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ABSTRACT

A study was carried out to investigate the immune response of Bali ducks against various doses of
Avian Influenza H5N1 vaccine. The study was carried out using a complete Random-Split in Time research
design as many as 40 of Bali ducks of 3 months age were kept separately in 4 groups. The ducks were
vaccinated twice in two week interval with AT H5N1 vaccine of 0 (as negative control), 1/2, 1, and 2 doses.
Sera were collected one day before first vaccination, then every week until three weeks after the second
vaccination. All sera were tested by hemaglutination inhibition (HI) test. The result shows that antibody
level with double dose was significantly higher than single dose, half dose, and negative control (P<0.01).
However antibody level in ducks vaccinated with single and half dose did not show any significant difference

(P>0.05).
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PENDAHULUAN

Wabah Avian Influenza (AI) oleh subtipe
H5N1 yang terjadi di berbagai negara telah
menimbulkan kepanikan pada industri
perunggasan karena menyebabkan kematian
unggas yang sangat tinggi (hampir 90%) dan
kerugian ekonomi bagi peternak (Deptan, 2005).
Penyakit tersebut merupakan penyakit eksotik
dan termasuk daftar A, Office International des
Epizootiq ics, yaitu penyakit yang harus
dilaporkan (notifiable) yang penyebarannya
sangat cepat dan melewati batas-batas negara
(Alexander, 1996 ; WHO, 2002).

Penyakit AT H5N1 sekarang ini telah
menyebar ke seluruh dunia dan menyerang
berbagai jenis unggas peliharaan termasuk
kalkun, ayam, burung puyuh, angsa, dan itik
(Buxton dan Freser, 1977 ; Cann, 1993 ; Suares
et al., 2004 ; Hassan, 2005). Penyakit Al
beragam mulai dari yang ringan dengan sedikit
atau tanpa kematian hingga yang berat dengan
tingkat penularan dan kematian yang tinggi
dan mengakibatkan epidemik ganas yang
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disebut dengan highly pathogenic avian
influenza (HPAI) (Stephenson dan Zanbon, 2002;
Hall, 2004 ; Doan dkk., 2005 ; Harder dan
Warner, 2006). Penyakit Al tersebut mulai
berjangkit di Asia pada akhir tahun 2003 (WHO,
2005). Virus Al di Bali sudah dilaporkan dan
diisolasi sejak tahun 2004 (Mahardika et al.,
2004).

Itik merupakan salah satu ternak unggas
air yang berpotensi sebagai reservoir dalam
penyebaran virus Al (Laudert et al., 1993 ;
Sturm-Ramirez et al., 2004 ; Fouchier et al.,
2005) Data hasil dari Tim Survailance Al FKH-
UNUD menunjukkan bahwa seroprevalensi
terhadap penyakit Al ini lebih tinggi pada itik
dan unggas air lainnya dibandingkan dengan
ayam kampung (Tim Al FKH UNUD, 2005).
Virus Al juga lebih banyak dapat dideteksi pada
itik dan unggas air dibandingkan dengan ayam
kampung (Tumpey et al., 2003 ; Chen et al.,
2004; Suares et al., 2004). Virus Al tersebut
tidak menyebabkan penyakit yang nyata pada
unggas air. Namun, unggas air dapat menjadi
sumber penyebaran penyakit Al sehingga dapat
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bertahan lama di alam (Stephenson dan Zanbon,
2002 ; Deptan, 2005).

Virus Al Pada itik tidak bersifat ganas (low
pathogenic) karena merupakan reservoir
alaminya dan tetap berevolusi membentuk
strain virus baru ( Li et al., 2004 ; Hulse-Post et
al., 2005). Kebanyakan isolat lapangan diambil
dari itik yang tidak menunjukkan gejala klinis
dan VAI ditemukan hanya pada saluran
pernapasan dan pencernaan (Horimoto dan
Kawaoka, 2005). Mengingat pentingnya peran
itik sebagai penyimpan dalam penyebar VAI,
maka untuk menekan sekresi dan replikasi
virus Al khususnya subtipe H5N1, program
vaksinasi pada unggas ini perlu dilakukan
(Webster et., 1985 ; Terrence et., 2005 ; Deptan,
2005). Akan tetapi, penelitian tentang respon
imun itik terhadap pemberian vaksin influenza
belum banyak dilakukan.

