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Abstract

Avian Influenza (Al) is a zoonotic viral disease in birds which demands priority on control and measures. Spread
of Al virus can occur directly or indirectly. The use of disinfectant and handling of hatching egg waste is one of the
actions that must be applied in hatchery to control the spread of Al virus. This research was aimed to compared two
types of desinfectant in eliminating Al virus. The research was designed into 6 groups. Group I was SAN (Specific
Antibody Negative) eggs as untreated negative control, group Il was SAN egg treated by fumigation using potassium
permanganate (KMnO4) and formalin in room temperature for 20 minutes, group III was SAN eggs soaked in
benzalkolnium chloride (BKC) in room temperature for 30 seconds, group IV was SAN contaminated by Al HSN1
virus and fumigated by potassium permanganate and formalin in room temperature for 20 minutes, group V was SAN
eggs contaminated by Al HSN1 virus and then soaked in benzalkonium chloride in room temperature for 30 second,
and group VI was SAN eggs contaminated by Al HSN1 virus in room temperature for 10 minutes as positive control. Al
HS5NI virus detection was done by using RT-PCR (Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction). The result of
this research showed that the use of potassium permanganate and formalin disinfectant gave better performance
compared to benzalkoniun chloride in eliminating Al HSN1 virus on hatching eggs.
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Abstrak

Avian Influenza (Al) merupakan penyakit viral akut pada unggas dan bersifat zoonosis yang memerlukan
prioritas untuk dikendalikan dan ditanggulangi. Penyebaran virus Al dapat terjadi secara langsung ataupun tidak
langsung. Penggunaan desinfektan dan penanganan limbah telur tetas menjadi salah satu tindakan yang harus
diterapkan di hatchery untuk mengendalikan penyebaran virus Al. Tujuan penelitian ini adalah membandingkan dua
jenis desinfektan dalam mengeliminasi virus Al pada telur tetas. Penelitian ini dirancang dalam 6 kelompok
menggunakan telur ayam berembrio (TAB) Specific Antibody Negative (SAN) umur 18 hari sebanyak 30 butir.
Kelompok I adalah telur SAN sebagai kontrol negatif tanpa perlakuan, kelompok II adalah perlakuan telur SAN
dengan fumigasi menggunakan Kalium Permanganat (KMnO4) dan formalin pada suhu ruang selama 20 menit,
kelompok III adalah perlakuan telur SAN yang direndam dalam benzalkoniun klorida selama 30 detik pada suhu
ruang. Kelompok IV adalah perlakuan kontaminasi telur SAN dengan virus Al HSN1 dan difumigasi dengan Kalium
Permanganat dan formalin pada suhu ruang selama 20 menit, kelompok V adalah perlakuan kontaminasi telur SAN
dengan virus Al H5N1 kemudian direndam dalam benzalkonium klorida pada suhu ruang selama 30 detik dan
kelompok VI adalah kontrol positif yang dikontaminasi dengan virus Al H5N1 pada suhu ruang selama 10 menit.
Deteksi keberadaan virus AI HSN1 setelah kontaminasi dan desinfeksi dilakukan dengan menggunakan metode
Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-PCR). Hasil penelitian menunjukkan bahwa penggunaan
desinfektan formalin dan KMnO4 lebih baik dibandingkan dengan benzalkoniun klorida untuk mengeleminasi virus
AIHS5NI1 pada telur tetas.

Kata kunci: Benzalkonium klorida, Formalin, KMnO4, Kontaminasi, RT-PCR

66



Perbandingan Dua Desinfektan dalam Mengeliminasi Virus Avian Influenza HSN1 pada Telur Tetas

