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Abstract

Virus subtype H5N1 of Avian influenza was Highly Pathogenic Avian Influenza (HPAI) that
infected animals and human and showed disturbances in all organs (multi-organ), included the reproductive
organs. The aim of this study was proved that the infection H5N1 virus in long tail monkey (Macaca
fascicularis) could be reduced the percentage of sperm motility and life. Experimental animal used was a 8
years old male long tail monkey (Macaca fascicularis). Before infected by HSN1 virus, spermatozoa were
collected using electroejaculator then counted to determine the sperm motility and life. The sperm was re-
examinated after four days being infected. The data obtained was analyzed using T-test to compare the result
beforeand after infection. The result of this study showed that there’s a significantly difference between
before and after result of sperm motility and life percentage. Thisstudy’s result showed that sperm motility
and life were reducing after being infected. Key words : Avian influenza, sperm motility and life, Macaca

fascicularis

Keywords : HSN1, Macaca fascicularis, Avian influenza, Sperm

Pendahuluan

Penyakit flu burung atau flu unggas (Bird Flu,
Avian influenza) adalah suatu penyakit menular
yang disebabkan oleh virus Influenza tipe A dan
ditularkan oleh unggas (Departemen Kesehatan RI,
2005). Virus Avian influenza subtipe H5NI
lebihpatogen daripada virus subtipe lain sehingga
disebut dengan Highly Pathogenic Avian Influenza
(HPAI) (Radji, 2006). Virus H5NI1 juga dapat
menyerang beberapa spesies hewan
(multispesies).Kejadian ini juga dilaporkan pada
mamalia, termasuk manusia (World Health
Organization,  2005). Perkembangan riset
eksperimental tentang sejumlah penyakit butuh
percobaan dengan memakai primata seperti
Macaca fascicularis (Syamsul, 2009). Hal tersebut
disebabkan hewan ini lebih dekat dengan manusia
secara fungsional dan anatomi daripada hewan
pengerat, sehingga diharapkan dapatmemberikan
informasi tentang bahaya infeksi virus H3NI
kepada manusia(Rahardjo dan Siti, 2009). Virus

H5N1 yang telah menginfeksi hewan maupun
manusia menunjukkangangguan pada semua organ
(multiorgan), dan diduga termasuk organ
reproduksi. Diduga salah satu akibat dari infeksi
virus H5N1 pada sistem reproduksi jantan adalah
menurunnya motilitas serta viabilitas spermatozoa.
Perkembangan penelitian yang telah dilakukan
pada sel Drosophila sp., menunjukkan bahwa
protein PB1 dan PB2 mempunyai fungsi spesifik
padamitokondria. Protein PBl dan PB2 dapat
mempengaruhi gen COX6Al dalam transport
elektron enzim yang tergolong pada enzim
sitokrom ¢, jika dirinci lebih lanjut maka protein
PB2 mempunyai peran dalam signal rargetting
dalammitokondria ~ sedangkan ~ PBl1  akan
mengganggu fungsi mitokondria pada membran
dalam maupun luar mitokondria. Akibat gangguan
virus H5N1 pada sistem di mitokondria, akan
mengganggu produksi energi dalam bentuk ATP
(Hao et al,2008). Energi yang bersumber dari
mitokondria  berperan  untuk  menggertak

mikrotubul sehingga terjadi pergesekan diantara
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mikrotubul dan akibatnya spermatozoa dapat
bergerak secara bebas. Bila mitokondria rusak,
maka rantaioksidasi putus dan mengakibatkan
spermatozoa berhenti bergerak karena tidak ada
pasokan energi dari mitokondria (Supriatna dan
Pasaribu, 1992).

Materi dan Metode Penelitian

Hewan Percobaan

Hewan percobaan yang digunakan pada penelitian
ini adalah satu ekor Macaca fascicularis jantan
umur 8 tahun dengan berat badan 5 kg, berasal dari
PT. Inquitex, Bogor. Hewan yang dipergunakan
dalam keadaan sehat.

