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ABSTRAK

Wibowo, Angga A. 2011. Isolasi dan Identifikasi Virus Avian Influenza Subtipe
H5N1 Di Peternakan Tradisional Kecamatan Gunungpati Semarang. Rancangan
Skripsi, Jurusan Biologi FMIPA Universitas Negeri Semarang. DR. drh. R.
Susanti, M.P dan dr. Nugrahaningsih, M.Kes.

Avian Influenza (Al) atau yang lebih dikenal dengan flu burung disebabkan
oleh virus influenza yang bermutasi menjadi patogen. Al muncul di Indonesia
sekitar pertengahan tahun 2003 menyebabkan kematian ayam di wilayah Jawa
dan Kalimantan. Sampai tahun 2005 angka kematian mencapai 10 juta ekor.

Penelitian tentang isolasi dan identifikasi VAI subtipe H5N1 perlu
dilakukan untuk mengetahui keberadaan virus tersebut, khususnya di kecamatan
Gunungpati. Desain penelitian adalah eksploratif dengan pengumpulan sampel
usap kloaka secara acak di lima kelurahan di kecamatan Gunungpati. Sampel
usap kloaka ditumbuhkan pada telur ayam berembrio SPF, kemudian diisolasi
RNA-nya dilanjutkan dengan identifikasi subtipe virus Al menggunakan Reverse
Transcriptase-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) dengan primer pendeteksi
gen H5 dan N1. Hasil positif apabila visualisasi hasil elektroforesis dari produk
PCR menunjukkan pita-pita spesifik panjang 219 bp untuk H5 dan 131 bp untuk
gen N1nya.

Limapuluh sampel usap kloaka yang diisolasi dari lima kelurahan di
Gunungpati, delapan isolat positif VAI dan enam diantaranya positif H5N1
dengan angka prevalensi 12%. Isolat positif berasal dari 2 spesies itik (16,67%), 2
dari entok (11,76%) dan 2 dari angsa (18,18%). Dari lima kelurahan yang
dilakukan pengambilan sampel, tiga kelurahan ditemukan positif VAI H5N1
masing-masing kelurahan Sekaran (6,67%), Kalisegoro (16,67%) dan Pakintelan
(15,78%). Unggas-unggas air di peternakan unggas tradisional berpotensi sebagai
penularan VAI, khususnya subtipe HSN1.

Kata kunci: virus avian influenza, RT-PCR, peternakan tradisional, Gunungpati
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BAB |
PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Dalam kehidupan sehari-hari, manusia tidak luput dari masalah
kesehatan. Pola hidup adalah salah satu penyebab timbulnya masalah kesehatan.
Pola hidup teratur akan mengarah pada kesehatan yang optimal, tetapi pola hidup
tidak teratur akan mengakibatkan buruknya kesehatan (Imelda et al. 2006).

Lingkungan sekitar juga berpengaruh terhadap kesehatan seseorang.
Lingkungan sehat akan mendukung kehidupan yang sehat pula. Lingkungan
buruk atau kumuh akan mendatangkan berbagai hal buruk, salah satunya adalah
wabah penyakit. Lingkungan yang kumuh, tidak kondusif dan tidak terawat akan
menimbulkan berbagai penyakit. Penyakit tersebut dapat berupa wabah pandemi
sehingga akan menimbulkan keresahan bagi warga masyarakatnya. Berbagai
contoh lingkungan yang rawan dengan berbagai penyakit adalah pasar, rumah
susun, peternakan, dan kawasan industri. Semua tempat tersebut merupakan
tempat dimana berkumpul banyak orang dengan kehidupan yang sulit untuk
diatur, sehingga kesadaran terhadap lingkungan sangat kurang (Imelda et al.
2006).

Salah satu wabah penyakit di dunia sekarang ini adalah wabah flu
burung (Avian Influenza). Wabah flu burung disebabkan oleh virus influenza
yang bermutasi menjadi patogen. Wabah flu burung pertama kali dilaporkan pada
tahun 1878 sebagai wabah yang menjangkiti berbagai ayam dan burung di negara
Italia. Di Indonesia, wabah ini muncul sekitar pertengahan tahun 2003
menyebabkan kematian ayam di wilayah Jawa dan Kalimantan. Sampai tahun
2005 angka kematian mencapai 10 juta ekor. Pada tahun 2005-2009, tercatat
kasus flu burung semakin berkurang. Hal tersebut memberi sedikit kelegaan
warga masyarakat di Indonesia, khususnya para peternak (Kamps et al. 2007).

Setelah masyarakat Indonesia dikejutkan dengan munculnya kasus flu
burung yang menyerang manusia pada bulan Juli 2005, sejak saat itu masyarakat
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semakin takut untuk keluar rumah, apalagi bersentuhan langsung dengan unggas.
Berbagai tindakan dilakukan oleh pemerintah untuk meminimalisir wabah flu
burung. Upaya-upaya tersebut diantaranya adalah menyemprot asap (fogging) di
wilayah yang dimungkinkan sebagai daerah rawan virus yaitu area peternakan,
rumah dan pasar. Pemberian vaksin pada ternak juga dilakukan untuk mencegah
infeksi virus tersebut. Berbagai penyuluhan kepada warga masyarakat dilakukan
untuk mengetahui bagaimana menanggulangi wabah flu burung ini.

Jumlah kasus flu burung selama lima tahun terakhir menunjukkan bahwa
Indonesia menempati peringkat tertinggi dengan total 143 kasus dengan 122
kematian (WHO 2010). Sampai saat ini, semua wabah virus Highly Pathogen
Avian Influenza Virus (HPAIV) disebabkan virus influenza A dari subtipe H5 dan
H7 (WHO 2004).

Unggas air, ordo Anseriformes (itik, entok, angsa) dan Charadriiformes
(burung camar dan dara laut) merupakan inang alami dari semua subtipe virus
influenza A, sehingga memiliki kemungkinan besar menjadi reservoir
(penampung) virus influenza A. Semua unggas termasuk unggas domestik (ayam,
kalkun, puyuh) adalah spesies yang rentan terinfeksi. Virus berada dalam keadaan
setimbang dan tidak menunjukkan gejala Kklinis ketika berada pada inang
alaminya. Antara hospes dan virus terjadi toleransi yang seimbang dimana
replikasi virus secara efisien dan tidak menimbulkan penyakit. Virus bereplikasi
pada saluran pencernaan unggas, sehingga ekskresi virus bersama feses dapat
ditransmisikan ke unggas atau mamalia lain melalui fecal-oral (Sturn-Ramirez et
al. 2004).

Salah satu potensi penularan virus avian dari unggas air ke manusia
adalah dengan sistem pengembalaan unggas tradisional. Sistem penggembalaan
unggas air secara bebas tanpa dikandangkan akan memudahkan pertukaran inang
sehingga terjadi mutasi. Hal tersebut akan memperbesar potensi timbulnya infeksi
virus Avian Influenza khususnya subtipe HS5N1 yang dikenal memiliki
patogenesitas tinggi (Susanti et al., 2007).

Hasil penelitian menunjukkan seroprevalensi VAI pada unggas air (itik,

entok dan angsa) secara signifikan lebih tinggi dibandingkan seroprevalensi pada



ayam kampung. Hal tersebut semakin nyata terlihat pada sampling pemeriksaan
terhadap itik di daerah sangat tercemar (FKH IPB 2006). Penelitian di daerah
yang berpotensi besar sebagai sumber penularan VAI di Jawa Barat menunjukkan
bahwa angka prevalensi kejadian infeksi VAI sebesar 6,67 % pada angsa, 4,85%
pada itik, dan pada entok 5,48% (Susanti et al. 2008).

Pemeliharaan itik sistem backyard menunjukkan angka prevalensi tinggi
(47%) dibandingkan dengan itik yang digembalakan di ladang pertanian (45,9%),
dan unggas yang dipelihara pada kandang terbuka (23,5%). Sebanyak 10.000
ekor itik yang dipelihara dalam kandang tertutup dengan tingkat biosekuriti
tinggi, tidak ada satupun yang terinfeksi VAI H5N1 (Songserm et al. 2006).
Populasi penduduk yang tinggi dan sebagian penduduk memelihara unggas tanpa
dikandangkan (berkeliaran di pekarangan rumah) tersebut akan mempertinggi
angka frekuensi kontak antara manusia dan unggas. Kebanyakan penduduk
pedesaan melakukan kegiatan sampingan beternak unggas untuk menambah
pendapatan keluarga dan sumber makanan (Budiraharjo et al. 2009 ).

Masalah penting yang dikhawatirkan para ahli di dunia adalah dugaan
tentang kemungkinan munculnya subtipe baru virus influenza yang mampu
menular dari manusia ke manusia. Hal tersebut berdasar bahwa virus Al subtipe
H5N1 dapat menular dari unggas ke manusia sehingga kemungkinan penularan
dari manusia ke manusia juga dapat terjadi akibat mutasi dari virus tersebut
(Asmara, 2007).

Selain mengakibatkan korban jiwa, wabah flu burung juga berdampak
pada sentra ekonomi. Wabah flu burung sangat merugikan peternak, industri
perunggasan dan para pedagang (Saptana et al. 2005). Pasar-pasar yang terkena
kasus VAI berasal dari peternak-peternak tradisional yang berada tidak jauh dari
wilayah tersebut, walaupun ada juga yang berasal dari luar daerah (Antara 2009).

Kasus VAI Indonesia khususnya di Jawa Tengah muncul pertama kali di
kabupaten Pekalongan dan Purbalingga pada tahun 2003. Kemudian menyebar
sampai dengan kabupaten Semarang sendiri pada bulan September di tahun yang
sama. Laporan kasus VAI di kabupaten Semarang datang dari peternak burung

puyuh di kecamatan Susuhan, Semarang selatan. Menyusul di kecamatan Beji,



Bregas, Getasan dan sekitarnya ikut terjangkiti wabah VAI dengan kematian
ternak mencapai puluhan ribu ekor (Saptana et al. 2005).

Pemerintah menetapkan Kejadian Luar Biasa (KLB) di Semarang ketika
menerima laporan adanya suspek flu burung pada manusia yaitu Dewi Sartika 15
tahun warga Genuk Semarang. Suspek dinyatakan positif Al berdasar hasil uji
laboratorium Litbang Departemen Kesehatan. Kronologis dari suspek tersebut
adalah bersentuhan dengan unggas secara langsung. Setelah kejadian tersebut
Pemerintah Kota Seamarang langsung mengambil kebijakan memusnahkan
semua unggas pada radius tertentu dari rumah korban (Nonik et al. 2008).