Artikel ini mengungkap hasil penelitian
respon imun itik bali terhadap vaksin Al. Dalam
penelitian ini, itik lokal divaksinasi dengan
vaksin Al H5N1 inaktif.

METODE PENELITIAN

Bahan Penelitian

Antigen Al 4 unit HA virus standar H5N1
Balivet (Bogor), serum itik bali sebanyak 240
sampel, Phosphate Buffer Saline (PBS) pH 7,2-
7,4 dan suspensi eritrosit 0,1%. Dalam penelitian
ini menggunakan vaksin Al H5N1 (Vaksiflu?)
inaktif (killed vaccine) yang diproduksi oleh PT
Vaksindo dengan menggunakan strain lokal.

Hewan coba

Hewan yang digunakan dalam penelitian
ini adalah itik bali dewasa sehat umur 3 bulan
yang belum divaksinasi dengan jumlah 40 ekor
yaitu 10 ekor tanpa vaksinasi (sebagai kontrol)
dan 30 ekor divaksinasi dengan vaksin AT H5N1
dalam berbagai tingkat dosis. Semua itik ini
dibeli dari peternakan itik yang ada di
Kecamatan Kediri, Kabupaten Tabanan.

Rancangan Penelitian

Penelitian ini menggunakan Rancangan
Acak Lengkap (RAL) pola Split in Time, dengan
faktor utamanya adalah tingkat dosis (D) dan
faktor tambahannya adalah periode pengambilan
sampel (P). Itik penelitian dikelompokkan
menjadi 4 kelompok perlakuan yaituD D , D,
dan D,. D, adalah kelompok itik yang tidak
divaksinasi yaitu sebagai kontrol, sedangkan D,
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,» D, dan D, adalah kelompok itik yang
divaksinasi masing-masing dengan setengah
dosis, satu dosis, dan dua kali dosis anjuran.
Sehari sebelum divaksinasi darah itik dari 4
kelompok perlakuan diambil untuk mengetahui
antibodi awal dan sampel tersebut diberi kode*
P,/ Sehari setelah pengambilan darah,
kelompok perlakuan (D, ,, D,, dan D,) divaksinasi
dengan vaksin Al inaktif sesuai dengan
tingkatan dosisnya. Hari ke-7 pasca vaksinasi
darahnya diambil dari keempat kelompok
perlakuan dan sampelnya diberi kode ‘ P,"
Selanjutnya hari ke-14 pascavaksinasi sampel
diambil lagi dari keempat kelompok perlakuan
dan sampelnya ini diberi kode ‘P,” Kemudian
hari ke-21 pascavaksinasi darah itik diambil lagi
dan sampelnya diberi kode ‘P,’. Sehari setelah
pengambilan darah pada hari ke-21, itik
percobaan dari kelompok perlakuan (D, ,, D,, dan
D,) divaksinasi lagi sesuai dengan tingkatan
dosisnya. Hari ke-7 pasca vaksinasi kedua darah
itik diambil dari keempat kelompok perlakuan
dan sampelnya diberi kode ‘P,. Empat belas hari
setelah vaksinasi kedua darah itik diambil lagi
dan sampelnya ini diberi kode ‘P,

Pengumpulan Sampel Serum

Pengambilan darah itik dilakukan
sebanyak enam kali yaitu sekali pravaksinasi,
tiga kali pascavaksinasi I dan dua kali pasca
vaksinasi II. Darah diambil dari vena brachialis
dengan menggunakan spuit 3 ml tanpa
antikoagulan. Darah dibiarkan membeku dalam
suhu kamar sampai serumnya keluar. Serum
yang masih bercampur dengan sel darah merah
dimasukkan ke dalam tabung eppendorf steril
kemudian disentrifugasi dengan kecepatan 2500
rpm selama 10 menit. Supernatannya
dimasukkan ke dalam tabung eppendorf yang
baru untuk mendapatkan serum.