Pendahuluan

Avian Influenza (Al) merupakan penyakit viral
akut pada unggas dan bersifat zoonosis yang
memerlukan prioritas untuk dikendalikan dan
ditanggulangi. Penelitian tentang penyebaran virus Al
melalui komoditas telur tetas belum banyak dilakukan
dan belum ada bukti ilmiah yang meyakinkan bahwa
penyebaran virus Al dapat terjadi secara vertikal
melalui telur tetas. Penelitian yang dilakukan oleh
Cappucci et al. (1985) menemukan virus Al di kuning
telur, albumin dan cangkang telur pada telur yang
berasal dari deaerah wabah Al di Pennsylvania dan
Virginia, Amerika Serikat. Promkuntod et al. (2006)
juga menemukan hal yang sama pada campuran putih
telur dan cairan alantois burung Puyuh Jepang yang
terinfeksi virus Al secara alami di Thailand bagian
selatan. Kedua penelitian tersebut mendeteksi
keberadaan virus Al di telur ketika terjadi infeksi atau
wabah. Beato et al. (2009) menyatakan bahwa rute
infeksi virus pada telur diperkirakan terjadi melalui
kontaminasi kerabang telur setelah ovoposition yaitu
saat telur keluar dari kloaka dan keberadaan virus Al
pada kuning telur dapat terjadi melalui penularan
secara vertikal.

Desinfeksi adalah suatu kegiatan untuk
mematikan atau menghentikan pertumbuhan hama
penyakit patogen yang terdapat pada bermacam-
macam permukaan (benda hidup dan benda mati)
dengan mengunakan desinfektan. Desinfeksi
merupakan hal yang penting dalam proses penetasan
baik dari awal telur menetas sampai akhir penetasan.
Fumigasi dengan formaldehid adalah cara yang paling
efektif untuk desinfeksi telur tetas namun kelemahan
bahan kimia ini dapat merusak embrio jika fumigasi
dilakukan dengan prosedur yang tidak tepat (Cadirci,
2009). Furuta dan Maruyama (1981) menyatakan
bahwa telur tetas yang dipindahkan dari setter ke
hatcher dapat terinfeksi dengan mudah oleh

mikroorganisme meskipun telur tetas dalam keadaan

bersih.

Telur tetas masih menjadi komoditas utama yang
dilalulintaskan di wilayah kerja Balai Karantina
Pertanian Banjarmasin. Selama tahun 2015 tercatat
sebanyak 5.1 juta butir telur tetas yang keluar melalui
BKP Banjarmasin, sementara pemasukan dari luar
pulau tercatat sebanyak 15.9 juta butir (BKP BJM,
2015). Pemasukan ini berasal dari daerah lumbung
peternakan ayam di Jawa Barat dan Jawa Timur yang
belum dinyatakan bebas Al. Kondisi ini menyebabkan
Al masih merupakan ancaman serius bagi industri
perunggasan di Kalimantan Selatan.

Lalulintas telur tetas antar area dari daerah
tertular ke daerah bebas Al diperbolehkan dengan
beberapa persyaratan yaitu berasal dari peternakan
yang tidak terjadi kasus Al sekurang-kurangnya 30 hari
terakhir baik secara klinis maupun patologi anatomi,
telur telah didesinfeksi sebelum pengeluaran dan
persyaratan lainnya terkait kotak telur (BARANTAN,
2006). Badan Kesehatan Hewan Dunia, Office
Internationale des Epizoties (OIE), telah memberikan
rekomendasi terkait dengan potensi penyebaran Al
melalui perdagangan telur tetas. Rekomendasi tersebut
berupa tindakan desinfeksi telur tetas yang
diperdagangkan dengan fumigasi, spraying, imersi
(pencelupan) dan tindakan desinfeksi lain yang
dibakukan oleh otoritas veteriner pada suatu negara.
Jenis desinfektan yang direkomendasikan untuk telur
tetas adalah formalin dan virkon (OIE, 2008).
Desinfeksi yang dilakukan selama ini di Indonesia
adalah dengan metode fumigasi menggunakan kalium
permanganat (KMnO4) dan formalin (Sudaryani dan
Santoso, 1999). Penelitian ini bertujuan untuk
membandingkan dua jenis desinfektan dalam
mengeliminasi virus Al HSN1 pada telur tetas sehingga

dapat menentukan desinfektan yang tepat.