Alat dan Bahan Penelitian

Peralatan penelitian yang digunakan adalah Gelas
obyek, gelas penutup, tabung berskala, pH meter,
syringe, needle, api bunsen, pipet, counter,
mikroskop inverted, elektroejakulator dan probe.
Bahan yang digunakan vyaitu semen Macaca
fascicularis, virus H5NI1 kode D4 berasal dari
Menteri Kesehatan, zat warna eosin negrosin,
NaCl fisiologis, ketamin HCI, atropin sulfat.
Tehnik Pengambilan Spermatozoa

Macaca  fascicularis dianestesi melalui
intramuskuler menggunakan ketamin HCI dengan
dosis 20-40 mg/kg BB, dan atropin sulfat 0,02-
0.04 mg/kg BB. Selanjutnya dilakukan koleksi
spermatozoa  menggunakan  elektroejakulator
dengan cara memasukkan probe ke dalam anus
Macaca fascicularis, kemudian diatur voltage awal
yaitu 5 mA, apabila belum terjadi ejakulasi voltage
dinaikkan perlahan menjadi 10 mA hingga 25 mA,
lama rangsangan tiap voltage selama 10 detik.
Interval waktu setiap kenaikan voltage selama 5
detik. Spermatozoa hasil ejakulasi ditampung
dalam tabung berskala, selanjutnya dilakukan
pemeriksaan makroskopis dan

mikroskopis pada spermatozoa. Pengambilan
spermatozoa pada Macaca fascicularis setelah
empat hari sebelum infeksi virus H5N1 sama
dengan langkah sebelum diinfeksi virus H5N1.
Menginfeksi Macaca fascicularis

Menginfeksi virus H5NI kode D4 (virus yang
telah menginfeksi manusia) pada Macaca
fascicularis  melalui  mukosa mata, hidung
(intranasal) dan trakea Infeksi melalui kedua
mukosa mata masing-masing sebanyak 0.5 ml
dengan konsentrasi 106 TCID50, melalui hidung
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(intranasal) sebanyak 4 ml dengan konsentrasi 106
TCIDS0 dan melalui trakea sebanyak 1 ml dengan
konsentrasi 106TCIDS50 (Ruat er al., 2007 ).
Pemeriksaan Motilitas Spermatozoa

Pemeriksaan motilitas  individu  spermatozoa
dengan cara natif dengan meletakkan satu tetes
semen yang diperoleh pada gelas obyek,
tambahkan satu tetes larutan NaCl (fisiologis
campur sampai homogen, kemudian ditutup
dengan gelaspenutup dan diamati motilitas
spermatozoa  dibawah  mikroskop - dengan
pembesaran 100 dan 400 kali. Penilaian dilakukan
secara subyektif berdasarkan gerakan spermatozoa
maju (gerak progresif) dibandingkan dengan
seluruh spermatozoa yang tampak dalam lapangan
pandang. Perhitungan dilakukan dari lapangan
pandang yang berbeda (Hardijanto dkk, 2008).
Pemeriksaan Spermatozoa Hidup

Pemeriksaan persentase spermatozoa hidup dengan
cara setetes suspensi semen diteteskan pada bagian
ujung gelas obyek, kemudian teteskan zat warna
eosin-negrosin dan dicampur dengan
menggunakan gelas obyek lain. Selanjutnya dibuat
preparat ulas (proses tersebut harus selesai
maksimal 15 detik). Penghitungan dilakukan
dengan  menggunakan  mikroskop  dengan
pembesaran 400 kali. Spermatozoa dengan bagian
kepala tidak berwarna adalah spermatozoa yang
hidup, sedang yang berwarna ungu atau merah
keunguan adalah spermatozoa yang

mati (Partodihardjo, 1992).

Hasil dan Pembahasan .

Pada hasil penelitian ini menunjukkan adanya
motilitas massa positif tiga (+++) sebelum
diinfeksi virus HSN1. Hasil motilitas massa setelah
infeksi hari keempat menunjukkan penilaian baik
yaitu positif dua (++) dan sedang yaitu positifsatu
(+). Pada keadaan positif dua (++) dimungkinkan
persentase spermatozoa yang hidup cukup tinggi,
tetapi banyak diantaranya yang lemah atau mudah
mati. Sedangkan pada keadaan positif satu (+)
bahwa semen tidak banyak mengandung
spermatozoa atau mengandung cukup banyak
spermatozoa tetapi sebagian besar

banyak yang mati (Hardijanto dkk., 2008). Hasil
pemeriksaan mikroskopis dapat dilihat pada Tabel
1 dan Tabel 2.




