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ABSTRACT The advantages of vaccination are
that it reduces the risk of infection, and concurrently
reduces morbidity, mortality and shedding of virus.
The goal of the present study was to evaluate
efficacy of Avian Influenza commercial vaccine
based on humoral immunity responses of laying
hens. Totally, 20 breakel silver layer hens were
used in this research. The laying hens were
vaccinated wusing Avian Influenza commercial
vaccine (H5N1). Blood samples were collected

from the axilaris vein (left or rigt) one time at
prevaccination and repeated three times with an
interval of one month at postvaccination. Antibody
titres were examined using Hemaglutination
Inhibition (HI). The result showed that Avian
Influenza commercial vaccine (H5N1) was a good
protection because the vaccine was able to trigger
protective humoral immunity of laying hens
indicated by increasing of antibody titre in serum of
vaccinated laying hens during three months.
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PENDAHULUAN

Virus  Avian Influenza  yang
menyebabkan penyakit flu burung menyerang
sistem pernafasan unggas dan hewan lainnya,
serta manusia. Investigasi yang telah dilakukan
melalui kajian seroepidemiologi pada berbagai
jenis unggas membuktikan bahwa Propinsi
Aceh telah termasuk provinsi hot spot
(contaminated area) flu burung. Titer antibodi
terhadap virus Avian Influenza subtipe H5N1
dari yang tertinggi sampai yang terendah
ditemukan pada layer (18,9%), diikuti broiler
(6,4%), itik (5,2%), ayam buras (2,4%), dan
entog (2,0%) (Erina, 2006). Hot spot di
wilayah Indonesia lainnya dilaporkan oleh
peneliti terdahulu bahwa titer antibodi unggas
terhadap Avian Influenza subtipe H5N1
mencapai 90% di Kalimantan, dan berkisar
antara 40 — 90% di Sumatra Utara dan
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Lampung. Kerugian ekonomi yang disebabkan
oleh flu burung ditaksir mencapai miliaran
rupiah setiap tahunnya (Soejoedono et al.,
2005).

Untuk menghindari kerugian ekonomi
yang diakibatkan oleh morbiditas dan
mortalitas unggas karena infeksi virus Avian
Influenza maka diperlukan metode
pengendalian secara imunoprofilaksis. Untuk
menerapkan pengendalian flu burung secara
imunoprofilaksis haruslah tersedia vaksin yang
tepat, akurat, dan mujarab untuk mencapai
tujuan vaksinasi. Selama ini, antigen yang
sudah banyak diteliti untuk dijadikan sebagai
kandidat vaksin terhadap flu burung diperoleh
dari virus low pthogenic avian influenza
(LPAI). Namun, beberapa strain LPAI dapat
bermutasi di bawah kondisi lapang menjadi
virus highly pathogenic avian influenza
(HPAI) sehingga bersifat sangat infeksius dan
fatal (Rimmelzwaan et al., 2001, 2006). Oleh
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karena itu, untuk mendapatkan hasil vaksinasi
yang protektif terhadap flu burung haruslah
diterapkan metode vaksinasi yang tepat.
Indikasi vaksinasi yang baik dievaluasi
berdasarkan kemampuan vaksin merangsang
pembentukan antibodi. Antibodi protektif
terhadap serangan flu burung apabila memiliki
inhibisi pada serum yang diencerkan 1 : 16 (2*)
atau log 2* yang menggunakan antigen 4 HAU

(OIE, 2000).
Tujuan penelitian ini adalah
mengevaluasi  peningkatan  titer  antibodi

terhadap Avian Influenza di dalam serum ayam
petelur yang divaksin dengan vaksin komersial.
Hipotesis yang ingin dibuktikan adalah ayam
petelur yang diimunisasi dengan vaksin
komersial (H5N1) akan terpicu respons
humoralnya sehingga akan menghasilkan
antibodi anti-Avian Influenza yang dapat
memberi proteksi kepada ayam petelur. Ruang
lingkup dan batas-batas riset ini diarahkan
kepada kajian terhadap efikasi vaksin Avian
Influenza berdasarkan terbentuknya antibodi di
dalam serum sebelum vaksinasi (pravaksinasi)
dan sesudah vaksinasi (pascavaksinasi).

MATERI DAN METODE

Rancangan Penelitian

Sebanyak 20 ekor ayam petelur jenis
Breakel Silver yang tidak pernah divaksin
dengan vaksin Avian influenza diperoleh dari
pedagang ayam komersial. Ayam dipelihara
secara individual dalam kandang batere, diberi
pakan dan minum secara et libitum. Semua
ayam tersebut divaksinasi dengan vaksin
komersial Avian Influenza (H5N1). Sampel
darah dari vena axilaris (kiri atau kanan) dari
sayap ayam petelur tersebut dikoleksi satu kali
pada pravaksinasi dan diulang tiga kali pada
pascavaksinasi dalam interval waktu satu
bulan. Sampel darah dari semua ayam petelur
tersebut diuji titer antibodinya dengan teknik
HI test. Titer antibodi dievaluasi berdasarkan
protektivitasnya terhadap ancaman serangan
Avian Influenza. Ayam yang memiliki titer
antibodi < 2* digolongkan sebagai ayam yang
tidak protektif, sedangkan ayam yang memiliki
titer antibodi > 2* digolongkan sebagai ayam
yang protektif terhadap Avian Influenza.