Materi dan Metode
Isolat yang digunakan adalah virus AI H5N1
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clade 2.3.2 yang sudah dikarakterisasi sebelumnya
yang diperoleh dari Kabupaten Sidendeng Rappang
Provinsi Sulawesi Selatan dengan kode
DK/Sidrap/(N10)/2015. Konsentrasi virus yang
digunakan berkisar antara 10'-10" EID (Egg Infection
Dose) 50/ml dan titer hemagglutination Unit (HAU)
2°. Nilai ini didasarkan pada referensi bahwa jumlah
virus Al yang terkandung dalam 1 gram feses adalah
10" EID50/ml (Kamps et al. 2006).

Penelitian ini menggunakan TAB umur 18 hari
yang dibagi menjadi 6 kelompok berdasarkan
perhitungan menggunakan rumus Federer (Supranto,
2000), setiap perlakuan minimal 5 ulangan, total telur
yang digunakan 30 telur SAN (specific antibody
negative). Kelompok I adalah kontrol negatif tanpa
perlakuan, kelompok II adalah perlakuan fumigasi
telur SAN dengan kalium permanganat (KMnO4) dan
formalin, dan kelompok III adalah perlakuan
perendaman telur SAN dengan benzalkonium klorida.
Kelompok IV adalah perlakuan kontaminasi telur SAN
dengan virus Al HSN1 di dalam biosafety cabinet level
3 dan difumigasi dengan KMnO4 dan formalin pada
suhu ruang selama 20 menit, kelompok V adalah
perlakuan kontaminasi telur SAN dengan virus Al
H5N1 kemudian direndam dalam benzalkonium
klorida selama 30 — 40 detik pada suhu ruang.
Kelompok VI adalah telur SAN yang dikontaminasi
dengan virus Al H5SN1 sebagai kontrol positif.

Fumigasi bertujuan untuk mengeliminasi
kontaminan yang menempel pada permukaan telur
menggunakan KMnO4 dan formalin dengan dosis 1:2
untuk ruang 1 m’, pada suhu ruang selama 15 — 20
menit (Sudaryani dan Santoso, 1999). Desinfeksi TAB
menggunakan benzalkonium klorida dilakukan
dengan cara merendam TAB selama 30 — 40 detik
dengan dosis 10 ml/ 1 liter air sesuai petunjuk
perusahaan. Fumigasi dan desinfeksi dilakukan pada
TAB umur 18 hari. Telur tetas diinkubasi pada mesin

tetas dengan kisaran suhu 37.4 °C — 37.5 °C dan
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pengamatan dilakukan setiap hari untuk mendeteksi
embrio yang mati.

Telur yang berhasil menetas dan embrio yang
mati diperiksa terhadap keberadaan virus Al H5N1.
Sampel usap trakea dari DOC hidup diuji terhadap
keberadaan virus Al H5N1 dengan menggunakan
konvensional Reverse Transcription Polymerase
Chain Reaction (RT-PCR). Embrio yang mati diambil
organ pernafasan dan pencernaan kemudian digerus
dan dicampur dengan PBS selanjutnya dihomogenkan
dan disentrifugasi dengan kecepatan 3000 xg selama
15 menit (Yamamoto et al. 2010). Supernatan diuji
terhadap keberadaan virus Al HS5N1 dengan
menggunakan konvensional RT-PCR.

Isolasi RNA virus Al dilakukan dengan
menggunakan kit Geneaid”. Prosedur isolasi RNA
dilakukan sesuai dengan panduan perusahaan. Uji
Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction
(RT-PCR) dilakukan dengan menggunakan kit
komersial My Taq One Step RT-PCR". Identifikasi
virus AI H5N1 menggunakan primer H5 dan NI
seperti yang ditampilkan pada Tabel 1. Hasil uji RT-
PCR divisualisasi pada gel agarose 1.5% yang
mengandung etidium bromida (0.5 pg/ml) di dalam
buffer TAE 1x. Hasil positif ditunjukkan dengan
adanya pita spesifik berwarna jingga pada panjang 313
bp untuk H5 (Slomka ez a/. 2007) dan 616 bp untuk N1
(WHO, 2007). Data yang diperoleh dianalisis secara
deskriptif.