- o Py O W

VETERINARIA ZAedibc

Vol. 3 No. 3, Nopember 2010

Tabel 1. Hasil Pemeriksaan Mikroskopis Spermatozoa Sebelum Infeksi

Ulangan _ Gerak Massa Motilitas (%)

kecepatan _Spermatozoa Hidup (%)

1 +++ 80
2 +++ 76
3 et 88
4 e 80
5 e 76
6 +++ 78
7 ++ 79
8 +++ 77

90
85
95
90
90
85
90
85

B L2 L R LW W

Tabel 2. Hasil Pemeriksaan Mikroskopis Spermatozoa Sesudah Infeksi

Ulangan Gerak Massa Motilitas (%)

kecepatan _ Spermatozoa Hidup (%)

1 et 62
2 o 63
3 - 58
4 + 53
5 - 53
6 e 58
7 + 50
8 + 47

75
76
78
65
66
70
65
60

— b B = = D BB

Hasil penelitian motilitas individu setelah empat
hari pasca infeksi menunjukkan adanya perbedaan
yang sangat nyata (p-value 0,000 < 0,05 atau 5%)
dengan rata-rata dan standar deviasi masing-
masing 79.25 + 3.882 sebelum infeksi dan 55.55 =
5.682 setelah infeksi. Hasil pada kecepatan
individu  spermatozoa  juga menunjukkan
penurunan dengan perbedaan yang sangat nyata (p-
value 0,002 < 0,05 atau 5%), dengan rata-rata dan
standar deviasi masing-masing 2.62 = 0.517
sebelum infeksi dan 1.50 = 0.534 setelah infeksi.
Sedangkan pada hasil penelitian spermatozoa
hidup juga menunjukkan adanya perbedaan yang
sangat nyata (pvalue 0,000 < 0,05 atau 5%),
dengan rata-rata dan standar deviasi masing-
masing 88.75 = 3.535 sebelum infeksi dan 69.37 +
6.412 setelah infeksi. Infeksi virus Avian influenza
subtipe HSN1 pada spermatozoa dimungkinkan
telah mempengaruhi persentase motilitas dan
spermatozoa yang hidup dengan menunjukkan
adanya penurunan pada persentase motilitas dan
spermatozoa  hidup ~ Macaca fascicularis.
Penurunan pada motilitas maupun spermatozoa
hidup mempunyai beberapa faktor antara lain
terdapat gangguan penyakit pada alat reproduksi,
gangguan hormon, pakan serta kondisi psikologis
(Ratnawati dkk., 2008). Faktor-faktor tersebut
pada penelitian ini mempunyai kemungkinan kecil
karena penelitian ini digunakan hewan percobaan
Macaca fascicularis dalam keadaan sehat secara
fisik serta bebas dari penyakit, pemberian pakan

berkualitas telah diberikan secara teratur. Faktor
terbesar pada penurunan hasil sesudah infeksi
diduga karena virus HSNI telah menginfeksi
spermatozoa. Berdasarkan perkembangan
penelitian yang telah dilakukan, menunjukkan
bahwa genom PB1 dan PB2 pada virus H5NI
berpengaruh terhadap gen COXO6Al dalam
transpor elektron enzim yang tergolong pada
enzim sitokrom c¢ (Hao et al., 2008). Apabila
enzim sitokrom ¢ pada mitokondria spermatozoa
terganggu maka kompleks enzim III dan IV pada
proses transpor elektron akan terputus, sehingga
pembentukan ATP juga akan terganggu. Sehingga
ATP untuk pergerakan spermatozoa hanya berasal
dari proses fosforilasi substrat yang menghasilkan
sedikit energi. Hal tersebut mengakibatkan
menurunnya motilitas dan spermatozoa

hidup.

Kesimpulan

Berdasarkan data hasil penelitian yang telah
didapatkan, maka hasil penelitian ini dapat
disimpulkan bahwa : Infeksi virus Avian influenza
subtipe HSNI dapat menurunkan persentase
motilitas dan spermatozoa hidup monyet ekor
panjang (Macaca fascicularis).
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