Daerah pedesaan dengan topografi perbukitan, menjadikan kebanyakan
perekonomian penduduknya berasal dari bertani dan beternak. Alasan lain
peternak memelihara unggas adalah untuk menambah penghasilan dikarenakan
mudahnya merawat unggas-unggas tersebut. Termasuk di dalamnya adalah
kecamatan Gunungpati yang memiliki ciri-ciri yang sama.

Berdasarkan observasi dan survey pendahuluan di peternakan kecamatan
Gunungpati terlihat masih banyak terdapat kandang peternakan yang letaknya
berdekatan dengan perumahan penduduk hanya berjarak sekitar kurang atau sama
dengan 10 meter. Kebanyakan kandang-kandang tersebut terlihat kurang terawat dan
tidak terjaga kebersihannya. Meskipun pemerintah telah menegaskan sedini mungkin
untuk mencegah penularan flu burung melalui berbagai media, namun kesadaran
masyarakat untuk memelihara unggas secara benar (membuat kandang,
membersihkan dan mengubur kotoran, memakai pakaian yang aman “topi, sepatu,
dan sarung tangan”) masih rendah (Arsyad 2008).

Dari teori dan fakta-fakta di lapangan, peternakan di kecamatan
Gunungpati masih menggunakan sistem tradisional sehingga berpotensi terinfeksi
VAI. Berdasarkan hal tersebut penulis bermaksud melakukan penelitian yang
berjudul “Isolasi dan Identifikasi Virus Avian Influenza Subtipe H5N1 di

Peternakan Tradisional Kecamatan Gunungpati Semarang”.



B. Rumusan Masalah
Berdasarkan keterangan di atas, rumusan masalah yang dikaji adalah
apakah unggas-unggas di peternakan tradisional kecamatan Gunungpati terinfeksi

virus Avian Influenza subtipe H5N1.

C. Penegasan Istilah

1. Virus Al subtipe H5N1: Merupakan virus avian influenza tipe A
dengan subtipe hemagglutinin (HA) 5 dan
neuraminidase (NA) 1 (Kamps et al. 2007).

2. Peternakan tradisional : Peternakan tanpa pemeliharaan secara
intensif, atau dengan melepas unggasnya
secara bebas, perkandangan yang seadanya
dengan jumlah unggas yang terbatas, pakan
berasal dari sisa dapur, tidak mengenal
penanganan kesehatan sama sekali (Hasnudi
et al. 2004).

D. Tujuan Penelitian
Mengisolasi dan mengidentifikasi virus avian influenza subtipe H5N1 di

peternakan tradisional kecamatan Gunungpati.

E. Manfaat Penelitian

Manfaat dari penelitian ini adalah sebagai data dasar untuk mengetahui
ada atau tidaknya virus avian invluenza (flu burung) subtipe H5N1 di peternakan-
peternakan tradisional Kecamatan Gunungpati Semarang sehingga dapat
dijadikan sebagai tindakan preventif kasus flu burung di Semarang.

Penelitian ini juga akan dijadikan acuan para peternak tradisional bahwa
metode pencampuran jenis unggas atau melepasliarkan unggasnya dapat
berpotensi menimbulkan penyakit bagi unggas, bahkan dapat membahayakan

pemiliknya.



BAB |1
TINJAUAN PUSTAKA

A. Virus Avian Influenza (VAI)
1. Struktur dan Karakteristik VAI

Avian Influenza (Al) adalah penyakit infeksi yang disebabkan oleh virus
influenza tipe A. Virus influenza A, termasuk famili Orthomyxoviridae,
mempunyai material genetik berupa RNA berpolaritas negatif, dengan diameter
120 nm dan strukturnya berfilamen (Gambar 1). Selain tipe A, virus influenza
juga memiliki 2 tipe lain yaitu B dan C. Tipe A menyerang unggas dan manusia,
tipe B hanya menyerang manusia dan tipe C menyerang babi dan manusia. Tipe
A mudah bermutasi dan sangat patogen, sedang influenza B dan C hanya dapat
menimbulkan sakit ringan dan tidak menyebabkan epidemik (Nidom, 2005).

Virus influenza tipe A diklasifikasikan menjadi beberapa subtipe
berdasarkan pada dua jenis glikoprotein permukaan yaitu Haemaglutinin (HA)
dan Neuramidase (NA). Semua subtipe virus influenza A dapat ditemukan pada
unggas air atau unggas yang telah didomestikasi, tetapi hanya beberapa subtipe
yang dapat ditemukan di mamalia atau manusia (Dharmayanti 2005).

Virus influenza berdiameter 80-120 nm dan bentuknya bersifat
pleomorphic. Berbentuk bundar atau bulat panjang berselubung, genom tersusun
dari 8 segmen rangkaian tunggal RNA berpolaritas negatif (Gambar 1) (Kamps et
al. 2007).

Virus Al memiliki sifat antara lain mudah mengalami mutasi atau
modifikasi genetik, dapat mengaglutinasi sel darah merah ayam, virus mudah
mati diluar tubuh ayam (tidak stabil di lingkungan luar), mudah mati oleh
berbagai desinfektan, berpotensi menular pada manusia, dan menyebabkan
kematian (TDC 2007).
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Gambar 1. Struktur Virus Avian Influenza (Kamps et al. 2007).

Virus influenza tipe A secara natural dapat menginfeksi unggas dan
manusia. Virus ini dibagi menjadi berbagai subtipe berdasar analisis serologis
dan genetik hemaglutinin (HA) dan neuroamidase (NA) (Lee et al. 2001). Sampai
saat ini ada 16 subtipe HA (H1-H16) dan 9 subtipe NA (N1-N9) (Russel dan
Webster 2005). Semua subtipe HA dan NA ditemukan pada unggas air, dan
hanya 3 subtipe HA (H1-H3) dan 2 subtipe NA (N1 dan N2) ditemukan pada
manusia (Hoffman et al. 2001). Dilaporkan bahwa subtipe H5 dan H7 yang
sangat virulen pada unggas dan berpotensi sebagai penyebab pandemik (Russel &
Webster 2005).

Sejumlah penanda genetis terlibat pada patogenitas virus avian
influenza, memberi efek yang bermacam-macam dengan tempat mutasi yang
berbeda pula (Tabel 1).

Tabel 1. Gambaran lokus genomik yang berhubungan dengan peningkatan
patogenik HPAIV H5N1 pada mamalia.



Protein  Mutasi Efek
Gen
HA Tempat pembelahan  Beguna untuk diseminasi sistemik dan
Polybasic replikasi (unggas, mamalia)
endoproteolitic
NA Penghilangan 19-25  Tumbuh beradaptasi di ayam dan kalkun
aa pada bagian
batang
PB2 627K Peningkatan replikasi sistemik di tikus
701N Peningkatan patogenik di tikus
PB-1 13P,678N Peningkatan aktifitas polimerase;
bermanfaat untuk proses adaptasi
NP 319K RNA binding; bagian dari kompleks
transcriptase; transportasi  VRNA
antara nukleus/ sitoplasma
NS-1 92E Memudahkan melepaskan diri dari
respon imun alami, menurunkan

pembersihan virus pada babi.

Sumber: influenza report (Kamps et al. 2007)

2. Gejala dan Patogenesitas VAI

Masa inkubasi virus Al pada unggas berkisar antara beberapa jam

sampai dengan tiga hari. Masa inkubasi tergantung dosis virus, rute kontak dan

spesies unggas yang terserang. Gejala klinis Al ditemukan dalam dua bentuk,

yaitu bentuk akut dan bentuk ringan. Bentuk akut ditandai dengan proses

penyakit yang cepat disertai mortalitas yang tinggi, gangguan pernafasan, diare

dan pendarahan jaringan subkutan. Pada bentuk akut ini dapat menyebabkan

kematian mendadak tanpa adanya gejala tertentu (Asmara, 2007).

Menurut Kamps et al. (2007), virus avian influenza berdasar daya

patogenesitasnya digolongkan menjadi dua.



a. Pertama adalah Low Pathogenic Avian Influenza Virus (LPAIV), (Virus
influensa unggas berpatogenisitas rendah) dengan ciri lesi bervariasi
tergantung dari jenis virus, spesies, dan usia hospes. LPAIV biasanya hanya
menyebabkan gejala ringan misalnya ditandai dengan bulu kasar atau
produksi telur menurun bahkan kadang tidak terdeteksi sama sekali.
Contohnya pada berbagai unggas seperti kalkun terjadi trakheitis dan
sinusitis meskipun bakteri sekunder juga dapat berperan. Pada ayam,
sebagian besar terlihat menimbulkan gejala ringan pada saluran pernapasan
dan organ reproduktif pada unggas petelur (Kamps et al. 2007).

b. Kedua, yang sangat patogen, High Pathogenic Avian Inluenza Virus
(HPAIV), bercirikan terjadi patologi yang sangat menyolok. HPAIV
ditandai dengan proses penyakit yang cepat disertai mortalitas tinggi,
gangguan pernafasan, lakrimasi yang berlebihan, edema di daerah muka
dan kepala, pendarahan jaringan subkutan dan kebiruan pada dareah muka,
jengger, pial, dada, tungkai dan telapak kaki (Asmara 2007). Angka
kesakitan maupun kematian dapat mencapai 90% - 100% (Akoso 2006).

3. Protein Haemaglutinin (HA) dan Neuramidase (NA)

Haemaglutinin adalah suatu glikoprotein mengandung glycosylation
dengan berat molekul Kkira-kira mendekati 76.000. HA meregangkan membran
lemak menjadi lebih besar, yang mengandung sekurang-kurangnya lima domain
antigenik, yang disajikan pada permukaan terluar virus. Mutasi yang menonjol di
tempat antigenik menurunkan atau menghambat ikatan antibodi-antibodi penawar
(neutralising antibody), dengan demikian memudahkan virus menyebar ke
populasi yang tidak punya kekebalan yang disebut antigen drift (perpindahan
antigen). Selain itu juga dapat terjadi antigenic shift (pergantian antigen) atau
genome reassortment (perubahan gen) yang muncul ketika HA ditukar dalam
virus (Gambar 2). Hal ini dapat terjadi ketika sel terinfeksi oleh 2 virus influenza
berbeda dan terjadi pertukaran segmen genom ketika replikasi (Kamps et al.
2007).



10

HS5N1 Mutant HSN1 wirus »
, influenza
© wirus

= 3
— i
g 2 ———— GEnetic

mutation

Nucleus

Gambar 2. Pertukaran gen HA dari dua virus berbeda (genome
reassortment) (Whittaker 2001).

Fenomena genome reassortment ini sering terjadi pada burung-
burung air, terutama bebek. Burung-burung air jarang menunjukkan gejala
setelah infeksi dikarenakan burung air berperan sebagai hospes reservoir atau
carrier (pembawa) (Kamps et al. 2007).

