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UJI BANDING ANTAR LABORATORIUM TERHADAP TITER
ANTIBOEI AYAM PASCA VAKSINASI CORYZA DENGAN METODE HI
(Haemaglutination Inhibition)

SYAEFURROSAD, NENENGATIKAH, DAN NI MADE RIAISRIYANTHI
Unit Uji Balteriologi
Balai Besar Pengufion Mutu dan Sertifikasi (Obat Hewan, Gunungsindur, Bogor, Jawa Baral

ABSTRAK

Telah dilakukan uji banding pengujian serum pasca vaksinasi coryes antare Unit Uji Bakteriologi, Balai Besar Pengnjian Mutu
dan Sertifikasi Obat Hewan (BBPMSOH) dengan dua laboratorium swasta (Laboratorium | dan Laboratorium 11) pada bulan
Movember tahun 201 1. Pengujian titer antibodi coryza dilakukan dengan metode Hacmmaglutination Inhibition pada 10 (sepuluh)
sampel serum ayam SPF (Specific Pathogen Free) pascavaksinasi vaksin corvza tipe A. Masing-masing laboralorium menguji sampel
yang sama. [lasil uji banding pengujian titer antibodi coryza dengan metode Hucmaglutination Inhibition (M1} antara |aboratorium
BEBPMSOH dengan dua laboratorium lain tidak ada perbedaan karena perbedaan hasil titer tidak lebih dari satu kelipatan, sedangkan
antara Laboratorium T dengan Laboratorium I terdapar perbedaan pada serum nomor 9 (sembilan) karcna perbedaan hasil titer lebih
dari satu kelipatan.

Kata Kunci: uji banding, floemaglutination Inkibirion, titer antibodi coryza
ABSTRACT

Inter lahoratory comparison testing of serum post vaccination of corvza between - Bacteriology  Assay Unit — National
Feterinary Dvug Assay Laboratory (NFIAL), with two private {aboratories (Laboratory I and Laboratory [T on November 2001
have been conducted. Testing of Coryza antibody titer by Haemmaglutination Inhibition method using ten serum of SPF chickens post
vaceirated with corvza vaceine ipe A. Each laboratory tested the same samples, The revults of inter laboratory comparison festing
af antibody titer of coryza by Hacmaglutination Inhibition (HI} methods berween NVDAL with two other laboratories were found no
differences, due to differences of the titer & not more than one multiplier. while the samples manber 9 has been showed difference resudt
between Laboratory Iwith Laboratory IDwhich the result of serum titer was found more than one multinlicr
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PENDAHULUAN dipakai ialah wji HI(1), terdiri atas: simple, extracted dan
rreated tests, Uji HI yvang paling sederhana didasarkan pada
penggunaan sel utuh H. paragallinarum scrovar A dan
sel eritrosit ayam (2). Teknik ini hanya dapat mendeteksi
antibodi pada ayam hasil vaksinasi atau yang permnah
terinfeksi/terpapar oleh Hpg serovar A Metode extracted
HI didasarkan pada potassivm thiocvanate (KSCN) -
ekstraksi dari sel Hpg vang disonikasi dan eritrosit ayam
peternakan ayam ras. Bakteri Haemophilys Yang difiksasi d}mg:fn gh_lta:aldchid {6). Uji ini dapat
paragallinarum telah diisolasi dan terdiri dari 3 serovar  tiembedakan antibodi spesifik serovar C pada darah ayam
vaituA,B dan C (3.4,5). Diagnosa penyakit coryza dilakukan ~ Y2ng tmnf‘cksf atau divaksinasi d_engan Hpz serovar C:
secara konvensional dengan teknik isolasi dan identifikasi Kelemahan dan uji exiraeted Hl.’ yaitu ayam yang terinfieksn
untuk menentukan agen penyebab utama. Diagnosa lain ~ 5¢cara alamiah akan bereaksi negatif, 1U.|1 ;rcrra.tea’ HI
bisa dilakukan sccara molekuler yaitu dengan Polymerase  dilakukan berdasarkan pada perlakuan hialuronidase sel
Chain Reaction (PCR), diagnosa serologis secara Enzyme-  Utuh Hpg dan eritrosit ayam yang difiksasi dengan
Linked Immunosorbent Assay (ELISA) dan diagnosis  formaldehid (10). Tekmik ini belum distandarisasi dan belum
serologik secara Hacmaglutination Inhibition (HI) (8). ~ banyak dipakai. Uji ini dipakai untuk deteksi antibodi pada