Uji Hambatan Hemaglutinasi (titrasi)
Untuk mengetahui tingkat kekebalan suatu
hewan dapat diketahui melalui pengukuran titer
antibodi dengan uji HI titrasi. Kedalam
microplate dasar U diisi dengan 0,025 ml PBS
pada setiap lubang (1-12), lubang pertama dan
kedua diisi dengan serum yang selanjutnya
diencerkan secara seri kelipatan dua dari lubang
kedua sampai kesepuluh dengan microdiluter.
Pada lubang (1-11) ditambahkan 0,025 ml
suspensi antigen 4 unit HA, sedangkan pada
lubang 12 hanya diisi 0,025 ml PBS kemudian
diayak selama 30 detik dan diinkubasikan dalam
suhu kamar selama 30 menit. Pada setiap
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lubang (1-12) ditambahkan 0,05 ml suspensi
eritrosit 1 % dan diayak kembali selama 30
detik. Microplate diinkubasikan pada suhu
kamar selama 1 jam dan diamati setiap 15
menit untuk mengetahui ada tidaknya reaksi
aglutinasi eritrosit. Hasil uji HI positip ditandai
dengan adanya endapan pada dasar microplate
atau tidak ada aglutinasi.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Titer Antibodi pada Berbagai Dosis
Vaksinasi

Titer antibodi terhadap virus Al pada itik
bali selama 6 minggu pengamatan dari setiap
kelompok perlakuan (D, D,,, D,, dan D,)
disajikan pada Tabel 1. Tampak bahwa titer
antibodi pada itik yang divaksin dengan satu
dosis (2,98 unit HI) tidak berbeda nyata dengan
yang divaksin setengah dosis (2,68 unit HI),
tetapi sangat nyata lebih tinggi jika
dibandingkan dengan perlakuan kontrol negatif
(0,00 Unit HI), serta sangat nyata lebih rendah
(P <0,01) bila dibandingkan dengan dua kali
dosis anjuran (3,22 unit HI).

Titer Antibodi pada Berbagai Periode
Pengambilan Serum

Rataan titer antibodi pada setiap
pengambilan sampel serum (P, P, P, P, P,
dan P,) disajikan dalam Tabel 2. Tampak periode
pengambilan sampel pada P,, menghasilkan
rataan titer antibodi yang sangat nyata lebih
tinggi (P <0,01) bila dibandingkan dengan pada
periode P, P, P,, dan P, tetapi sangat nyata
lebih rendah bila dibandingkan dengan pada
periode P, (P <0,01). Sedangkan pada periode
pengambilan sampel P, dan P, menghasilkan
titer antibodi yang tidak berbeda nyata (P >
0,05). Sebagai ilustrasi tentang titer HI-H5 itik
percobaan dengan pemberian berbagai dosis
vaksin ALH5N1 (D, D, ,, D,, dan D,) dan periode
pengambilan sampel (P, P, P,, Ps, P,,danP,)
ditampilkan secara grafis pada Gambar 1.

Gambar 1 menunjukkan tentang rataan
titer antibodi HI VAI pada masing-masing
kelompok perlakuan vaksinasi ATH5N1 (D, D, ,,
D,, dan D,) dalam setiap minggu pengamatan.
Pada periode P dan PL kelompok perlakuan (D, ,,
D,, dan D,) menunjukkan grafik yang mula-
mula datar yaitu dengan rataan titer antibodi
2% unit HI. Dari periode P,sampai P, grafiknya
mengalami peningkatan dan peningkatannya
terjadi secara bersamaan antara ketiga
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Tabel 1. Pengaruh Dosis Vaksin AI H5N1
terhadap Rataan Titer Antibodi VAI
(- Log 2 unit HI) pada Itik Bali Pasca
Vaksinasi Pertama.

Perlakuan Titer Titer Rataan
Dosis (D) Antibodi Antobodi Titer
Pasca Pasca Antibodi
vaksinasi vaksinasiIl
D0 0,00 0,00 0,00 #
D, 1,17 4,95 2,68 "
D1 1,26 5,05 2,98°%
D 1,50 5,80 3,22 ¢

2

Keterangan : Nilai Huruf yang berbeda ke arah
kolom menunjukkan perbedaan yang
sangat nyata (P <0,01)

Tabel 2. Pengaruh Periode Pengambilan Sampel
terhadap Rataan Titer Antibodi VAI ( -
Log 2 unit HI) Pasca Vaksinasi.

