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ABSTRAK

Avian Influenza (AI) merupakan penyakit penting pada unggas, karena dapat menyebabkan kerugian
ekonomi secara signifikan, dengan tingkat morbiditas dan mortalitas penyakii sangat tinggi. Lebih dari itu
potensi penularan penyakit Al dari hewan ke manusia, memberikan dampak ekonomi tersendiri. Beberapa kasus
yang diduga sebagai Al banyak mewabah di beberapa daerah di Indonesia. Penyakit tersebut cukup
membingungkan peternak dan sangai dikacaukan dengan penyakit Newcastle (ND) karena kedua penyakit
mempunyai kemiripan karakter dan gejala klinis. Penelitian ini bertujuan untuk mengkonfirmasi apakah wabah
penyakit tersebut disebabkan oleh virus Al atau virus ND. Sampel isolasi diambil dari paru atau trakhea,
kemudian diproses lebih lanjut untuk diisolasi, dipropagasi secara in ovo menggunakan telur ayam berembrio
umur 9 sampai 12 hari, spesific pathogen free atau telur yang setidaknya bebas antibodi terhadap virus AL
Teknik isolasi menurut standar prosedur Office Infernational des Epizooties (OIE) dan kemungkinan adanya
pertumbuhan virus diuji terhadap kemampuan mengaglutinasi sel darah merah ayam atau hemaglutinasi (HA).
Uji HA positif, mengindikasikan ada pertumbuhan virus ND atau virus Al Kedua jenis virus tersebut dapat
dibedakan dengan uji hemaglutinasi inhibisi (HI) menggunakan serum anti dari masing-masing virus yang diuji
Berdasarkan hasil penelitian ini dapat diambil suatu kesimpulan bahwa beberapa sampel unggas, yaitu: ayam
petelur, ayam broiler, ayam kampung, dan burung puyuh, yang di peroleh dari beberapa daerah di D.L
Yogyakarta dan Jawa Tengah dan secara kiinis menunjukkan gejala tersifat maupun tidak tersifat Al, secara
serologis dapat dikonfirmasi sebagai virus avian influenza sub-tipe H5N1.

Kata kunei : avian influenza, isolasi virus, hemaglutinasi, antibodi spesifik
ABSTRACT

Avian influenza (AI) has been an important disease in poultry, and produces highly economic losses
due to high mortality rate and zoonotic potential. Recently, there were some cases suspected as Al virus
infection, which could be confused with Newcastle disease (ND), since both diseases have some similarity in
symptoms and clinical signs. Based on the fascinating fact, the objective of this study was to confirm that the
outbreak of some diseases in chicken, in some area were due to Al virus (AIV) or ND virus (NDV). Specimen
taken from the lung or trachea was further processed. Suspected material were inoculated into allantoic sac of
chicken embryo egg of 9-12 days old, which were specific pathogen free or at least specific antibody negative to
AIV. The growth of the virus will be observed by the ability to agglutinate the chicken red blood cell or
hemaglutination (HA) test. HA positive indicated the growth of both AIV or NDV. The hemaglutination
inhibition (HI) test using specific antibody was then applied to confirmed the presence of AIV. Method for
isolation and identification were based on Office International des Epizooties procedures, Results indicated that
AIV infection among poultry, included: layer, broiler, native chicken, and japanese quail, with specific lesion
or unspecific lesion, were confirmed as avian influenza virus sub-type H5N1, based on virus isolation and
serological identification.

Key words: avian influenza, virus isolation, hemaglutination, specific antibody.
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PENDAHULUAN

Wabah penvakit avian influenza (Al) di
berbagai daerah Indonesia, sempat membuat
kontroversi antara fakia di lapangan dengan
otoritas  pemerintah.  Penyakif ?é"‘i sebut
menyebabkan kematian beberapa jen
unggas dengan signifikan. Pada av aim% ole
Departemen Pertanian  kematian  ber bagai
ternak unggas iersebut dinyatakan karena
terinfeksi virus ﬁfgw’m tle Disease (ND) ganas,
namun demikian sin n adanya virus lain
dibalik kematian uﬁgg&% tersebut  bany ;zz%g
disampaikan pakar perunggasan Indonesia.
Penyakit Al secara ekonomis mampu
menimbulkan kerugian deng ] :
dapat  menyebabkan m@mﬁ‘mg unggas
mencapai 100 persen pada suatu populasi
dalam waktu yang singkat, oleh karena itu
dikenal sebagai sampar ayam. Lebih dari itu
potensi virus Al untuk dapat menginfeksi
manusia (zoonosis) mampu memberikan
dampak psikologis kepada konsumen untuk
menghindari  produk-produk peternakan.
Dampak  lebih  lanjut  adalah  semakin
terpuruknya indusiri atau bisnis  berbasis
perunggasan, baik yang bersifat lokal maupun
internasional.