Vaksinasi

Dua puluh ekor ayam petelur jenis
Breakel Silver divaksinasi dengan vaksin
komersial Avian Influenza (H5N1). Teknik
vaksinasi yang digunakan mengikuti metode
booster, yaitu suntikan pertama menggunakan
0,5 ml antigen vaksin komersial Avian
Influenza (H5N1) dengan emulsi plus Freund’s
Complete Adjuvant (FCA) dan setiap 2 minggu
berikutnya diikuti suntikan booster. Booster
dilakukan sebanyak 3 Kali, setiap kali booster
menggunakan suntikan 0,5 ml antigen vaksin
komersial Avian Influenza (H5N1) dengan
suntikan emulsi Incomplete Freund’s Adjuvant
(IFA). Sampel darah dari vena axilaris ayam
petelur tersebut dikoleksi satu kali pada
pravaksinasi dan tiga kali pada pascavaksinasi
dalam interval waktu satu bulan. Titer antibodi
serum anti-Avian Influenza diuji dengan teknik
Hemaglutination Inhibition (HI) (Li et al.,
2005).

Uji Hemaglutination Inhibition (HI test)

Masing-masing sumur microplate U
bottom nomor 1 — 12 diisi dengan 25 pl
suspensi virus standar (4 HAU). Sebanyak 25
ul serum yang akan diuji ditambahkan dan
dihomogenkan di dalam sumur nomor 1.
Sebanyak 25 ul campuran virus standar dan
serum pada sumur nomor 1 dipindahkan dan
dihomogenkan ke dalam sumur nomor 2. Hal
yang sama dilakukan pada sumur nomor 3
sampai 12. Microplate dikocok dengan cara
digoyang-goyangkan, dan diinkubasi pada
temperatur ruangan selama 15 menit. Sebanyak
25 ul suspensi sel darah merah 0,5%
ditambahkan ke dalam selurunh  sumur,
microplate digoyang-goyangkan, dan
diinkubasi kembali selama 30 menit. Hasil
dibaca jika eritrosit pada sumur kontrol telah
mengendap (Karaca et al., 2005; Hoffmann et
al., 2005). Apabila titer antibodi menunjukkan
positif meningkat mencapai 2*, maka ayam
tersebut digolongkan sebagai ayam yang
memiliki proteksi terhadap Avian Influenza
(OIE, 2000).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Titer antibodi ayam arab pada 20 ekor
(100 %) sampel termasuk kategori tidak
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protektif (< 2*) sebelum divaksinasi. Antibodi
ayam arab yang menunjukkan kategori titer
protektif (> 2%) pada satu, dua, dan tiga bulan
pascavaksinasi berturut-turut adalah 16 ekor
(80 %), 19 ekor (95 %), dan 15 ekor (75%).
Menurut Direktorat Jenderal Peternakan (2005)
bahwa hasil interpretasi terhadap Avian
Influenza dinyatakan protektif apabila 70 %
atau lebih sampel serum yang diuji HI
menunjukkan nilai titer HI > 1: 16 (2% [9].
Hasil uji HI serum ayam dalam periode waktu
tiga bulan pascavaksinasi dengan vaksin
komersial (H5N1) disajikan pada Tabel 1.

Tabel 1. Hasil uji Hemaglutination Inhibition (HI
test) terhadap serum ayam dalam periode
tiga bulan pascavaksinasi dengan vaksin
Avian Influenza.

ke-1, ke-2, dan ke-3 berturut-turut adalah 80
%, 95 %, dan 75%. Pengaruh vaksinasi
terhadap peningkatan jumlah ayam arab yang
memiliki titer antibodi protektif terhadap Al
disajikan pada Tabel 3.

Tabel 3. Hubungan vaksinasi terhadap peningkatan
titer antibodi di dalam serum ayam arab
selama tiga bulan pascavaksinasi.

Pascavaksinasi

Titer Pravaksinasi

Titer Pascavaksinasi

Anti- Pravaksinasi Bulan 1 Bulan 2 Bulan 3

bodi Frekuensi % _Frekuensi Frekuensi Frekuensi

%
2 16 80 5
2! 2 10 5
2? 1 5 5
2° 1 5 10
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Total 20 100 20 100 20 100 20 100

Pembentukan  antibodi  meningkat
terhadap Avian Influenza di dalam serum ayam
arab yang divaksinasi. Rataan titer antibodi
pada pravaksinasi dan pada satu, dua, dan tiga
bulan pascavaksinasi berturut-turut adalah 2°%,
2515 2%% dan 2*™ Hal ini menunjukkan
bahwa vaksinasi menyebabkan kenaikan titer
antibodi yang melampaui standar minimum
titer antibodi protektif terhadap Al yaitu 2.
Rataan kenaikan antibodi pada perlakuan pra-
dan pascavaksinasi disajikan pada Tabel 2.