Hingga saat ini banyak uji serologik yang dipakai 2yam yang divaksinasi dengan vaksin coryza serovar A, B
untuk pencguhan diagnosis infeksi Haemophilus ~dan C tapi hanya antibodi serovar A dan C yang
paragallinarum (Hpg), akan tetapi yang paling popular menunjukkan hasil titer yang tinggi (9). Teknik ini pernah

Infectious Corvza atau snot menular merupakan
penyakit yang disebabkan olch Haemophilus
paragallinarum (Hpg), menginfeksi saluran pernafasan
bagian atas pada ayam petelur, ayam pedaging atau unggas
lain, I Indonesia penyakit snot menular telah dilaporkan
sejak tahun 1974, menyverang ayam petelur pada berbagai
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dipakai untuk screening serum ayam di Indonesia untuk
mendeteksi antibodi serovar A, B, dan ¢ pada ayam yan a
terinfeksi secara alamiah (9). Evaluasi terhadap metode
treated HI test untuk deteksi respon antibodi pada ayam
hasil vaksinasi, dilaporkan bahwa pada titer 1 ; 5 atau lebih
dapat memberikan proteksi terhadap uji tantang. Akan
tetapi, tidak banyak hasil penelitian atau data yangs
mendukung korelasi antara titer dan proteksi pada uji
vaksin corvza di lapang (6).

Seperti diketahui sampai saat ini di Indonesia terdapat
banyak laboratorium baik pemerintah, perguruan tinggi
maupun swasta vang mempunyal aktifitas pengujian
coryza secara serologis HI. Pelaksanaan uji banding
merupakan salah satu cara untuk melaksanakan jaminan
muty hasil oleh suatu laboratorium pengujian, Adanya
perbedaan masa kerja, pengalaman, ketrampilan dan
peralatan maka untuk mengetahui kinerja dan
menyetarakan hasil uji HT antar laboratorium perlu diadakan
uji banding untuk pengujian ini.

MATERI DAN METODE

Serum sampel

Serum yang digunakan untuk uji banding ini diambil
dari serum ayam SPF yang telah divaksinasi dengan vaksin
coryza tipe A. Sepuluh ekor ayam SPF umur 4 (empat)
minggu divaksin dengan dosis 0,5 ml/dosis secara
subkutan dan sctelah 2 {dua) minggu dilakukan booster
vaksinasi dengan dosis dan cara yang sama, dan setclah 2
{dua) minggu pasca vaksinasi vang kedua, sepuluh ekor
ayam tersebut diambil serumnya untuk dilakukan uji
serologis dengan metode HI,

Dari 10 (sepuluh) serum vang terkumpul tersebut
kemudian masing-masing dibagi menjadi tiga bagian dan
dikirim ke dua laboratorium lain untuk dilakukan uji
serologis dengan metode yang sama.

Uji Serologis

Pengujian (] Tesr) dilakukan di Unit Uji Bakteriologi
BBPMSOH dan dua laboratorium lain yang kompeten. Red
Blood Cell{(RBC) 0,5 % dan antigen Coryza tipe A disiapkan
sebelum melakukan uji ini. Berikut adalah prosedur
pembuatan RBC 0,5 %. Pengambilan darah ayam untuk
pembuatan RBC 0,5 % dilakukan dengan menggunakan
syringe 10 ml yang telah terisi larutan alsever 5 ml. Darah
ayam SPF diambil sebanyak 5 ml(1:1) kemudian disentrifus
dengan kecepatan 1500 2000 rpm selama 10 menit,
kemudian buang supernatan. Tambahkan dengan
Phosphate Buffer Saline (PBS) 5 ml lalu disentrifus kembali
dan supernatan dibuang. Proses ini diulang 3 (tiga) kali
dengan cara dan kecepatan sentrifus yang sama, Kemudian
buat EBC 0,5 % dengan PBS sebagai dilueny.
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Untuk mengetahui titer antigen coryza tipe A yang
digunakezn, dilekukan uji Haemaglutination (HA) Test
dengan metode sebagai berikut, Masukkan 40 ul PBS ke
dalam masmg-masing well pada microplate bentuk V
kecpali pads well pertama dimasukkan sehanyak 80 ul
Setelah #= masskkas 20 pl antigen corvza pada well
periama das besssiian sntseen diencerkan 1/5,1/10, 1720,
1720, 1'30, 1/I6R1 mmu&mm;ﬁ&.mﬂ
8 digumekan seuges komsol RBC. Pade well pertzma
Jitnzng schammak Mol don sasskion RBC 0.5 Yo ke delam
TasTE-arsimy winl Sebapsal ﬂ . !i-ﬁ & st