Periode Pengambilan  Rataan Titel Antibodi
Sampel (P)
P, 0,002
P, 0,002
P, 1,35°
P, 1,60"
P, 3,93 ¢
P, 4,23 4

Keterangan : Hurufyang berbeda ke arah kolom
menunjukkan perbedaan yang
sangat nyata (P <0,01)

~
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PR T 1
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2
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Gambar 1. Rataan titer antibodi VAI (- Log 2 unit
HI) pada setiap minggu pengamatan .

Keterangan : P — P, pengambilan serum pada minggu
pertama pre-vaksinasi Al dan diulang setiap minggu;
Tanda wajik (E%): titer HI kontrol negatif (vaksin 0
dosis); Tanda lingkaran, segitiga, dan kotak berturut-
turut adalah titer HI dengan setengah, satu, dan dua
dosis; Tanda panah (0) adalah waktu vaksinasi I dan II.
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kelompok perlakuan (D,,, D, dan D,). Pada
periode P, grafiknya meningkat dengan rataan
titer antibodi pada kelompok perlakuan D,
menjadi 2"° unit HI, D, menjadi 2"* unit HI dan
D, menjadi 2*' unit HI. Pada periode P,
grafiknya juga meningkat, tetapi peningkatan-
nya kecil yaitu D, ,dan D, (2*° unit HI)
sedangkan D, (2** unit HI). Grafik meningkat
tajam pada periode P, yaitu pada kelompok D,
menjadi 2*® unit HI, D1 menjadi 2% unit HI dan
D, menjadi 2> unit HI. Pada periode P,
grafiknya juga meningkat, tetapi
peningkatannya kecil yaitu D,, (2°'unit HI),
D, (2°® unit HI) dan D, (2°° unit HI). Sedangkan
pada kelompok perlakuan D (kelompok yang
tidak divaksinasi Al) cenderung menunjukkan
tampilan grafik yang tetap bertahan dengan titer
antibodi 2° unit HI.

Respon imun primer dimulai pada saat
tubuh itik terpapar imunogen untuk pertama
kalinya, pada penelitian ini, umumnya titer
antibodi yang terbentuk relatif rendah. Peristiwa
tersebut dapat dilihat pada Gambar 1, yaitu pada
P,(Pada saat itik divaksinasi Al pertama) dari
kelompok perlakuan (D, ,, D, dan D,)
menghasilkan titer antibodi pada P, dan P,
dalam jumlah relatif kecil. Sedangkan respon
imun sekunder adalah peristiwa pengenalan
kembali terhadap imunogen yang sama, pada
peristiwa ini antibodi yang dihasilkan relatif
tinggi dan cepat sekali terbentuk , sebagai akibat
dari reaksi sel-sel memori. (Alexander, 1996 ;
Bellanti, 1993; Tizard, 2000). Peristiwa tersebut
dapat dilihat pada Gambar 1 yaitu setelah
vaksinasi Al kedua, rataan titer antibodi pada
kelompok perlakuan (D,,, D, dan D,) pada P,
dan P, relatif meningkat tajam. Hal yang sama
dapat dilihat dari waktu peningkatan titer
antibodi. Pada vaksinasi pertama waktu yang
dibutuhkan adalah 2 minggu sedangkan pada
vaksinasi kedua hanya 1 minggu.