Tabel 2. Rataan Kenaikan Titer Antibodi Pasca-

vaksinasi.

Perlakuan Jumlah Rataan
Pravaksinasi 20 0,35
Pascavaksinasi Bulan ke-1 20 5,15
Pascavaksinasi Bulan ke-2 20 5,56
Pascavaksinasi Bulan ke-3 20 4,70

Persentase antibodi ayam arab yang
protektif terhadap Al pascavaksinasi tergolong
tinggi pada tiap bulan pemeriksaan. Ayam arab
yang digunakan pada penelitian ini, sebelum
vaksinasi tidak memiliki proteksi terhadap
serangan Al (0 %). Capaian persentase
antibodi protektif pada masing-masing bulan
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. " Bulan 1 Bulan 2 Bulan 3
Antibodi Jumlah % Jurnle\hu = % Jumlahu arl/o Jumlaﬂ:J an%
Tidak 20 100 4 20 1 5 5 25
Protektif
Protektif 0 0 16 80 19 95 15 75
Total 20 100 20 100 20 100 20 100

Implikasi dari rangsangan respons
imun ayam petelur adalah terbentuknya

antibodi spesifik di dalam serum. Pembentukan
antibodi spesifik terhadap antigen dapat diuji
dengan HI test yang ditandai adanya
peningkatan titer antibodi. Pada riset ini, ayam
yang divaksinasi dengan vaksin komersial
menunjukkan repons titer antibodi yang positif
meningkat. Hal ini berarti bahwa vaksin
komersial Avian Influenza (H5N1) yang
digunakan pada penelitian ini merupakan
antigen yang baik karena terbukti dapat
menggertak sistem imunitas ayam petelur yang
berimplikasi pada terbentuknya antibodi di
dalam serum yang memiliki titer antibodi > 2*
pada bulan pertama, kedua, dan ketiga
pascavaksinasi. Frekuensi titer antibodi serum
> 2* pada bulan pertama pascavaksinasi adalah
80 %, dan meningkat pada bulan kedua yang
mencapai 95 %, tetapi titer antibodi protektif
yang  bertahan  pada  bulan  Kketiga
pascavaksinasi hanya 75 %. Antibodi yang
bersifat protektif belum terbentuk pada
pravaksinasi seperti yang disajikan pada Tabel
1.

Pada penelitian ini, antibodi yang
dipicu oleh pemaparan antigen vaksin sudah
terdeteksi protektif melalui uji HI mulai bulan
pertama pascavaksinasi (Tabel 1). Hasil
penelitian ini sesuai dengan laporan peneliti
terdahulu bahwa pemaparan antigen ke dalam
tubuh induk ayam akan menghasilkan antibodi
spesifik terhadap antigen yang disuntikkan.
Ayam petelur yang diimunisasi dengan
Streptococcus mutans, Salmonella enterotidis,
dan Escherichia coli menunjukkan serum dan
ekstraksi kuning telur positif mengandung IgY



terhadap bakteri tersebut dua minggu
pascavaksinasi (Soejoedono et al., 2005).
Sebagai pertimbangan bahwa produksi
antibodi IgY pada bangsa unggas dan reptil
unggas dapat dilakukan melalui teknik
vaksinasi dengan cara menginjeksikan antigen
dan adjuvant secara subkutan, intramuskular,
atau secara oral dalam interval waktu tertentu
(Carlander, 2002; Hammond, 2007). Teknik

imunisasi pada ayam yang dilakukan
Camenisch et al., (1999) untuk memicu
terbentuknya IgY anti human hypoxia-

inducible factor 1 (anti-HIF-1a) dalam kuning
telur ayam adalah dengan menyuntikkan 80 pg
antigen fusi protein plasmid bakteri yang
mengekspresikan HIF-1o. dengan glutathione
S-tranferase yang diresuspensi dengan 500 pl
PBS dan dicampur dengan 500 pul CFA pada
otot dada. Booster dilakukan dua kali dengan
cara menyuntikkan 60 pg antigen yang
dicampur dengan IFA pada minggu ke-2 dan 4.
Peneliti lainnya merekomendasikan bahwa
untuk produksi IgY pada ayam petelur dosis
antigen yang akan digunakan adalah 10 — 100
ug dalam emulsi FCA untuk memicu reaksi
lokal pada jaringan  subkutan  atau
intramuskular. Frekuensi vaksinasi dilakukan
dua sampai tiga kali booster dalam interval
waktu 4 — 8 minggu sebelum masa ayam
bertelur (Schade et al., 1999).

KESIMPULAN

Berdasarkan  hasil  penelitian  dapat
disimpulkan bahwa vaksin komersial (H5N1)
bersifat protektif karena dapat memicu
pembentukan respons humoral ayam yang
ditandai oleh:

1. Peningkatan titer antibodi serum ayam
arab pada bulan ke-1, ke-2, dan ke-3
pascavaksinasi sebesar 80 %, 95 %,
dan 75%.

2. Rataan titer antibodi pada pravaksinasi
adalah 2°% dan pada bulan ke-1, ke-2,
dan ke-3 pascavaksinasi masing-
masing adalah 2>, 2> dan 2*°.
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