Neuramidase, adalah suatu glikoprotein yang menonjol pada
permukaan virus. NA membentuk struktur tetramerik dengan berat molekul rata-
rata 220.000. NA berfungsi seperti enzim, yaitu memecah asam sialik dari
glikoprotein dan glikolipid di permukaan sel, dan diperlukan virus dalam
menembus lapisan musin epitel pernapasan (Kamps et al. 2007). Fungsi NA lain
adalah melepaskan partikel virus yang sudah selesai replikasi di dalam sel,
mencegah virion yang sudah terbentuk menempel kembali pada reseptor (Asmara
2007).

Beberapa sekuen gen untuk mengkode gen HA dan NA telah ditemukan
oleh peneliti Al di dunia. Pada National Center for Biotechnology Information
(NCBI) telah dipaparkan nukleotida-nukleotida genom berbagai subtipe virus Al
yang salah satunya adalah H5N1. Berikut adalah salah satu genom dari VAI asal

Indonesia yang telah diketahui sekuen nukleotida yang didalamnya terdapat
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urutan gen yang mengkode protein HA (Gambar 3) dan NA (Gambar 4) untuk
subtipe H5N1 (NCBI 2010).
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Gambar 3. Urutan kode sekuen nukleotida untuk gen hemaglutinin (HA)
isolat A/Indonesia/TLL003/2006(H5N1); (NCBI 2010).
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Gambar 4. Urutan kode sekuen nukleotida untuk gen neuramidase (NA)
isolat A/chicken/Indonesia/11/2003(H5N1); (NCBI 2010).

Dalam mendeteksi VAI subtiping khusus seperti HSN1 dibutuhkan juga
primer spesifik untuk mendeteksi sekuen nukleotida target agar teramplifikasi
(Tabel 2). Para peneliti mendesain primer umumnya setelah sekuen genom VAl
diketahui secara keseluruhan dari isolat yang berasal dari temuan di lapangan
(WHO 2005).

Tabel 2. Beberapa Contoh Primer Untuk Mendeteksi VAI H5N1

Gen Sekuen primer Panjang Sumber
Target basa
H5 CU-H5F: 189 Payungporn
5’GACTCAAATGTCAAGAACCTTTA3 et al. 2004
CU-H5R:
5’CCACTTATTTCCTCTCTGTTTAG 3
H5 H5-155f ACACATGCYCARGACATACT 500-600 Dharmayanti
H5-699r CTYTGRTTYAGTGTTGATGT et al. 2001
H5 H5-1: 5’GCCATTCCACAACATACACCC’3 219 WHO 2005
H5-3 : 5’CTCCCCTGCTCATTGCTATG’3
N1 CU-N1F: 131 Payungporn et
5’GTTTGAGTCTGTTGCTTGGTC’3 al. 2004
CU-
N1IR:5’TGATAGTGTTCTGTTATTATG
CcCc3
N1 N1-LTTGCTTGGTCGGCAAGTGC 616 Wright et al.
N1-2:CCAGTCCACCCATTTGGATCC 1995

4. Siklus Hidup VAI

Siklus hidup VAI dengan cara melakukan replikasi. Berdasar gambar 5
dijelaskan bagaimana VAI mulai menginfeksi sel inangnya hingga terbantuk
kembali virus yang baru. Bentuk utuh virus influenza atau virion akan menempel
di permukaan sel inang dengan bantuan haemaglutinin dan neuraminidase.
Haemaglutinin membantu proses penempelan dan neuramidase membantu
penetrasi virus ke dalam sitoplasma sel inang. Virion menempel pada sel inang
melalui interaksi antara hemaglutinin dengan reseptor asam sialik di permukaan
sel inang tersebut. (a) Virus menempel pada reseptor permukaan dari sel host dan
(b) masuk endosom melalui endositosis. (c) Terjadi peleburan dan penguraian,

dengan pH yang sesuai, menghasilkan (d) melepas genom virus (dalam
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ribonukleoproteins; VRNPs) dalam sitoplasma. Lalu VRNPs masuk ke dalam
nukleus untuk (e) replikasi. (f) Positive-sense viral messenger RNAs (MRNAS)
dikeluarkan dari nucleus menuju sitoplasma untuk (g) sintesis protein. (h)
beberapa protein juga telah masuk dalam nucleus untuk melengkapi replikasi
viral RNA dan (i) membentuk VRNP, yang juga berlangsung di nukleus. (j) akhir
dari infeksi, VRNPs terbentuk dan keluar dari nukleus, dan (k) bakal virus

terbentuk dan (I) membentuk tunas dari membran plasma (Whittaker 2001).
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Gambar 5. Siklus replikasi virus influenza (Whittaker 2001)

B. Penyebaran VAI
1. Epidemiologi VAI

Unggas air merupakan hospes alami dari virus Al. Hewan tersebut
merupakan hewan produktif karena dapat menghasilkan uang apabila dipelihara
atau diternakkan (Arsyad 2008). Selain unggas air, ayam merupakan hewan yang
juga banyak diternakkan. Spesies unggas ini yang paling rentan terhadap patologi
virus Al, hingga menyebabkan banyak kematian. Virus H5N1 sangat patogen
pada ayam dan manusia. Sementara kasus klinis dan kematian pada unggas air
(itik, entok dan angsa) tidak tampak secara signifikan. Salah satu reservoir yang
patut diperhitungkan adalah peran unggas air sebagai sumber penularan virus Al

(Hulse-Post et al. 2005). Tingginya populasi unggas air diikuti tingginya tingkat
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kematian unggas dan manusia akibat HSN1 memperkuat dugaan bahwa unggas
air berperan sebagai reservoir virus H5N1. Sistem penggembalaan unggas air
secara bebas juga turut memperbesar potensi unggas air sebagai sumber
penularan virus avian influenza khususnya strain H5N1 (Susanti et al. 2007).

VAI dapat menyebar dengan cepat diantara populasi unggas dalam satu
peternakan dan menimbulkan kematian yang sangat cepat dan tinggi, bahkan
menyebar antar peternakan dari suatu daerah ke daerah lain. Penyakit ini juga
dapat menyerang manusia melalui udara yang tercemar oleh virus tersebut, yang
berasal dari sekret atau tinja unggas yang menderita flu burung tersebut (Akoso
2006).

Transmisi virus dari unggas air ke unggas darat dapat terjadi dua arah.
Contohnya VAI HIN2 yang awalnya berasal dari unggas air ditransmisikan ke
unggas darat dan mengalami rearsorsi. Virus dari unggas darat ini ditransmisikan
kembali ke unggas air dan mengalami rearsorsi kembali membentuk varian baru
yang berpotensi untuk menginfeksi manusia secara langsung (Li et al. 2003).

Sejak tahun 1959 sampai akhir tahun 2003, dilaporkan hanya terjadi 24
wabah virus influenza pada ternak unggas di seluruh dunia. Kebanyakan wabah
tersebut terbatas secara geografis pada daerah tertentu, dan tidak satupun dari
wabah-wabah tersebut angkanya mendekati wabah H5N1 di Asia tahun 2004.
Faktor utama penyebaran virus HPAI adalah perdagangan unggas hidup dan
produknya serta melalui mobilitas manusia (wisatawan dan pengungsi) (WHO
2004).

Pertengahan Desember 2003 sampai awal Februari 2004, wabah yang
disebabkan oleh virus HPAI H5N1 garis Asia dilaporkan telah menyerang unggas
di Korea Selatan, Vietnam, Jepang, Thailand, Kamboja, Laos, Indonesia dan Cina
(Maines et al. 2005; OIE 2005). Kejadian wabah yang serentak di banyak negara
oleh virus HPAI H5N1 belum pernah terjadi sebelumnya. Pada bulan April 2005,
untuk pertama kalinya, VAI H5N1 dapat mematikan unggas liar dalam skala
besar (Zhou et al. 2006). Tahun 2004 sampai akhir 2009, wabah VAI H5N1

berjumlah 468 kasus dengan angka kematian 282 orang. Kasus di Indonesia
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menempati urutan tertinggi di dunia yaitu 162 kasus dengan kematian berjumlah
134 orang (WHO 2010).

2. Telaah VAI di Indonesia

Salah satu alasan utama mengapa Indonesia lebih rawan terjangkit flu
burung dibanding negara lain di dunia adalah gaya hidup. Banyak keluarga dan
peternak unggas tinggal begitu dekat dengan unggas mereka. Unggas-unggas
tersebut dapat bebas berkeliaran di halaman, kebun, di bawah rumah dan di
jalanan (Imelda et al. 2006).

Departemen Kesehatan RI dan Departemen Pertanian Rl telah
melakukan tindakan perlindungan kepada manusia agar tidak tertular penyakit flu
burung. Kondisi di Indonesia sampai saat ini sudah mencapai tingkat waspada
virus flu burung. Bertambahnya penderita flu burung yang dirawat di RSPI Prof.
Dr Sulianti Saroso menjadikan flu burung dinyatakan sebagai kejadian luar biasa
(KLB) nasional. Negara-negara maju sudah memiliki sistem regulasi yang kuat
untuk melindungi warga negaranya agar tidak tertular penyakit bersumber
binatang (zoonosis), termasuk flu burung (Suryadi & Kusnanto, 2007).

KLB di Semarang terjadi pada tanggal 12 November 2008 dengan
dikeluarkannya hasil pemeriksaan uji laboratorium Litbang Departeman
Kesehatan (Depkes) RI atas tiga sampel darah yang diambil dari hidung dan
tenggorokan Dewi Sartika, wanita berusia 15 tahun saat menjadi pasien suspect
flu burung yang akhirnya meninggal dunia. Dewi Sartika dinyatakan positif
terjangkiti virus H5N1 atau virus avian influenza (Al). Dia meninggal dunia
setelah mendapat perawatan intensif selama empat hari di ruang ICU khusus
untuk pasien flu burung atau ruang isolasi Rumah Sakit (RS) Dokter Kariadi
Semarang (Nonik et al. 2008).

Menurut Tim Medis Al RS Dokter Kariadi, korban menunjukkan gejala
flu burung dengan ditandai demam mencapai 39 derajat celcius dan gangguan
pernafasan progresif. Selain itu, ternyata juga memiliki riwayat kontak dengan

unggas. Sebagai tindak lanjut, kemarin dilakukan pemusnahan unggas di sekitar
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rumah korban. Wilayah yang berada dalam radius tertentu dari tempat tinggal
korban terus dipantau secara serius oleh instansi terkait Pemerintah Kota
Semarang dan menutup tempat pemotongan ayam yang ada di dekat tempat
tinggal korban (Nonik et al. 2008).