Penyakit  avian  influenza  (AD)
disebabkan oleh virus influenza tipe A,
termasuk dalam keluarga Orihomyxoviridae
(Easterday et al,. 1997, Lee et ol, 2000).
Infeksi virus Al pada unggas bersifat akut dan
fatal, dapat menyebabkan angka kesakitan dan
kematian mencapai 100%, oleh karenanya
disebut sebagai Al patogenisitas tinggi. Hal
tersebut mendasari badan kesehatan hewan
dunia Office International des FEpizooties
mengkategorikan penyakit Al patogenisitas
tinggi dalam dafiar penyakit kelompok A.
Secara klinis penyakit Al menunjukkan gejala
yang sangat bervariasi. Penyakit tersebut dapat
berlangsung secara akut, dan biasanya tidak
menunjukkan gejala kiinis, tetapi dapat terjadi
kematian dengan mendadak. Hal tersebut
tampaknya erat kaitannya dengan kemampuan
virus Al menginduksi program kematian sel
atau  apoptosis pada sel vang terinfeksi,

clogis Virus Avian Influenza dari

%Li:g 1gga tidak terlihat perubahan
nakrosk py”zyzz (Easterday er al, 1997).
?&,ﬁ /ahz Al dapat juga berlangsung secara
tidak akui dan ?”’ iasa ya muncul gejala klinis,
antara  lain: ayam  menunjukkan gejala
kelesuan, nafsy m%kdi‘? dan minum turun,
ngorok, pembengkaan daerah fasial, leleran
hidung, balong dan pial sianotik, balung
edematosa, kaki dan telapak kaki mengalami
ﬁ?fﬁ%fﬁh?‘ié %,f’gmz kadang disertai  udema
gﬁa sistemnik lainnya (Beard,
1997 ;

2 e ﬁi?&}ﬁdfﬂ tpm%&m mk’mi?ai
NP, H dan N. Tiga protein
f‘ ngant RNA - polimerase.
dan Nakimpmtem (NP)
isan  spesies, yaitu dapat
iirus influenza ke dalam tipe A
1, ef @zi 1993). Lebih lanjut
/8 a JUdi yang ditimmbulkan
oleh kedua jenis yfﬁfi’ﬁiﬁ virus tersebut tidak
bersifat  melindungi  meskipun  mampu

merangsang  kekebalan  berperantara  sel.
Glikoprotein Hemaglutinin  (H) dan

Neuraminidase () merupakan glikoprotein
utama pembawa epiiop khusus sub-tipe, oleh
karenanya dikenal ada sub-tipe H 1-15 dan N
1-9-(Fenmer ef al., 1993 ; Fatumbi ef al.,, 1989).
Menurut Tripathy dan Schnitzlein (1991),
glikoprotein H diketahui berperanan penting
dalam respon kekebalan yang protektif dan
spesifik - dari  masing-masing . sub-tipe.
Hemaglutinin  virus Al juga mempunyai
kemampuan: berikatan secara spesifik dengan
asam  sialat yang terdapat pada reseptor
permukaan - sel  yang peka dan akan
memfasilitasi proses infeksi (Anonim-1, 2003).
Reseptor tersebut juga dimiliki oleh membran
plasma sel darah merah ayam, oleh karena itu
apabila sel darah merah ayam dicampur dengan
virus influenza dalam proporsi yang seimbang
maka dapai terjadi hemaglutinasi. Fenomena
hemagiutinasi tersebut dapat dihambat dengan
antibodi spesifik terhadap hemaglutin virus AL
Aktivitas  hambatan hemaglutinasi tersebut
dapat  digunakan sebagai dasar yang
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memungkinkan identifikasi virus Al (Anonim-
1,2003).

Dalam rangka menegakkan diagnosis
berbagai kasus kematian unggas  tersebut,
maka penelitian ini ditujukan untuk melakukan
isolasi dan propagasi agen penyebab penyakit,
terdiagnosa sebagai penyakit AI Isolasi dan
propagasi dilakukan secara in ovo,
menggunakan telur ayam berembrio SPF atau
setidaknya bebas antibodi terhadap virus Al
Metode ini dipilih karena virus AI mudah
sekali tumbuh pada media tersebut (Beard,
1989; Easterday et al.,1997). Identifikasi
serologis virus penyebab penyakit, dengan uji
Hemaglutinasi Inhibisi (HI). Dasar uji tersebut
adalah  hambatan kemampuan virus dalam
menghemaglutinasi sel darah merah ayam oleh
serum anti spesifik yang ditimbulkannya.
Beberapa keuntungan uji HI tersebut antara
lain: antigen sedikit, tidak diperlukan
pemekatan antigen, teknis dan peralatan uji
cukup sederhana, oleh sebab itu mudah
dikerjakan sehingga sangat ekonomis (Beard,
1989).