Hasil dan Pembahasan

Daya Tetas Telur (Hatchability) dan Efektivitas
Desinfektan dalam Mengeliminasi Virus Avian
Influenza HSN1

Telur tetas sebagai salah satu media pembawa
Hama Penyakit Hewan Karantina (HPHK) harus
melewati prosedur tindakan karantina hewan jika
dilalulintaskan. Tindakan karantina yang dimaksud
adalah perlakuan untuk membebaskan media

pembawa dari HPHK. Menurut Kepmentan No. 3238
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tahun 2009 bahwa telur tetas diklasifikasikan sebagai
media pembawa Highly Pathogenic Avian Influenza
(HPAI) dan termasuk ke dalam HPHK Golongan I.
Upaya yang dilakukan untuk membebaskan telur tetas
dari risiko penyebaran HPAI di Indonesia adalah
dengan melakukan desinfeksi. Hasil pengamatan
terhadap daya tetas telur (hatchability) dengan
beberapa perlakuan ditampilkan pada Tabel 2.

Pada Tabel 2 terlihat bahwa terdapat kematian
embrio pada semua kelompok, baik kelompok
perlakuan maupun kontrol. Kematian embrio pada

kelompok I atau kontrol negatif adalah kejadian yang

biasa pada proses penetasan bahkan dengan tidak lebih
dari 1 kematian berarti daya tetas kelompok I adalah
80%. Di Indonesia, daya tetas untuk ayam petelur
adalah 80% dan untuk ayam potong 82% (USAID,
2013). Kelompok II dan Kelompok III memiliki daya
tetas yang sama dengan kelompok kontrol negatif yaitu
80%. Kematian yang terjadi pada kelompok II dan III
kemungkinan disebabkan karena faktor yang tidak
spesifik dan bukan karena perlakuan desinfektan.
Kematian yang tidak spesifik ini bisa terjadi secara
alami yang dipengaruhi oleh faktor nutrisi, manajemen

dan faktor keturunan (Jassim ez al. 1996).

Tabel 1. Sekuen basa primer untuk mengamplifikasi gen H5 dan N1 serta besaran produk yang diharapkan

Primer Sekuen Basa Produk (bp)
1 H5-Khal :5'-CCTCCAGARTATGCMRAYAAAA TTGTC -3’ 313
- H5 Kha3: 5 TACCAACCGTCTACCATKCCYTG 3~
2° NI1-1:5-TTG CTT GGT CAGCAA GTGCA-3’ 616
N1-2:5-TCT GTC CAT CAAT TA GGATCC -3’
* Slomka et al. (2007), *: WHO (2007)
Tabel 2 Daya tetas telur pada beberapa perlakuan
Kelompok Perlakuan Daya Tetas ~ Mortalitas
Kontaminasi Virus Desinfektan Hidup® Mati °
I Tidak dikontaminasi - (kontrol negatif) 4/5 (80%) 1/5 (20%)
II Tidak dikontaminasi KMnO, dan formalin 4/5 (80%) 1/5 (20%)
I Tidak dikontaminasi Benzalkonium kl orida 4/5 (80%) 1/5 (20%)
v Virus Al H5N1 KMnO, dan formalin 3/5 (60%) 2/5 (40%)
A% Virus Al HSN1 Benzalkoniumkl orida 2/5 (40%) 3/5 (60%)
VI Virus Al H5N1 - (kontrol positif) 2/5 (40%) 3/5 (60%)

a: jumlah TAB hidup / total TAB ~ b: jumlah TAB mati / total TAB

Kelompok I'V dan V menunjukan kematian yang
lebih besar dibandingkan dengan kelompok I, IT dan I1I,
daya tetas mengalami penurunan yaitu masing-masing
60% dan 40%. Pada perlakuan kelompok IV dan V
terlihat bahwa tingkat daya tetas telur sedikit lebih baik
jika eliminasi virus Al H5SN1 dilakukan menggunakan
KMnO, dan formalin. Tingkat daya tetas pada
kelompok kontrol positif yaitu kelompok VI
menunjukan hasil yang sama dengan kelompok V,
artinya pada penelitian ini, benzalkonium klorida tidak

memberikan tingkat eliminasi yang maksimal.