Kronologis wabah Al di Kabupaten Semarang dan di Kabupaten Klaten
:(a) Kasus di Kabupaten Semarang laporan pertama datang dari peternak burung
puyuh di Desa Timpik, Kecamatan Susuhan, Semarang bagian Selatan pada bulan
September 2003, bahwa dari 7500 ekor burung puyuh usahaternaknya secara
mendadak 4000 — 5000 ekor mati secara mendadak, sedangkan di Kabupaten Klaten
meskipun yang terkena awal adalah peternak burung puyuh, namun inisiasi
melaporkan dari peternak ayam ras petelur di Desa Krakitan, Kecamatan Bayat; (b)
Kemudian untuk Kabupaten Semarang diantisipasi penanganan di laboratorium tipe
C di Kab. Ungaran, hasil diagnosa mendekati ND, sedangkan peternak di Klaten
langsung membawa sampel ternak ke laboratorium Fakultas Kedokteran Hewan di
UGM, hasil diagnosa menyimpulkan penyakit Al, namun pemda belum berani
mengumumkan; (c) Kemudian di wilayah Semarang menyusul kejadian yang hampir
sama di Desa Beji, terdapat 8000 ekor dan kurang lebih 5000 ekor mati mendadak,
dilakukan diagnosa, hasil mendekati ND; (d) Terdapat laporan lagi, bahwa usaha
ternak ayam broiler di Desa Bregas Lor, dan Desa Pagersari, Kecamatan Bregas,
Kabupaten Semarang terdapat usahaternak secara kelompok dengan populasi 15.000
ekor dan 6000 ekor mati secara mendadak, hasil diagnosa tetap dekat ke PVND; (e)
Pada bulan Oktober akhir 2003 pada usahaternak ayam petelur skala besar, Desa
Wates, Kecamatan Getasan dari populasi 40.000 ekor, pada awalnya ada 4000 ekor
yang mati mendadak; (f) Pada bulan November, kejadian yang hampir sama
menimpa Bp. Harun Efendi dari populasi ayam petelur 40.400 terdapat 2.3700 ekor
yang mati secara mendadak; (g) Selanjutnya Dinas Peternakan dan Perikanan Kab.
Semarang mendatangkan sendiri Tim Khusus dari Balai Penyidikan dan Pengujian
Veteriner Wates, Yogyakarta dengan membawa 7 ekor ayam hidup, 3 minggu
kemudian diperoleh hasil penyebab kematian adalah Al; (h) Dari hasil tersebut
ditetapkan Kab. Semarang sudah terinfeksi Al dan dinyatakan sebagai daerah
endemik Al (Saptana et al. 2005).



17

Biosekuriti merupakan cara untuk menghindari kontak antara hewan dan
mikroorganisme, salah satunya dari infeksi VAI. Prinsip-prinsip biosekuriti dapat
diterapkan pada unit produksi ternak skala besar dan pemeliharaan pekarangan
atau unit produksi ternak skala kecil. Salah satu cara adalah pada model
perkandangannya (Gambar 6). Biosekuriti paling tinggi adalah dengan tipe
perkandangan yang tertutup tanpa melepas unggasnya keluar, sedangkan tingkat
terendah adalah dengan menggembalakan unggas ke areal persawahan (FAO
2005).

| Biosckuriti |

A, Unggas selalu
berada di kandang
yang tertutup.

A B. Unggas mempunyai
peluang ke pelataran

kandang yang _
bempagar /

. Unggas di biarkan || | R
berkeliaran bebas di B4
pekarangan umah | =

yang berpagar. — Tass

D. Unggas dibiarkan ¥
bebas berkeliarandi
dalam dan di luar —
pekarangan. |//
E. Unggas digiring
pulang dari dan -
pergi ke areal —
B persawahan padi. /

Hngga 2009

Gambar 6. Tingkatan biosekuriti menurut teknik beternak
(FAO 2005) (A); Masyarakat melepas unggasnya
secara bebas (B).
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Untuk melindungi diri dari flu burung secara efektif, bersama tetangga,
pengusaha unggas dan seluruh desa harus bekerja sama untuk menjaga agar
unggas-unggas dan virus ini tidak menyebar. Setiap kasus unggas yang mati
harus segera dilaporkan kepada aparat agar dapat segera mengidentifikasi flu
burung dan membantu masyarakat untuk melindungi diri dan unggasnya (Imelda
et al.2006).

Kecamatan Gunungpati merupakan suatu wilayah yang sebagian besar
terdiri atas pedesaan. Topografi berbukit-bukit, disertai curah hujan yang cukup
tinggi sehingga kelembaban udara juga cukup tinggi. Sebagian besar masyarakat
masih kolot, dan belum mementingkan kebersihan lingkungan. Kebanyakan tipe
peternakan unggas adalah tipe peternakan tradisional yang secara bebas
melepasliarkan unggasnya ke sekitar rumah. Berdasarkan tingkat biosekuritinya

(Gambar 6) tipe peternakan tersebut masih rendah.



BAB Il
METODE PENELITIAN

A. Desain Penelitian
Penelitian ini merupakan penelitian eksplorasi. Tahap-tahap penelitian sesuai
dengan protokol yang telah ada dan telah diketahui keberhasilannya. Data-

data hasil penelitian dianalisis secara deskriptif.

B. Lokasi dan Waktu Penelitian
Penelitian dilakukan di dua tempat yaitu:
1.  Pengumpulan Sampel : Kelurahan di kecamatan Gunungpati.
2. Analisis Laboratorium : Laboratorium Kesehatan Masyarakat dan
Veteriner Fakultas Kedokteran Hewan Institut Pertanian Bogor.

Waktu penelitian dilaksanakan selama 6 bulan.

C. Populasi dan Sampel

1. Populasi
Populasi adalah unggas yang terdapat pada peternak tradisional di
desa/kelurahan kecamatan Gunungpati.

2. Sampel
Pengambilan sampel dilakukan dengan sistem purposive sampling. Lima
puluh sampel diambil secara acak dari unggas sehat, belum divaksin dari
peternak di kelurahan Kalisegoro, Ngijo, Pakintelan, Patemon, Sekaran,
kecamatan Gunungpati. Enam belas kelurahan di kecamatan Gunungpati
dengan jumlah Kepala Keluarga (KK) sekitar 6 ribu peternak dan 40 ribu
ekor unggas (BPS 2009). Lima kelurahan tersebut dipilih karena kondisi
lingkungan yang masih pedesaan dengan jarak antar rumah yang sangat
dekat, disertai banyaknya penduduk yang merupakan pendatang (mahasiswa)
yang kurang adaptif dengan lingkungan kecamatan Gunungpati, sehingga
akan rentan membawa ataupun terserang penyakit. Sampel yang jumlahnya

terbatas dikarenakan terkendala dana.
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D. Alat dan Bahan Penelitian
Didalam melakukan penelitian ini, dibutuhkan alat beserta bahan-bahan yang

disajikan pada Tabel 3.

Tabel 3. Alat dan bahan yang digunakan dalam penelitian:

Uraian Alat Bahan
. Pengambilan Cotton swab, sarung tangan, Media Phospat Buffer
sampel swab masker, cool box, ice pack, Saline (PBS) gliserol
kloaka gunting, alat tulis, label (Lampiran 4)
. Propagasi virus ~ Egg puntcher, spuit 1 ml, Telur TAB  steril,
pada telur ayam  mikropipet (Finnipipet), tip, Penstrep
berembrio SPF alat candling,
pinset, sarung tangan,
masker, LAF cabinet,
Incubator, kapas steril
Uji HA Mikroplate V bottom (Nunc), Sel Darah  Merah
tube ependorf, rak tube, Ayam (SDM) 5%,
mikropipet (Finnipipet), tip, 0,5% (Lampiran 4)
objek glass, pinset, kertas tisu,
LAF, sarung tangan, masker
Isolasi RNA Sentrifus, tube ependorf, rak  Trizol LS Reagent
tube, vorteks, mikropipet (Invitrogen),
(Finnipipet), tip, LAF cabinet, kloroform,
sarung tangan, masker isopropanol, etanol
70% dalam DPEC,
ultrapure H,O
(Invitrogen)
. Amplifikasi Alat PCR (Gene Amp® PCR  Kit Superscrip 1l RT/
DNA System), tube ependorf 1,5 Platinum Tag Mix),

ml & 0,2 ml, mikorpipet primer H5-1

(Finnipipet), tip, rak tube, (Invitrogen),  primer

sarung tangan, masker H5-3 (Invitrogen),

primer N1-F

(Invitrogen),  primer

N1-R (Invitrogen),

RNAse free DW
(Invitrogen)

. Elektroforesis Alat Elektroforesis (Mupid X,  Agarose bubuk
Gel Agarose Japan), timbangan analisis, (Invitrogen),

2% microwave, TBE 1X, EtBr

parafilm, mikropipet  (Ethidium Bromida),

(Finnipipet) loading dye (Sigma),

marker 1kb  DNA
ladder (Invitrogen)




E. Prosedur Penelitian

Alur Kerja Penelitian:

Pengambilan
sampel
\ 4
Dipoling-poling

berdasar jenis dan

pemilik unggas

y

Ditumbuhkan pada
telur berembrio bebas

patogen

/

Uji HA cepat

Negatif

Positif

y

Uji HA lambat

'

Isolasi RNA

'

Identifikasi
dengan
RT-PCR

'

Elektoforesis

H5N1

HxN1

Gambar 7. Alur kerja penelitian isolasi dan identifikasi HSN1

H5NX

HXxNx
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Pengumpulan Sampel

Lokasi Pengambilan Sampel adalah wilayah Kecamatan Gunungpati, yaitu di
desa Kalisegoro, Ngijo, Pakintelan, Patemon, dan Sekaran.

Pengambilan sampel dilakukan secara acak dengan mengusap cottonswab
pada bagian dalam kloaka unggas sedalam + 2 cm. Hasil olesan cottonswab
dimasukkan ke dalam tabung tube ependorf yang berisi media transport PBS
gliserol (WHO 2002). Sampel diberi label, kemudian dimasukkan ke dalam
kotak es dalam perjalanan, lalu disimpan dalam freezer ketika sampai tujuan.

Sampel tersebut akan diidentifikasi jenis virusnya.

