinya delesi, insersi, dan mutasi pada wilayah ini akan dapat
mempengaruhi replikasi dan transkripsi virus dengan cara berinteraksi dengan protein NP
dan polimerase kompleks.

Selama ini kajian tentang gen polimerase virus avian influenza kebanyakan
dilakukan pada daerah ujung -5’ meskipun telah diketahui bahwa patogenitas virus Al
bersifat poligenik, artinya virulensi virus Al ditentukan oleh semua gen. Akan tetapi,
patogenitas lebih banyak dikaitkan dengan produk gen influnza atau coding region dari
masing-masing gen. Bagian non-coding sangat sedikit mendapat perhatian. Apabila
dilihat kembali tentang awal terjadinya kasus avian influenza adalah akibat terjadinya
mutasi antigenik yang menyebabkan perubahan biologis dari sifat aslinya, seperti
terjadinya peningkatan virulensi virus. Selain berpengaruh pada protein virus, mutasi
juga berakibat pada perubahan komformasi dari virus RNA seperti pada virus influenza
dimana ujung 5 dan ujung 3’ membentuk konfigurasi skunder panhandle (Gultyaev at
al, 2007). Perubahan konfirmasi tersebut berperan pada efisiensi translasi mMRNA virus
yang selanjutnya berpengaruh terhadap efisiensi replikasi virus yang dipercaya
mengawali munculnya kasus avian influenza. Peranan non-coding dan coding region gen
polimerase kompleks perlu dikaji lebih banyak lagi untuk mengungkap misteri penyakit

avian influenza



SIMPULAN
Rentang inang virus avian influensa bersifat poligenik artinya semua gen
berperan penting dalam penentu keganasan virus. Selain coding region, non coding
region gen polimerase kompleks juga berperan sama pentingnya dalam adaptasi virus
avian influenza. Terjadinya delesi, insersi, dan mutasi pada non coding region maupun
coding region gen polimerase kompleks memicu timbulnya perubahan genetik virus yang
berpotensi terhadap perubahan sifat biologis virus Al dari sifat aslinya, seperti terjadinya

peningkatan virulensi virus.
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