Viabilitas dan Kemampuan Virus Avian Influemza
HS5N1 Menembus Kerabang Telur Tetas

Pada Tabel 3 dapat diketahui daya tahan virus Al
H5N1 atau viabilitas virus yang dibuktikan dengan
ketidakberhasilan desinfektan mengeliminasi virus
sehingga terjadi infeksi dan kematian embrio. Hal ini
menunjukkan bahwa virus AI HSN1 dapat menembus
kerabang telur. Pada kelompok perlakuan IV dan V
terlihat bahwa virus AI H5N1 lebih tahan terhadap
benzalkonium klorida dibandingkan dengan KMnO4
dan formalin yang ditunjukkan dengan kematian

embrio yang lebih tinggi.
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A

H5

Gambar 1. Hasil visualisasi produk RT-PCR dari sampel individu. A) Kelompok I, B) Kelompok II, C)
Kelompok ITI, D) Kelompok IV E) Kelompok V dan F) Kelompok 6, NTC: no template

control

Pada kelompok I (kontrol negatif), kelompok II
dan 1l yang tidak terpapar dengan virus Al H5SN1, hasil
deteksi molekuler menunjukan tidak ada material
genetik virus Al HSN1 yang dideteksi (Gambar 1 A, B
dan C). Kematian embrio pada kelompok yang
dikontaminasi dengan virus Al HSN1 dan didesinfeksi
yaitu kelompok IV dan V juga dikonfirmasi dengan uji
RT-PCR. Dari hasil uji RT-PCR, pada kelompok IV
dideteksi adanya material genetik virus Al H5N1 pada

embrio 1 dan 3 dari sampel gerusan organ dan negatif
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pada sampel usap trakea DOC hidup (Gambar 1 D),
pada kelompok V dideteksi adanya material genetik
virus AI H5N1 pada embrio 1, 3 dan 5 dari sampel
gerusan organ dan negatif pada sampel usap trakea
DOC hidup (Gambar 1 E). Kelompok VI adalah
kontrol positif dan konfirmasi kematian embrio pada
kelompok ini menunjukkan hasil positif adanya
material genetik virus Al H5N1 dari sampel gerusan
organ embrio yang mati seperti terlihat pada Gambar 1

F sedangkan pada sampel usap trakhea DOC yang
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hidup tidak terdeteksi virus ATH5N1.

Tabel 3 menunjukkan bahwa kelompok yang
tidak kontak dengan virus Al yaitu kelompok I, IT dan
III tidak ditemukan adanya material genetik virus Al
H5NI1 pada usap trakea DOC yang hidup dan pada
embrio yang mati. Kelompok yang dikontaminasi
dengan virus Al kemudian didesinfeksi (kelompok IV
dan V) serta kelompok VI sebagai kontrol positif,
ditemukan adanya virus Al pada sampel gerusan organ
dari embrio yang mati. Hasil positif hanya ditemukan
pada sampel gerusan organ embrio yang mati dan tidak
ditemukan pada sampel usap trakea DOC yang hidup.
Tidak ditemukannya virus AI H5SN1 pada kelompok
IV, V dan VI dari sampel usap trakea DOC yang hidup

kemungkinan disebabkan oleh beberapa faktor selain
dari efek desinfektan terhadap virus Al. Faktor yang
dimaksud adalah ketebalan kerabang telur tetas.
Amalia et al. (2013) menyatakan bahwa telur tetas
yang dihasilkan dari indukan umur 25 — 55 minggu,
menghasilkan telur dengan kerabang yang tebal dan
kerabang yang tebal cukup sulit untuk ditembus oleh
air. Telur yang dihasilkan dari indukan muda (dibawah
25 minggu) ataupun tua (diatas 55 minggu), memiliki
kerabang telur yang tipis, sehingga kerabang mudah
ditembus air. Kondisi seperti di atas diduga terjadi
pada penelitian ini, sehingga ditemukan DOC yang
hidup dengan usap trakea negatif virus ATHSN1.