Propagasi Virus pada telur ayam berembrio SPF (Specific Pathogen
Free)

Sampel usap kloaka ditumbuhkan pada telur ayam yang berembrio SPF umur
9 hari. Setiap 1-4 sampel usap kloaka dipolling berdasar jenis unggas dan
pemilik. Inokulum dibuat dengan mencampur sampel usap kloaka dengan
media PBS 10 pl dengan kandungan 2x10° U/L penisilin dan 200 mg/L
streptomisin. Inokulum diinokulasikan pada ruang alantois TAB SPF setelah
3 menit inkubasi. Setelah inokulasi, telur diinkubasi suhu 37 °C, dan diamati
setiap hari selama 4 hari, hingga di hari ke-4 dipanen semua alantoisnya.
Telur yang embrionya rusak atau mati sebelum 4 hari dan embrio yang hidup
sampai 4 hari diuji cairan alantoisnya menggunakan sel darah merah (SDM)
dengan uji hemaglutinasi (HA) (WHO, 2002).

Uji Hemaglutinasi (HA)

Uji HA ada 2 jenis, yaitu uji HA cepat dan lambat. Uji HA cepat dilakukan
dengan mencampur masing-masing 100 pl alantois telur dengan 200 ul
media 5% sel darah merah ayam. Hasil positif ditunjukkan adanya
penggumpalan darah. Sampel positif selanjutnya diuji dengan uji HA lambat
untuk mengetahui titer HA virus.

Uji HA lambat dilakukan dengan menggunakan alat microplate U buttom

(Nunc) sesuai dengan standar yang berlaku. Mikroplate diisi dengan 25 pl



PBS pH 7,2 pada sumur ke- 1-12. Cairan alantois diambil dari telur sebanyak
25 pul, dimasukkan ke dalam sumur sesuai nomor sampel uji. Cairan alantois
diencerkan bertingkat kelipatan dua dengan PBS, kemudian ditambahkan 25
pl suspensi SDM ayam 0,5% ke dalam seluruh sumur. Tahap terakhir
dilakukan pengocokan microplate dengan menggoyang-goyangkannya, lalu
diinkubasi pada suhu ruang sekitar 30 menit. Pembacaan sampel uji dapat
dilakukan jika SDM sumur kontrol telah teraglutinasi di dasar sumur. Sampel
dinyatakan positif apabila SDM pada sumur sampel mengalami aglutinasi.
Titer HA dihitung berdasarkan pengenceran tertinggi alantois yang dapat
mengaglutinasi SDM (Gambar 8; WHO, 2002)

No. Hasil Uji Gambar

1. Titer 2* S K

2. Titer 2°

e elolo

Keterangan: S: Sampel; K: Kontrol

4.

Gambar 8. Hasil Uji Titer HA Dalam Mikroplate

Isolasi RNA

Isolasi RNA dilakukan dengan menggunakan Trizol® LS Reagent
(Invitrogen) sesuai petunjuk. Sebanyak 250 pl cairan alantois dan 750 pl
Trizol dimasukkan ke dalam tabung 1,5 ml, dicampur hingga homogen.
Setelah inkubasi 5 menit pada suhu kamar/ ruang, ditambahkan 200 pl
kloroform, dikocok dan diinkubasi kembali selama 10 menit. Lalu disentrifus
dengan kecepatan 12000 g selama 15 menit pada suhu 4 °C. Supernatan
diambil dan dimasukkan ke tabung 1,5 ml yang baru. Ditambahkan

isopropanol 500 pl lalu dihomogenisasi. Setelah diinkubasi 10 menit suhu
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kamar, larutan disentrifus 12000 g, 4 °C selama 15 menit. Kali ini supernatan
yang dibuang menyisakan pelet. Endapan pelet dicuci dengan 1000 pl etanol
70% (dalam H,O dietylpirocarbonat (DEPC)). Larutan divorteks selama
beberapa menit, kemudian disentrifus 12000 g, 4 °C selama 20 menit.
Supernatan dibuang, pelet RNA dikeringkan pada suhu ruang selama 15 — 20
menit. Setelah kering, disuspensi kembali dengan 30 pl H,O bebas nuklease
(ultrapure H,0). Larutan RNA disimpan pada suhu -20 °C sebagai stok RNA
hingga dilakukan langkah berikutnya.

Identifikasi Subtipe Virus Avian Influenza (Al)

Identifikasi suptipe virus Al dilakukan dengan menggunakan Reverse
Transcriptase-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR). Reverse transcription
adalah pembuatan copy DNA (cDNA) yang sifatnya komplementer dengan
RNA virus, dengan enzim reverse transcriptase. PCR adalah metode
alternatif untuk mengidentifikasi virus Al, walaupun genom virus hanya
berjumlah sedikit (WHO 2002; Payungporn et al. 2004; OIE 2005). RT-PCR
dilakukan dengan menggunakan Superscript™ Il One-Step RT-PCR sistem
untuk isolat yang positif uji haemaglutinasi. Reaksi PCR dibuat sebanyak 20
pl dengan komposisi 10 pl 2x reaction mix, 1 pl primer forward (10 uM), 1
pl primer reverse (10 uM), 0,5 pl Superscript I11 RT/Platinum Tag Mix, 2 pl
sampel RNA dan ultrapure H,O 5,5 pl (sampai volume 20 pl). Primer yang
digunakan untuk mengamplifikasi gen H5 dan N1 seperti yang tertera pada
Tabel 4. Program RT-PCR adalah reverse transcription 45 °C selama 60
menit, predenaturasi 95 °C selama 5 menit, siklus terdiri dari denaturasi 95
°C 30 detik, anneling 55 °C 30 detik, ekstensi 72 °C 40 detik sebanyak 35
siklus, post ekstensi 72 °C selama 10 menit (Payungporn et al. 2004; WHO
2005). Untuk identifikasi subtipe virus, setiap isolat diamplifikasi dengan
primer H5 dan N1 (Tabel 4). Adanya pita DNA spesifik hasil PCR

diidentifikasi dengan elektroforesis pada gel agarosa 2%.
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Tabel 4. Sekuen basa primer untuk mengamplifikasi gen H5 dan N1
serta besaran produk yang diharapkan.

Produk
Primer Sekuen Basa Fragmen Gen
(bp)
12 H5-1 : 5’GCCATTCCACAACATACACCC’3 H5 219
H5-3: 5’CTCCCCTGCTCATTGCTATG’3 (basa 915-1133)
ob CU-N1F : N1 131

5’GTTTGAGTCTGTTGCTTGGTC’3
(basa 479-609)
CU-NIR
5"TGATAGTGTCTGTTATTATGCC’3

*WHO (2005), "Payungporn et al. (2004)

Kemungkinan hasil akan menunjukan perbedaan pada masing-masing
sampel. Ada empat subtipe yang kemungkinan ada pada hasil RT-PCR.
Primer diatas hanya spesifik untuk menentukan subtipe H5N1 sehingga ada
berbagai kemungkinan subtipe VAI tersebut yaitu :

H5N1: apabila pada gel Agarose positif terdapat pita H5 dan N1
HxN1: apabila pada gel Agarose negatif H5, tetapi positif N1
H5NX: apabila pada gel Agarose positif H5, negatif N1

HxNx: apabila pada gel Agarose negatif H5 dan N1.

Elektroforesis hasil RT-PCR pada gel Agarose 2%

DNA hasil RT-PCR yang diperoleh, kemudian dianalisa dengan teknik
elektroforesis menggunakan ultrapure™ agarose (Invitrogen) 2%. Sebanyak
1,4 g agarose dilarutkan ke dalam 70 ml Tris Buffer EDTA (TBE) 1x,
kemudian dipanaskan dalam microwave sampai larutan menjadi jernih.
Setelah didinginkan pada suhu kamar sampai hangat-hangat kuku, kemudian
dimasukkan 3 pl ethidium bromide (10mg/ml;Invitrogen) dan dicampur
sampai homogen. Larutan agarose kemudian dituang ke dalam cetakan gel
yang telah dipasang sisir, dan dibiarkan sampai membeku. Setelah membeku,
gel dimasukkan dalam bak elektroforesis (Mupid-x, Japan) yang telah diisi
larutan buffer TBE 1x sampai gel terendam. Sebanyak 10 pl produk PCR

dicampur dengan 2 ul loading dye (Sigma) kemudian dimasukkan ke dalam
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sumur-sumur pada gel. Running dilakukan pada 100 volt selama 35 menit.
Setelah running selesai, keberadaan pita-pita DNA produk PCR diamati di
atas UV transiluminator (Vilber Lourmart, France). Hasil yang positif
ditunjukkan adanya pita spesifik berwarna jingga pada gel agarose
(Payungporn et al. 2004).

. Data dan Analisis Data

Data hasil isolasi dan identifikasi virus avian influenza subtipe H5N1

dianalisis secara deskriptif.



HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN

A. Hasil Penelitian

BAB IV

Sebanyak 50 sampel usap kloaka unggas (ayam, itik, entok, dan angsa)

diambil dari peternak tradisional di lima kelurahan dari 16 kelurahan di wilayah

kecamatan Gunungpati Semarang (Lampiran 1). Setiap peternak diambil sampel

rata-rata 2-4 ekor pada satu jenis unggas, sesuai dengan jenis unggas yang

dimiliki peternak. Sampel usap kloaka berdasar jenis unggas di kecamatan

Gunungpati terdiri dari 10 ekor ayam, 12 ekor itik, 17 ekor entok dan 11 ekor

angsa (Tabel 5). Kemudian dilakukan polling sesuai dengan jenis unggas dan

pemilik ternak menjadi 30 sampel (Lampiran 2). Pengambilan sampel tidak

merata pada setiap kelurahan dikarenakan perbedaan jumlah semua unggas yang

dimiliki tiap peternak pada tiap kelurahan dan jumlah sampel yang terbatas.

Tabel 5. Sampel usap kloaka di Kecamatan Gunungpati berdasakan jenis

unggas.
Kelurahan Jenis Unggas Jumlah
Ayam Itik Entok Angsa
Kalisegoro 4 5 2 1 12
Ngijo - - - 2 2
Pakintelan 1 5 5 8 19
Patemon - - 2 - 2
Sekaran 5 2 8 - 15
Jumlah 10 12 17 11 50

Setiap inokulum dipropagasi pada telur ayam berembrio SPF selama 4

hari. Rata-rata perkembangan virus berlangsung selama 2-4 hari setelah inokulasi

(Kamps et al. 2007). Cairan alantois yang dipanen setelah hari ke-4 inokulasi,

selanjutnya diuji HA cepat dan lambat yang hasilnya ditampilkan pada Tabel 6.
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Tabel 6. Hasil Uji HA Inokulum Isolat Kecamatan Gunungpati.