Dari Gambar 1 juga terlihat bahwa titer
antibodi itik bali sebelum diberikan perlakuan
(P, adalah 2° unit HI. Ini berarti itik bali
percobaan tersebut dalam tubuhnya belum
pernah terpapar oleh antigen. Satu minggu
pascavaksinasi Al pertama (P,) semua itik bali
percobaan titer antibodinya masih tetap 2° unit
HI. Hal ini disebabkan karena vaksin yang
digunakan pada saat vaksinasi pertama adalah
vaksin inaktif. Vaksin tersebut berbentuk
emulsi dan mengandung adjuvant sehingga
mikroorganisme yang ada di dalam vaksin
dilepaskan sedikit demi sedikit dengan demikian
proses pembentukan antibodi terjadi lebih lama.
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Rataan titer antibodi itik percobaan kemudian
meningkat pada minggu kedua dan ketiga (P,
dan P,) berkisar antara 2"°Sampai 2** unit HI.
Guna memantau keberhasilan program
vaksinasi yang menggunakan vaksin inaktif
sebaiknya pengambilan darah dilakukan 3
minggu setelah vaksinasi karena pengambilan
darah yang terlalu cepat akan menyebabkan
kesalahan analisis (Widjaja, 2005). Sedangkan
respon imun sekunder pada perlakuan (D,,,
D,, dan D,) terjadi pada minggu pertama (P,)
dan minggu kedua (P, ) pascavaksinasi Al
kedua. Titer antibodi meningkat secara tajam,
peningkatan titer antibodi tersebut karena sel-
sel memori dalam tubuh itik bali bersangkutan
telah mengenal imunogen yang sama sehingga
titer antibodi yang dihasilkan relatif lebih cepat
dan lebih tinggi daripada vaksinasi pertama.
Respon tersebut disebut dengan respon imun
sekunder (Bellanti, 1993 ; Tizard, 2000).

Hewan akan protektif terhadap VAI apabila
prevalensi antibodi hewan dalam suatu populasi
lebih dari 70 % dan nilai GMT atau Rataan Titer
Geometriknya lebih dari 2* unit HI (Disnak,
2004). Pada Gambar 1 dapat dilihat bahwa itik
bali percobaan mempunyai protektifitas
terhadap VAI, karena setelah vaksinasi kedua
rataan titer antibodinya mencapai 2% sampai
25 unit HI (pada periode P,). Penelitian tersebut
juga menunjukkan bahwa titer antibodi
protektif pada itik bali percobaan dicapai setelah
dibooster, karena sebelum booster titer
antibodinya hanya mencapai 22 sampai 2% unit
HI.

Penelitian ini dapat membuktikan bahwa
itik bali memberikan respon imun yang baik
terhadap vaksin Al Titer antibodi protektif dapat
dicapai dua minggu setelah vaksinasi kedua.
Dalam upaya menekan peluang itik bali sebagai
sumber penular virus Al vaksinasi Al dengan
minimum dua kali ulangan berinterval 3
minggu dapat direkomendasikan. Tian et al.,
(2005) juga mlaporkan bahwa vaksin Al hasil
reverse-genetik yang diemulsikan dalam minyak
dapat menghasilkan proteksi selama 52 minggu
setelah dua kali pemberian. Vaksin homolog,
atau heterolog dan vaksin rekombinan aktif
virus H5 juga dilaporkan memberi kekebalan
pada unggas air (Qiao et al., 2006). Hasil
tersebut memberikan informasi yang penting
untuk penerapan vaksinasi dalam pengendalian
virus Al pada unggas air. Selain itu, penelitian
ini juga membuktikan bahwa jika vaksin
tersedia terbatas, pemberian setengah dosis dapat
dilakukan dan respon imun protektif akan dapat
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dicapai jika dilakukan dua kali vaksinasi. Akan
tetapi, protektifitas respon imun itik bali
terhadap Al perlu diteliti lebih lanjut dengan
uji tantang, untuk mengetahui daya lindung
terhadap gejala klinis, kematian, dan eksresi
virus pada itik bali yang divaksin.

SIMPULAN DAN SARAN

Simpulan

Titer antibodi itik divaksin dengan
menggunakan dua kali dosis anjuran memiliki
titer antibodi yang sangat nyata lebih tinggi
(p<0,01) daripada menggunakan satu atau
setengah dosis, dan kontrol negatif. Tetapi titer
antibodi yang timbul dengan menggunakan satu
atau setengah dosis tidak menunjukkan
perbedaan yang nyata. Titer antibodi protektif
dapat dicapai setelah vaksinasi ulang (booster).

Saran :

Vaksinasi Avian Influenza H5N1 perlu
dilakukan pada itik, karena dapat mening-
katkan antibodi atau kekebalan tubuh. Dalam
keadaan persediaan vaksin terbatas, maka dapat
digunakan setengah dosis dari yang
direkomendasikan, karena antibodi yang
ditimbulkan tidak berbeda nyata dengan satu
dosis.
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