Hasil penelitian ini diharapkan mampu
memberikan  peneguhan  diagnosis  pada
berbagai kasus terdiagnosis sebagai penyakit
AI di lapangan. Melalui penelitian ini dapat
dikoleksi berbagai isolat virus Al asal unggas,
serta diperoleh data-data primer lainnya yang
berguna  untuk  kepentingan  penelitian

Gambar 1-a

selanjutnya.  Lebih  dari  itu  dengan
teridentifikasinya agen penyakit pada kasus
kematian unggas ini, dapat sebagai acuan
dalam penanganan penyakit, ke depan menjadi
lebih baik dan terarah. '

MATERI DAN METODE

a. Koleksi sampel dan isolasi virus.

Sampel penelitian diambil dari ayam
sakit dengan gejala klinis tersifat penyakit Al,
dari daerah D.I. Yogjakarta dan Jawa Tengah.
Gejala klinis menciri pada kasus penyakit Al,
yaitu: kematian tinggi dalam suatu populasi,
pial dan balung sianotik dan udema, kaki
sampai telapak kaki teramati perdarahan.
Sampel juga diperoleh dari ayam petelur yang
secara klinis tidak spesifik penyakit Al, yaitu:
tidak terjadi kematian yang signifikan, tidak
ada udema dan hemorhagi pada pial, balung
dan kaki, namun terjadi penurunan produksi
yang nyata. Sampel isolasi berupa trakhea dan
paru digerus menggunakan lumpang dan mortir
steril. Gerusan ditampung dalam tabung
sentrifugasi berisi PBS steril, disentrifugasi
dengan kecepatan putar 3.000 rpm selama 15
menit. Supernatan  diambil, ke dalam
supernatan tersebut ditambahkan antijamur dan
antibiotika, kemudian diinkubasi pada suhu
kamar selama dua jam. Konfirmasi adanya
kontaminan bakteri dan jamur dengan

Gambar 1-b

Gambar 1. Ayam secara klinis teramati: sianotik pada fasial, jengger dan pial disertai udema
(gambar 1-a); juga terlihat hemorhagi subkutan pada tungkai sampai persendiannya

(gambar 1-b).
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menanam pada perbenihan bakteri
menggunakan plat agar darah. Isolat yang
bebas  kontaminan  kemudian  diisolasi
menggunakan telur ayam berembrio umur 9-11
hari SPF, atau setidaknya bebas antibodi
terhadap virus Al Prosedur isolasi mengacu
standar OIE (Anonim-2, 1996) Pertumbuhan
virus Al kemudian diuji dengan metode
hemaglutinasi (HA). Menurut Beard, (1989)
apabila pada penanaman yang pertama belum
dapat diketahui adanya pertumbuhan virus
yang mempunyai kemampuan
menghemaglutinasi sel darah merah, maka
perlu dipropagasi dengan media dan teknik
yang sama sebagaimana tersebut di atas.

b. Identifikasi Serologis dengan Uji
Hemaglutinasi Inhibisi (HI).

Cairan alantois yang telah diuji HA dan
hasil uji tersebut positif, dilanjutkan dengan uji
hemaglutinasi inhibisi, dengan menggunakan
serum anti virus ND dan serum anti virus Al
sub-tipe HS5NI1. Timbulnya penghambatan
terhadap aktivitas hemaglutinasi oleh serum
anti  spesifik dari virus - yang diuji
memungkinkan penentuan atau identifikasi
virus tersebut. Secara teknis prosedur uji HI
mengacu standar WHO collaborating center for
reference and research on influenza (Anonim-
1,2003).