28

No. Kode Jenis Uji HA Uji HA Titer HA
sampel unggas cepat lambat
inokulum (+/-) (+-)

1 Ul Entok - - -
2 U2 Ayam - - -
3 U3 Entok + + 2!
4 U4 Itik + + 21
5 U5 Itik - - -
6 ué Itik - - -
7 U7 Ayam - - -
8 us Entok - - -
9 U9 Ayam + + 210
10 U10 Angsa + + 2t
11 U1l Ayam - - -
12 U12 Ayam - - -
13 U13 Ayam - - -
14 Ul4 Angsa - - -
15 U15 Itik - - -
16 U16 Angsa + + 2°
17  U17 Angsa - - -
18 U18 Angsa - - -
19 U119 Angsa - - -
20 U20 Ayam - - -
21 U221 Entok - - -
22 U22 Itik - - -
23 U23 Entok - - -
24 U24 Entok - - -
25 U25 Entok - - -
26 U26 Itik + + 28
27 U227 Itik - - -
28 U28 Entok - - -
29 U29 Entok + + 2t
30 U30 Entok + + 21
31 K - + + 21

Angka titer HA menunjukkan selang antara 23-2**. Titer HA 2° sudah

tergolong tinggi (Natih et al. 2010)" Titer HA ini merupakan jumlah unit HA yang

dapat mengaglutinasi sel darah merah sehingga pada sumur terlihat titk-titik

merah yang tersebar tidak memusat di tengah.
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Sebanyak 8 inokulum yang positif HA, kemudian diisolasi RNAnya.
Isolasi RNA dilakukan menggunakan Trizol® LS Reagent (Invitrogen). Dalam
isolasi RNA diperlukan kecermatan yang tinggi, dikarenakan apabila terjadi
kesalahan prosedur dapat mengakibatkan rusak atau hilangnya RNA sehingga
akan menyulitkan pada langkah selanjutnya.

Tahap berikutnya adalah identifikasi subtipe virus Al HSN1 dengan RT-
PCR menggunakan primer spesifik (Tabel 4). Pita-pita cDNA yang didapat
kemudian divisualisasikan pada elektroforesis. Running elektroforesis dilakukan
dua kali, yaitu untuk H5 dan N1. Pita-pita tersebut akan melewati gel agarose
yang berpori bergerak dari kutub negatif menuju kutub positif dari alat
elektroforesis. Ukuran pita yang diharapkan adalah spesifik berukuran 219 bp
untuk gen H5nya (Gambar 9), dan 131 bp untuk gen N1nya (Gambar 10).

300 bp
200 bp
100 bp

Gambar 9. Elektroforegram isolat berdasarkan gen H5. M: marker. K:
Kontrol (+). Kode U3, U4, U10, U16, U26, U29: sampel
positif H5. Kode U1, U2, U5-U9, U11-U15, U17-U25, U27,
U28, U30: sampel negatif H5. Kode P & B: isolat diluar
kecamatan Gunungpati (bukan termasuk hasil penelitian ini).
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P U

300 bp
200 bp
100 bp

Gambar 10. Elektroforegram isolat berdasarkan gen N1. M: marker. K:
Kontrol (+). Kode U3, U4, U9, U10, U16, U26, U29, U30:
sampel positif N1. Kode U1, U2, U5-U8, U11-U15, U17-U25,
U27, U28: sampel negatif N1. Kode P & B: isolat diluar
kecamatan Gunungpati (bukan termasuk hasil penelitian ini).

Berdasarkan hasil elektroforesis menunjukkan bahwa 6 isolat (U3, U4,
U10, U16, U26, dan U29) positif H5N1 (Gambar 9 & 10) dengan titer HA 10°-
10™ (Tabel 6). Keenam isolat H5N1 berasal dari kelurahan Sekaran (1 isolat),
Kalisegoro (2 isolat), Pakintelan (3 isolat). Selain keenam sampel tersebut, 2
sampel positif N1 tetapi negatif untuk H5, sehingga subtipenya adalah HxN1
yaitu masing-masing U9 dan U30. Kedua isolate positif HSN1 berasal dari entok

(2 isolat), itik (2 isolat), dan angsa (2 isolat) (Tabel 7).

Tabel 7. Data hasil RT-PCR Sampel, Isolat Kecamatan Gunungpati

No. Inokulum Jenis Asal H5 N1 Subtipe
1 U3 Entok Sekaran + + H5N1
2 U4 Itik Kalisegoro + + H5N1
3 U9 Ayam Kalisegoro - + HxN1
4 u10 Angsa  Kalisegoro + + H5N1
5 u16 Angsa  Pakintelan + + H5N1
6 U26 Itik Pakintelan  + + H5N1
7 u29 Entok Pakintelan  + + H5N1
8 U30 Entok Patemon - + HxN1
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Hasil penelitian menunjukkan bahwa dari total sampel (50) usap kloaka,
6 positif VAI H5N1 dengan prevalensi 12%, dan 2 positif HXN1 (4%) (Lampiran
4). Hasil ini juga menunjukkan bahwa semua unggas yang positif VAI H5N1
adalah unggas air yaitu 2 isolat dari entok (11,76%), 2 isolat dari itik (16,67%),
dan 2 isolat dari angsa (18,18%) (Tabel 8).

Tabel 8. Jumlah dan Prevalensi Virus Avian Influenza Subtipe H5N1
yang Diisolasi dari Unggas di Peternakan Tradisional Kecamatan

Gunungpati.
Kelurahan Isolat VAI H5N1 Total
Itik Entok Angsa  Ayam  Prevalensi
Kalisegoro 1(20%) 0 1(100%) O 2 (16,67%)
Ngijo 0 0 0 0 0
Pakintelan 1(20%) 1(20%) 1 0 3 (15,78%)
(12,5%)
Patemon 0 0 0 0 0
Sekaran 0 1 0 0 1 (6,67%)
(12,5%)

Total 2 2 2 0 6 (12%)

Prevalensi  (16,67%) (11,76%) (18.18%)

B. Pembahasan

Titer HA adalah pengenceran tertinggi yang masih memperlihatkan
aglutinasi sempurna (WHO 2002). Uji HA merupakan suatu uji untuk
mengetahui keberadaan antigen virus yang dapat mengaglutinasi Sel Darah
Merah (SDM). Berdasar hasil penelitian menunjukkan bahwa titer HA virus
cukup tinggi sebesar lebih dari 28 (Natih et al. 2010). Untuk dapat mengalgutinasi
sempurna diperlukan sekitar 10" unit virus. Uji HA digunakan untuk menghitung
kandungan virus yang telah mati (tidak infektif) dan yang masih hidup (infektif).

Untuk menghitung jumlah virus infektif digunakan uji Egg Infectious Dose s
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(EID s0) (Angi et al. 2009), tetapi di penelitian ini tidak dilanjutkan ke uji
tersebut.

Dalam menentukan subtipe VAI khususnya H5N1, konfirmasi yang paling
tepat adalah dengan amplifikasi gen HA dan NA, atau dengan mengetahui sekuens
nukleotida gen HA dan NA (WHO 2005) dengan reaksi RT-PCR. PCR memberikan
alternatif yang cepat dan efektif pada isolasi virus untuk mendeteksi virus influenza
A (Dharmayanti et al. 2004).

Genom virus avian influenza adalah single-strand RNA sehingga pada
reaksi PCR dibutuhkan sintesa sebuah DNA copy (cDNA) vyang
berkomplementar dengan RNA virus. Polymerase Chain Reaction (PCR) adalah
teknik yang mempunyai banyak kelebihan dalam mengidentifikasi genom,
termasuk dalam hal ini genom VAI, ketika virus tidak dalam jumlah yang
banyak. Reverse Transcriptase (RT) adalah enzim polimerase yang digunakan
untuk mensintesa cDNA, sehingga reaksinya disebut RT-PCR. Metode RT-PCR
sudah banyak digunakan untuk mendiagnosa adanya virus avian influenza,
biasanya metode ini akan dilanjutkan dengan sekuensing DNA untuk melihat
lebih jauh tentang karakter molekuler virus ini, seperti mutasi virus, hubungan
kekerabatan dan untuk rekayasa genetik lainnya (Dharmayanti et al. 2004).

Hasil identifikasi yang terlihat pada elektroforegram (Gambar 9 & 10)
menunjukkan sensifitas dari primer spesifik pendeteksi virus VAI subtipe H5N1
terbukti berhasil. Pada Gambar 9 dan 10, untuk 6 isolat positif terlihat pita
spesifik yang diinginkan. Untuk 2 sampel yang negatif H5 tetapi positif untuk
primer N1 berarti subtipe VAI tersebut HxN1, dengan (x) adalah subtipe H lain
(H1-H16 selain H5).

Pada Gambar 9 dan 10 terlihat pada setiap sumur terdapat dua pita yang
letaknya berdekatan, yaitu pita dibawah pita target. Letak pita tersebut berada di
bawah 100 bp. Pita ini sebenarnya bukanlah pita gen yang dimaksud. Ada
beberapa kemungkinan hal tersebut dapat terjadi. Pita tersebut adalah molekul-
molekul zat pewarna (MgSQO,) sisa yang tidak menempel pada pita target, yang

ikut berjalan bersama pita target. Kemungkinan lain pita tersebut adalah primer
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yang melakukan anneling sendiri. Pada penelitian ini pita tersebut kemungkinan
besar adalah pita dari primer yang melakukan anneling sendiri saat proses PCR
dengan ciri khasnya adalah ukuran pita dibawah 100 bp (hampir seukuran dengan
primernya). Molekul tersebut juga ikut berpendar dan terlihat di elektroforegram
(Anonim 2003; Anonim 2007).

Sebanyak 50 isolat sampel yang berasal dari kecamatan Gunungpati
menunjukkan 6 isolat positif virus H5N1. Isolat positif HSN1 semuanya berasal
dari unggas air dari Sekaran, Kalisegoro, Patemon dan Pakintelan. Pada
penelitian ini, isolat yang menunjukkan positif H5N1 berasal dari entok
(11,76%), itik (16,67%), dan angsa (18,18%). Unggas air yang dikenal sebagai
inang alami memungkinkan virus untuk menginfeksi, tanpa ada gejala yang
membahayakan bagi inangnya. Peluang untuk virus beradaptasi juga
memperbesar untuk menginfeksi inangnya (Strum & Ramirez et al. 2005). Data
penelitian ini, perlu ditindak lanjuti dengan menyampaikan atau melaporkan ke
Dinas peternakan terkait agar dilakukan pemeriksaan lebih rinci sebagai tindak
lanjut untuk pencegahan dan penanggulangan VAI H5N1.