Tabel 3 Jumlah dan hari kematian embrio telur tetas pada beberapa perlakuan

Kelompok . Perlakuan . Jumlah kema‘iian hari ke
Kontaminasivi rus Desinfektan 19° 20 21¢

I Tidak dikontaminasi ~ Kontrol negatif 0/5 0/5 1/5

11 Tidak dikontaminasi KMnO4 dan formalin 0/5 0/5 1/5

111 Tidak dikontaminasi  Benzalkoniumkl orida 0/5 0/5 1/5

v Virus AI H5N1 KMnO, dan formalin 1/5 1/5 2/5

Vv Virus AI H5N1 benzalkonium klorida 0/5 1/5 3/5

VI Virus Al H5N1 Kontrol positif 1/5 1/5 3/5

keterangan : a: jumlah TAB mati / total TAB pada hari ke-19 (24 jam) b: jumlah TAB mati / total
TAB pada hari ke-20 (48 jam) c: jumlah TAB mati/ total TAB pada hari ke-21 (72 jam)

Efektivitas desinfektan dalam mengeliminasi
virus Al H5NI1 ditemukan Ilebih baik jika
menggunakan KMnO4 dan formalin dibandingkan
dengan benzalkonium klorida. Hal ini terjadi karena
benzalkonium klorida sangat rentan terhadap material
organik seperti kotoran yang terdapat pada permukaan
telur. Kotoran ini akan tertinggal dalam larutan
desinfektan sehingga menurunkan aktivitas
benzalkonium klorida dalam mengeliminasi virus
(Turblin, 2008). Desinfeksi dengan fumigasi
menggunakan KMnO4 dan formalin akan
menghasilkan gas formaldehid. Gas ini efektif
menembus bahan organik seperti kerabang telur
(Furuta dan Maruyama, 1981). Gas ini selalu dalam

kondisi segar sehingga tidak menurun aktivitasnya

dalam mengeliminasi virus.

Kematian embrio telur tetas pada kelompok IV
yang dikontaminasi virus Al H5N1 dan difumigasi
dengan KMnO4 dan formalin, dan kelompok V yang
dikontaminasi dengan virus Al HSN1 lalu didesinfeksi
dengan cara direndam dalam benzalkonium klorida
serta kelompok VI (kontrol positif) adalah akibat
infeksi virus Al. Sampel yang dideteksi positif adalah
sampel gerusan organ embrio yang mati sedangkan
sampel usap trakea DOC yang hidup memberikan hasil
negatif.

Pada penelitian ini, perlakuan fumigasi
dengan KMnO4 dan formalin tidak sepenuhnya dapat
mengeliminasi virus Al HS5N1 pada telur tetas

sehingga virus dapat menembus kerabang yang

71



Umar Suryanaga et. al.

mengakibatkan kematian embrio pada hari ke-1 (24
jam) dan ke-3 (72 jam) setelah kontaminasi (Tabel 3).
Perkins dan Swayne, (2003) melaporkan bahwa
kematian unggas yang terjadi dalam waktu 24 —36 jam
setelah infeksi, terutama terlihat pada beberapa spesies
galliformis seperti kalkun, puyuh, merak dan ayam
hutan hias. Gejala akut dari penyakit ini tidak
menunjukkan terjadinya perubahan patologik yang
besar, yang terlihat hanya hidroperikardium yang tidak
jelas, kongesti usus yang ringan dan ada kalanya
dijumpai perdarahan petekhial pada selaput serosa
mesenteri dan perikardium meskipun tidak selalu.
Faktor lain yang menyebabkan kurang
maksimalnya metode fumigasi adalah kecepatan
melakukan fumigasi setelah oviposisi.  Setelah
oviposisi telur akan terus-menerus terkena
kontaminan seperti bakteri, virus dan jamur. Oleh
karena itu penting untuk menghancurkan
mikroorganisme saat berada dipermukaan telur yaitu
setelah pengumpulan telur dan telur masih hangat. Jika
mikroorganisme telah menembus cangkang maka
dalam hitungan menit akan mencapai membran kulit
telur dan pada kondisi ini mikroorganisme akan

terlindung dari fumigan (Cadirci, 2009).

Kesimpulan
Efektivitas desinfektan KMnO4 dan formalin
dengan metode fumigasi dalam mengeliminasi virus
AT H5N1 pada telur tetas memberikan hasil yang lebih
baik setelah dilakukan kontaminasi dibandingkan
dengan menggunakan benzalkonium klorida yang

diaplikasikan dengan cara perendaman.
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