Data yang diperoleh pada penelitian ini
dianalisis secara deskriptif.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Gejala klinis penyakit Al yang teramati
di lapangan sangat bervariasi, dipengaruhi oleh
kepekaan spesies, status imunitas hospes, umur
hospes, patogenesitas dan = jumlah virus,
lingkungan dan manajemen peternakan. Pada
kasus penyakit AI patogenesitas tinggi atau
dikenal dengan sebutan highly pathogenic
avian influenza virus (HPAI) kadang tidak
teramati gejala klinis, namun tiba-tiba terjadi
kematian dalam jumlah yang besar, dan belum
tentu terjadi perubahan makroskopis yang
signifikan (Easterday et al. 1997). Pada kasus
yang berlangsung secara tidak akut dapat
teramati beberapa gejala klinis seperti:
pembengkakan fasial disertai udema gelatin,
jengger dan pial teramati sianotik dan
hemorhagi. Perdarahan subkutan dapat terjadi
pada kaki maupun telapak kaki, disertai
pembengkakan sendi yang pada umumnya juga
terjadi udema gelatin.

Sampel penelitian diperoleh dari ayam
sakit yang secara umum menunjukkan gejala
tersifat penyakit Al tersebut di atas, oleh karena
itu secara teknis di lapangan terdiagnosis
penyakit Al Gejala spesifik tersebut antara
lain: hemorhagi subkutan pada tungkai sampai
persendian (Gambar 1-b); jengger, daerah
fasial dan pial teramati sianotik dan mengalami
udema.(Gambar 1-a). Sampel juga diperoleh
dari ayam petelur yang secara klinis tidak
ditemui udema dan hemorhagi pada kaki, pial

Gambar 2. Pemeriksaan pasca bedah teramati perdarahan sistemik, pada gambar ini teramati

perdarahan subkutan.
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dan balung, serta tidak terjadi kematian yang
nyata, tetapi diketahui terjadi penurunan
produksi secara signifikan. Pengamatan bedah
bangkai pada sampel tersebut teramati
hemorhagi subkutan dan hemorhagi pada
ovarium dan calon-calon telur (Gambar 2). Hal
tersebut terjadi karena infeksi virus Al
patogenesitas tinggi bersifat multi sistemik dan
oleh sebab itu salah satu manifestasi klinis
infeksi ~ tersebut, = dapat  menyebabkan
perdarahan sistemik (Beard, 1989; Easterday et
al. 1997). _
Isolasi dan propagasi virus dilakukan
secara in ovo menggunakan telur ayam
berembrio umur 9-11 hari SPF, atau setidaknya
bebas antibodi terhadap virus Al Metode
tersebut  paling banyak digunakan untuk
menumbuhkan virus Al karena virus Al
tumbuh dengan baik pada media tersebut
(Beard, 1989; Easterday et al., 1997). Hasil
isolasi pada telur ayam berembrio tersebut
diperoleh data sebagai berikut: kedua jenis
sampel baik dari ayam yang secara klinis
tersifat Al maupun yang tidak, ternyata
mampu menyebabkan kematian embrio, antara
44 jam sampai 72 jam paska-inokulasi. Secara
makroskopis ~ embrio  teramati:  kerdil,
hemorhagi cukup parah, disertai kerontokan
bulu (Gambar 3: a dan b). Data ini sesuai
dengan pendapat (Beard, 1989; Easterday et
al., 1997) bahwa infeksi virus Al patogenisitas

tinggi dapat menimbulkan kematian embrio
berkisar 48 jam sampai 72 jam, sedangkan
virus Al  non-patogenik  biasanya tidak
menyebabkan  kematian  embrio.  Hasil
pengamatan terhadap kelompok embrio ayam
kontrol, tidak terjadi kematian embrio, dan
dipanen pada hari ke-5 pasca inokulasi. Embrio
tersebut berukuran normal dan tidak teramati
lesi tertentu. Hasil uji HA cairan alantois
embrio ayam kontrol adalah negatif.

Cairan alantois yang dikoleksi dari telur
yang diinokulasi dengan isolat virus avian
influenza tersebut, selanjutnya diuji dengan
metode hemaglutinasi (HA). Uji ini didasarkan
laporan penelitian bahwa virus AI mempunyai
protein  hemaglutinin yang mempunyai
kemampuan berikatan secara spesifik dengan
asam sialat yang terdapat pada permukaan
reseptor sel yang peka dan memfasilitasi proses
infeksi. Reseptor tersebut juga terdapat dalam
sel darah merah (SDM) ayam, oleh karena itu
apabila SDM tersebut dicampur dengan virus
influenza dalam porsi yang seimbang dapat
terjadi hemaglutinasi (Anonimus-1, 2003).
Pada penelitian ini uji HA terhadap cairan
alantois tersebut positif, artinya dalam cairan
alantois tersebut terdapat pertumbuhan virus
yang mampu melakukan hemaglutinasi. Tinggi
rendahnya titer HA masing-masing isolat
sangat variatif yaitu antara 4 sampai 32,
sebagaimana disajikan pada Tabel-1. Secara