Penelitian sebelumnya oleh Susanti 2008, menyebutkan bahwa
prevalensi unggas air di dua kabupaten di Jawa Barat juga tergolong tinggi.
Angka prevalensi pada unggas air (itik 4,04%, entok 4,855, angsa 6,67%) ini
didapatkan dari peternak tradisional di kabupaten Sukabumi dan Bogor.
Kemudian penelitian dari pasar Nanchang, China tahun 2000 menunjukkan angka
prevalensi pada itik hanya sebesar 1,3% (Liu et al. 2003). Bahkan prevalensi VAI
subtype H5 pada unggas air di Minesota, Amerika Serikat cukup rendah, yaitu
hanya sebesar 0,4% (Hanson et al. 2003). Berdasar penelitian-penelitian tersebut,
untuk spesies angsa memiliki resiko infeksi yang relatif tinggi.

Wabah VAI subtipe H5N1 di Hongkong tahun 2001 juga berasal dari
reservoir itik dan angsa yang mengalami reasorsi dengan VAI unggas air lainnya
sehingga muncul virus yang bersifat patogenik pada unggas darat (Sturm-
Ramirez et al. 2004) sehingga pola peternakan dengan mencampur unggas darat

maupun unggas air akan selalu beresiko Al H5N1. Penelitian-penelitian tersebut
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semakin membuat masyarakat harus lebih waspada terhadap faktor-faktor yang
dapat menularkan virus.

Sistem beternak dengan mengumbar ternak secara bebas (backyard) di
Thailand dapat memberikan angka prevalensi hingga sebesar 56% untuk unggas
yang terinfeksi VAI, walaupun infeksi tersebut tanpa menunjukkan gejala dari
luar (Songserm, 2006). Pola beternak secara tradisional di kecamatan
Gunungpati, menyebabkan masyarakat memiliki resiko baik menguntungkan
ataupun merugikan masyarakat sendiri dibanding pada pola peternakan intensif
(Tabel 9). Masyarakat kebanyakan memelihara unggas dengan tujuan menambah
ekonomi rumah tangga. Diuntungkan lagi dengan mudahnya pemeliharaan
unggas karena tanpa dirawat dengan intensif pun unggas tersebut masih dapat
hidup dan mencari makanannya sendiri serta masih terlihat sehat. Di samping
keuntungan, tentu saja ada juga kerugiannya, yaitu rentan terhadap penyakit.

Rencana penanggulangan Avian Influenza (Al) di Jawa Tengah cukup
berat dilaksanakan, yang antara lain disebabkan oleh beberapa faktor berikut: (1)
Kondisi sistem usaha peternakan yang tersebar secara luas, sehingga memerlukan
kerja keras dan kegigihan tersendiri dari para petugas kesehatan hewan; (2)
Penanggulangan sementara diutamakan pada ayam, khususnya ayam ras petelur,
padahal menurut beberapa literatur bahwa unggas air justru lebih rentan dan
potensial, menyebabkan wabah ini; (3) Petugas kesehatan hewan dan dukungan
fasilitas yang terbatas; (4) Kurangnya rencana antisipasi dengan sistem deteksi dini,
sehingga penanggulangan dilakukan pada paska out break sehingga memakan waktu,
biaya dan tenaga yang besar (Saptana et al. 2005).

Sejak ditemukan kasus yang muncul pada warga Semarang, pemerintah
kota Semarang tak henti-hentinya melakukan himbauan agar warga mau dan ikut
andil dalam hal tanggap flu burung. Pemerintah juga melakukan pemusnahan
terhadap unggas yang berada di sekitar rumah warga yang positif Al (Putro 2008).
Pemusnahan tersebut tentunya akan merugikan bagi peternak karena kemungkinan
peternak mendapatkan ganti rugi yang tidak layak atau bahkan mengikhlaskan

unggasnya tanpa adanya biaya ganti rugi.
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Belum ada penelitian tentang VAI H5N1 di kecamatan Gunungpati.
Penelitian ini dilakukan meskipun belum ada publikasi adanya kasus VAI yang
menginfeksi manusia, tetapi terbukti VAI H5N1 yang terkenal sangat patogen sudah
mangancam wilayah ini khususnya pada unggas. H5N1 yang ditemukan pada unggas
di kecamatan Gunungpati masih berada pada inang alaminya. Masyarakat tidak tahu
apa yang telah dan akan terjadi pada VAI tersebut selanjutnya. Bisa saja virus
tersebut mati atau masih hidup dengan repilkasi tetap pada inang alaminya, atau juga
dapat bermutasi menjadi lebih patogen sehingga dapat menyerang manusia.

Usaha peternakan unggas skala kecil didominasi oleh usaha rumah tangga
yang pada umumnya merupakan usaha sambilan, tidak intensif dan dengan teknologi
tradisional (Simatupang 2004). Pada usaha demikian peternak tidak mengenal
kesehatan hewan peliharaannya sama sekali, sehingga unggas-unggas yang
dipelihara rentan akan datangnya penyakit. Sementara ini masyarakat masih
menganggap bahwa Newcastle Disease (tetelo) adalah penyakit yang sering dan
paling merugikan bagi peternak, padahal terdapat penyakit lain yang lebih berbahaya
yang dapat menular dari unggas ke manusia hingga menyebabkan kematian tinggi
yaitu flu burung (Hasnudi et al. 2004). Penyakit tetelo adalah penyakit yang hanya
menyerang unggas dengan gejala mirip dengan Al, tetapi masih dapat disembuhkan
selama belum parah.

Selama ini penanggulangan kasus VAI di Indonesia khususnya di Semarang
bersifat pengobatan. Daerah-daerah yang belum terdeteksi kasus, masyarakat acuh
tak acuh terhadap penyakit ini, padahal VAI sudah menjadi penyakit endemik di
Indonesia. Pemerintah pun baru bertindak setelah terjadi kasus di wilayah tertentu,
dengan hanya memusnahkan unggas yang diduga akan tertular unggas yang telah
terinfeksi. Tentu saja hal ini sangat merugikan masyarakat bahkan pemerintah
sendiri. Kehilangan penghasilan yang tidak sedikit tentunya telah dialami para
peternak tradisional, sehingga perlunya tindakan penanggulangan yang tepat baik
dari pemerintah maupun peternak sendiri (Saptana et al. 2005).

Usaha-usaha penanggulangan VAI yang sudah dilakukan antara lain
dengan pemusnahan unggas unggas pada radius tertentu pada daerah yang ditemukan

kasus VAI baik kasus yang menyerang unggas ataupun manusia di Jawa Tengah.



36

Penyuluhan terhadap warga masyarakat sudah dilakukan pada masyarakat di
Kabupaten Limapuluh Kota di Yogyakarta (Suryadi & Kusnanto 2007). Pemberian
vaksin terhadap unggas sudah dilakukan tetapi masih belum maksimal dikarenakan
harga yang tidak murah. Di kecamatan Gunungpati Semarang belum ada usaha-usaha
apapun untuk menanggulangi virus, termasuk pengadaan vaksin.

Vaksinasi terhadap flu burung sudah ada dan terus dikembangkan.
Keputusan untuk membuat vaksin ini tersedia di suatu negara hanya bisa dilakukan
oleh Direktorat Kesehatan Hewan. Perlu digarisbawahi bahwa vaksinasi hanyalah
salah satu metode untuk pencegahan dan pengendalian. Beberapa hal seperti
kalayakan perkandangan yang sesuai juga menjadi faktor penting dalam
pengendalian VAI. Menyendirikan unggas air dengan unggas domestik akan
memperendah terjadinya kematian unggas akibat VAI (FAO 2005). Lingkungan
sekitar peternakan juga mempengaruhi tingkat keamanan dari ternak. Kondisi
lingkungan peternakan yang baik mengurangi dampak buruk pencemaran.
Lingkungan yang tercemar membawa akibat jelek bagi kesehatan, yakni apabila
peternakan unggas dibiarkan kotor dan tidak memenuhi standar persyaratan
kesehatan lingkungan (Suryadi & Kusnanto 2007).

Hasil kajian di lapang terhadap program vaksinasi memberikan gambaran
sebagai berikut : (1) Akibat kepanikan masyarakat peternak dalam menghadapi
masalah yang dihadapi mereka melakukan dengan cara sendiri-sendiri; (2) Kesalahan
terjadi penggunaan vaksin ilegal atas nama perseorangan dan melakukan vaksin
dalam kondisi ayam sakit, sehingga mengakibatkan kematian yang lebih banyak dan
cepat; dan (3) Pelaksanakan vaksinasi dengan vaksin legal dan dengan teknik yang
tepat, serta dibarengi pembimbingan, serta pelaksanaan biosecurity yang ketat dapat
menekan kematian secara cukup efektif, 70 persen populasi terselamatkan (Saptana
et al. 2005).

Pelaksanaan upaya pencegahan flu burung oleh dinas peternakan beserta
jajarannya sudah diupayakan semaksimal mungkin. Hal ini tercermin dari
dilakukannya sosialisasi kepada peternak unggas, selebaran-selebaran dalam
informasi tentang flu burung. Dinas peternakan dan perikanan merupakan sektor

yang memiliki tanggung jawab besar dalam menghadapi penyakit flu burung di
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bandingkan dengan sektor-sektor yang lain. Walaupun terdapat berbagai kendala
seperti kurangnya tenaga yang ada dan dukungan dana yang tersedia, namun
pemberdayaan potensi yang ada sudah dimanfaatkan semaksimal mungkin. Idealnya
di setiap kecamatan terdapat masing-masing pos kesehatan hewan yang didukung
oleh seorang dokter hewan dan petugas paremedik veteriner (Suryadi & Kusnanto
2007). Jalinan hubungan yang baik antara dinas peternakan, paramedik veteriner
(petugas kesehatan ternak) dan pemilik ternak harus semakin dieratkan supaya kasus
VAI yang telah diketahui keganasannya itu dapat diminimalisir (FAO 2005).

Perbaikan dalam sistem beternak juga penting dilakukan dalam
menanggulangi VAI. Di daerah Tegal, banyak terdapat peternak itik dikarenakan
kota tersebut merupakan sentra produksi sate itik dan telur asin. Langkah
antisipasi yang dilakukan oleh peternak itik di Kabupaten Tegal adalah dengan
membersinkan kandang dan lingkungan sekitar kandang 1-2 hari sekali.
Pertahanan pertama pada itik agar penyakit tidak masuk ke lingkungan kandang
yaitu dengan cara pembersihan kandang (Budiraharjo et al. 2009 ).

Anjuran oleh FAO (2005) yaitu dengan perkandangan yang tertutup,
sehingga unggas akan selalu berada dalam kandang tersebut dan tetap terlindung.
Kontak antara unggas ternak dengan unggas terinfeksi dan lingkungan yang
terkontaminasi lebih kecil dibanding dengan kandang terbuka. Pembuatan
kandang tertutup ini memerlukan biaya yang sedikit mahal dan memerlukan
perawatan ekstra. Solusi yang praktis adalah dengan kandang tertutup (untuk
malam hari), pelataran yang berpagar dan pangadaan kolam di dalamnya (untuk

siang hari).



BAB V
SIMPULAN DAN SARAN

A. Simpulan

Simpulan yang diambil dari penelitian ini adalah:

1.

Hasil isolasi dan identifikasi dari 50 sampel usap kloaka asal unggas di
kecamatan Gunungpati, menunjukkan 6 isolat positif VAI subtipe H5N1
(12%), 2 isolat berasal dari entok (11,76%), 2 dari angsa (18,18%), dan 2
dari itik (12,67%).

Unggas-unggas air di peternakan unggas tradisional berpotensi sebagai

penularan VAL, khususnya subtipe H5N1.

B. Saran

1.

Data prevalensi virus avian influenza subtipe H5N1 hasil penelitian ini
perlu ditindak lanjuti dengan berkoordinasi bersama dinas peternakan
sebagai dasar pencegahan dan pengendalian virus ini.

Perlunya pembenahan peternakan yang lebih baik khususnya di
kecamatan Gunungpati, terutama sistem perkandangan disesuaikan
dengan anjuran pemerintah dan selalu menjaga kebersihan dan kesehatan
unggas.

Perlu dilakukan penelitian lanjutan berdasarkan angka prevalensi VAI
subtipe H5N1 yang cukup tinggi di peternakan tradisional kecamatan
Gunungpati dengan sampel yang lebih banyak dan wilayah yang lebih

luas agar hasil lebih akurat.
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Lampiran 1. Data dan Peta Kelurahan di Kecamatan Gunungpati.

45

No. Nama Kelurahan Luas area Jumlah
Penduduk
1 Pakintelan 274.808 ha 4.049 jiwa
2 Mangunsari 221.154 ha 4.038 jiwa
3 Plalangan 331.727 ha 3.422 jiwa
4 Gunungpati 667.696 ha 6.255 jiwa
5 Nongkosawit 190.906 ha 3.645 jiwa
6 Pongangan 319.762 ha 4.882 jiwa
7 Ngijo 318.762 ha 2.575 jiwa
8 Patemon 499.088 ha 4,016 jiwa
9 Sekaran 490.718 ha 6.241 jiwa
10 Sukorejo 288.063 ha 9.850 jiwa
11 Sadeng 425.503 ha 5.721 jiwa
12 Cepoko 245.405 ha 2.402 jiwa
13 Jatirejo 247.776 ha 1.723 jiwa
14 Sumurrejo 325.159 ha 5.415 jiwa
15 Kalisegoro 281.884 ha 2.720 jiwa
16 Kandri 245.490 ha 3.799 jiwa
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Lampiran 2. Data peternak dan jumlah ternak tradisional yang diambil sampel, di
kecamatan Gunungpati.

Kelurahan Nama Jenis Unggas Jumlah
Peternak  Itik Entok  Angsa Ayam
Sekaran Murokib - 6 - 11 17
Sri 6 7 - - 13
Klisegoro  Sodikin 14 - - 4 18
Slamet - 6 - 4 10
Munawir - - 2 9 11
Muntal Sunoto - - 3 6 9
Pakintelan  Susi - - 9 4 13
Ibin 34 22 - - 56
Patemon Matohir - 7 - 2 9
Jumlah 54 48 14 40 156
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Lampiran 3. Pengumpulan sampel beserta polling usap kloaka unggas isolat

kecamatan Gunungpati.

No Kode label Kelurahan Pemilik Jenis hewan
1 1/E SEKARAN MUROKIB ENTOK
2 2/E ENTOK
3 3/A AYAM
4 4/E ENTOK
5 5/E ENTOK
6 6/1 KALISEGORO SODIKIN ITIK

7 71 ITIK

8 8/l ITIK

9 9/l ITIK

10 10/1 ITIK

11 11/A AYAM
12 12/E SLAMET ENTOK
13 13/E ENTOK
14 14/A AYAM
15 15/B MUNAWIR ANGSA
16 16/A AYAM
17 17/A AYAM
18 18/A SEKARAN MUROKIB AYAM
19 19/A AYAM
20 20/A AYAM
21 21/A AYAM
22 22/B NGO SUNOTO ANGSA
23 23/B ANGSA
24 241 ITIK

25 25/B PAKINTELAN  SUSI ANGSA
26 26/B ANGSA
27 27/B ANGSA
28 28/B ANGSA
29 29/B ANGSA
30 30/B ANGSA




Lampiran 3 (Lanjutan)
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No Kodelabel Kelurahan Pemilik Jenis hewan
31 31/B ANGSA
32 32/B ANGSA
33 33/A AYAM
34 34/E SEKARAN SRI ENTOK
35 35/1 ITIK
36 36/1 ITIK
37 37/E ENTOK
38 38/E ENTOK
39 39/E ENTOK
40 40/E PAKINTELAN IBIN ENTOK
41 41/ ITIK
42 42/ ITIK
43 43/1 ITIK
44 44/ ITIK
45 45/E ENTOK
46 46/E ENTOK
47 47/E ENTOK
48 48/E ENTOK
49 49/E PATEMON MATOHIR ENTOK
50 50/E ENTOK
Data polling Al
Ul=1E+2E
U2=3A Ul1=16A+17A
U3=4E+5E U12=18A+19A U21=34E
U4=61+71 U13=20A+21A U22=351+36l
U5=8I+9l U14=22B+23B U23=37E+38E
u6=10I U15=24| U24=39E
U7=11A U16=25B+26B U25=40E+45E
U8=12E+13E Ul7=27B+28B U26=411+42I
U9=14A U18=29B+30B U27=431+44l
U10=15B U19=31B+32B U28=46E+47E
U20=33A U29=48E

U30=49E+50E



Lampiran 4. Data Pengamatan Pada Telur Ayam Berembrio SPF
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No. Hari ke- Waktu Kode sampel yang mati  Jumlah
1 1 Pagi (09.00) U11,U13,U17 3
Sore (15.00) K, U28 2
2 2 Pagi (09.00) U2, U3, U4, U5, U7, 8
U16, U26, U30
Sore (15.00) U8, U9, U10 3
3 3 Pagi (09.00) U1, U15, U20, U27 4
Sore (15.00) - -
4 4 Pagi (09.00)  U19, U23, U25, 3
Sore (15.00) - -
5 4 (hidup) ue, Ul12, U114, U21, 8
U22, U29, U18, U24
JUMLAH 31




Lampiran 5. Angka prevalensi VAI H5N1 kecamatan Gunungpati.
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» Angka prevalensi VAI H5N1 (+)= jml positif H5SN1/total sampel usap kloaka

x 100%

= 6/50 x 100%

=12%

» Angka prevalensi masing-masing isolat menurut jenis dan lokasi isolat.

Isolat VAI H5N1 Total
Kelurahan Itik Entok Angsa Ayam Pre\é;allen
Kalisegoro 1 0 1 (1/1x100%= O 2
(1/5x100% 100%0) (2/12x10
=20%) 0%-=
16,67%)
Ngijo 0 0 0 0 0
Pakintelan 1 1 1 (1/8x100%= 0 3
(1/5x100%  (1/5x100%-= 12,5%) (3/19x10
= 20%) 20%) 0%-=
15,79%0)
Patemon 0 0 0 0 0
Sekaran 0 1 0 0 1
(1/8x100%= (1/15x10
12,5%) 0=
6,67%0)
Total 2 2 2 (2/11x100%= 0 6
Prevalensi  (2/12x00%  (2/17x100%  18,18%) (6/50x10
=16,67%) =11,76%) 0% =
12%)

» Angka prevalensi VAI HXN1 =2/50 x 100%

= 4%
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Lampiran 6. Pembuatan bahan-bahan penelitian
a. Pembuatan media transport PBS gliserol
Alat dan bahan:

Beker glass

Pengaduk/spatula

Tabung tube ependorf

PBS 1x

Aquabidest

Gliserol

Penisilin

©© N o a M w D oE

Streptomisin

Cara Kerja:

Pertama-tama PBS 1x dibuat dengan melarutkan 1 sachet PBS ke dalam 1
liter akuabidest. Diaduk hingga larut.

Untuk membuat 500 ml media transport, PBS 1x dimasukkan sebanyak 250
ml ke dalam beker glass, lalu ditambahkan 250 ml gliserol (perbandingan PBS :
gliserol = 1:1). Kemudian penisilin dimasukkan sebanyak 1 ml dan 100 mg
streptomisin. Diaduk hingga larut dan tercampur semua. Diambil sebanyak 0,5 ml,
dimasukkan ke dalam tabung tube. Larutan dalam tube kemudian disimpan dalam

freezer hingga siap digunakan.
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b. Pembuatan SDM 5% dan 0,5%

Alat dan bahan:
Tabung venoject
Spuit
Sentrifus
PBS 1x
Na Sitrat

o gk~ 0w D PF

Darah ayam

Cara kerja:

Darah ayam diambil melalui vena branchialis dengan menggunakan spuit
sebanyak 4 ml, kemudian dimasukkan dalam tabung venoject yang telah diisi
dengan 1 ml anti-koagulan Na Sitrat, diaduk sampai merata. Darah disentrifuse
selama 10 menit 2000 rpm. Supernatan dibuang dan sisa endapan dicuci dengan
PBS seperti volume awal (5 ml), disentrifus lagi selama 10 menit. Diulang tiga kali
dengan cara yang sama hingga didapatkan suspensi eritrosit 100%.

Suspensi eritrosit denga konsentrasi 5% didapatkan dengan penambahan
PBS pada SDM 100% hingga konsentrasi eritrosit menjadi 5%. Suspensi eritrosit
konsentrasi 0,5% didapat dengan menambah PBS pada SDM 5% hingga
konsentrasi menjadi 0,5%.



Lampiran 7. Dokumentasi Penelitian

Tipe peternakan yang mengumbar Pengambilan sampel usap kloaka
unggasnya secara bebas pada unggas

Pelubangan pada telur ayam Injeksi sampel diduga virus ke
berembrio bebas patogen dalam sampel TAB SPF

Pengamatan setiap hari untuk Inkubasi telur pada incubator suhu
melihat apabila telur mati 37°C
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Hasil uji HA cepat  yang Uji HA lambat untuk mengatahui
memperlihatkan  adanya aglutinasi titer dari virus
SDM

Isolasi RNA virus avian influenza Amplifikasi RNA VAI dengan
teknik RT-PCR

Elektroforesis RNA VAI Visualisasi pita RNA paga gel

menggunakan agarose 2% agarose dengan uv
transiluminator