Gambar-a : Telur ayam ras SPF yang
diinfeksi virus Al

' Ga;jﬂibai,r’-fb;T elur ayam kampung yang
" diinfeksi virus Al

Gambar 3. Lesi embrio ayam secara makroskopis terlihat: embrio kerdil, hemorhagi, dan bulu

mengalami kerontokan.
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Gambar 4. Embrio ayam kontrol: embrio dipanen 5 hari pasca inokulasi, ukuran normal dan tidak

teramati lesi patologis tertentu.

umum titer HA tersebut diperoleh setelah isolat
mengalami dua kali pasase, meskipun isolat
petelur Congot, Kulon Progo dan isolat burung
puyuh Srandakan, Bantul dengan sekali pasase
sudah dapat dideteksi kemampuan
hemaglutinasinya. Menurut Beard, (1989)
dalam isolasi dan propagasi virus Al, jika pada
pasase pertama tidak teramati HA positif
karena titer virus rendah, maka diperlukan
pasase ke dua, bahkan sampai pasase yang ke
tiga. Lebih lanjut dijelaskan apabila hasil
pasase yang ke tiga uji HA tetap negatif maka
propagasi virus tersebut bisa dihentikan.
Identifikasi serologis virus Al pada
penelitian ini dilakukan dengan uji HI, karena

sejauh ini uji tersebut paling banyak
dipergunakan untuk menganalisis antigen
influenza (Anonim-1, 2003). Lebih lanjut
dijelaskan beberapa keuntungan uji tersebut
adalah sangat mudah dikerjakan, antigen yang
diperlukan hanya sedikit bahkan tanpa
pemekatan dan secara teknis maupun
peralatannya sangat sederhana sehingga sangat
ekonomis (Beard, 1989). Hasil uji HA terhadap
isolat virus Al tersebut di atas adalah positif.
Hal ini menunjukkan adanya dua
kemungkinan, yaitu: apakah dalam cairan
alantois tersebut tumbuh virus Al atau avian
paramyxovirus.  ldentifikasi  lebih  lanjut
bertujuan untuk membedakan kedua jenis virus

Tabel-1. Hasil uji HA dan HI beberapa sampel terdiagnosis Al, dengan serum anti virus ND dan

serum anti virus Al

HIserum | HI serum
NO ISOLAT HA TITER HA anti AL anti ND
1 | Petelur Klaten + 8 HAU/25 pl + -
2 | Petelur Kulon Progo + 4 HAU/25 pl + -
3 | Petelur Purwokerto + 32 HAU/25 pl + -
4 | Broiler Klaten + 4 HAU/25 pl + -
5 | Broiler Boyolali i 4 HAU/25 pl + -
6 | Puyuh Klaten + 32 HAU/25 pl + -
7 | Ayam kampung Jogja + 8 HAU/25 pl + -
8 | Petelur Solo i 16 HAU/25 pl + -
9 | Puyuh Bantul + 32 HAU/25 pl F -
10 | Petelur Congot + 4 HAU/25 pl + -
Kulon Progo
11 | Petelur Purwokerto + 32 HAU/ 25 pl + -
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ngan metode uji HI

tersebut yang dilakuka
menggunakan serum anfi spesifik masing-
masing virus. Adanya penghambatan akiivitas
hemaglutinasi oleh serum anti spesifik dari
virus yang diuji, memungkinkan penentuan
atau identifikasi virus dimaksud (Anonimus-1,
2003). Hasil uji HI menggunakan serum anti
Newcastle disease ing-masing isolat
tersebut negatif. angkan engan
menggunakan serum anii wm" Al sub-tipe
HSN1  adalah tif, i aktivitas
hemaglutinasi dihambat, iﬁg;% virus yang
menghemaglutinasi tersebut telah diikat oleh
serum anti gpeﬁmkm ya. Hasil tersebut dapat
diartikan bahwa antigen yang diuji  adalah
sesuai dengan serum anfi virus Al sub-tipe
HS5N1, sehingga dapat an antigen
tersebut adalah virus Al sub-tipe H5NI1.
Berdasarkan hasil jém_zizsé tian ini dapat
diambil suatu kesimpulan bahwa beberapa
sampel unggas, yaitu: ayam peielur, ayam
broiler, ayam kaﬁpua dan burung puyuh,
vang di peroleh dari beberapa daerah di D.L
Yogyakarta dan Jawa T fﬁg&h dan secara klinis
menunjukkan gejala  {ersifat maupun iidak
tersifat AI, secara serologis dapat dikonfirmasi
sebagai virus avian influenza sub-tipe HSN1,
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