Es:;ﬂmﬂ_wﬂ, s
calam masmg-masimg well guis merwpiose Senuk v
kecual pada well permens sehwssl 88 2l dan masukian
20 pl seremm cnrym: puds el posess. Kemmdian serum
d]WWﬂll!:ﬂ /40, 1/80,
I 160, 1 320, emiiedibvams d gads well kz-2 dizunakan
sehaga konwal Pusle wed pesmms difweng sebanvak 40
pl. Masokes snteem e ipe 4 5 HAT T sebamyak 20 pl
kedalam mscmsssasine well $1-7) koceali wel? ke -8
(kontrol). Sewmish asdimmpardagms shber plore sampai
leTcampur don dammies padls seies k=mar 15-20 menit.
Setelah dicinmion pmsebions WS 8.5 % ke dalam masing-
masmg well schasssl 30 gl Esls & shaber sampai
tercamper dan il puds Sssperater Kamar selama
40-50 menit. Pembacsss sl Ster senms corvza dilakukan
dengan mehbet ot o e, Posios HI teriihat adanya
cndapan RBC & well begiss bawzh atav dengan
memiringkam plet semr St sdamye alizan RBC, aliran
REC menumukices pesm 5E

HASH DANPEMBAHASAN

Szmpel vang dinn peds e basdieee i adalah serum
ayam pasca vaksines yems dSempikes oleh BEPMSOH.
Sepulub sampe] diflorm ke 7 {dua) pemsaieen vane memiliki
laboratorium untok pesgssam HAHI coryza yaitu
Laboratorium I dan Laberstersamm Il Ketiga peserta
melakukan pengujian seres demssn metode dan antigen
yang sama. Adspun hasil pemgesss sebagamana dalam
tabel berikut :

No | Sxmpel | T B «TL
| Esbormesies | §iabemmerems I | BEFMSOH
1 Somml | ] 1 2 I
b ST - - b » E)
3| Senms W = an
4 Lenzn 4 168 ] B LD
4 Gemmm 7 ] F [ 30
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S 40 a0 40
¥ Semmi 1ai 160 L0
E -t 5 ] 11l
¥ Seo= 10 # Bl it

: - ™ laboratorium swasie
Jmterpretasi hasil dilakukan dengan melihat pada
» botrom dengan melihat dari atas. Hasil positif
sukkan dengan adanya endapan pada bagian
well atau dengan memiringkan plare agar terlihat
alran RBC, aliran RBC menunjukkan positif HI.
“ulie serum nomor 9, dari hasil titer ketiga laboratorium
s Laboratorium | dengan BBPMSOH tidak ada
2 karena perbedaan hasil titer tidak lebih dani satu
21 5:10). Demikian jugajika dibandingkan dengan
~rn [ dan BBPMSOTT untuk sampel nomor 9 tidak
karena hasil titer tidak lebih dari 1 kali
=n (20:10), Akan tetapi hasil titer antara
orrum [ dengan [aboratorium [T untuk sampel no. 9
perbedaan hasil, karena perbedaan hasil titer lebih
_ kelipatan (20:5).

Th=r; tzbel hasil uji banding pengujian titer serum pasca
=ma=1 coryvza antar ketiga laboratorium tersebut terlihat
2 & serum sampel (60%) yang memiliki hasil titer yang
me vaim pada serum nomor 3,4,6,7.8 danl0. Sedang
wme memniliki hasil titer yang berbeda tetapi hasil tersebut
s besa dianggap sama karena perbedaan hasilnya hanya
@ d=li kelipatan ada 3 scrum sampel (30%) yaitu pada
gemm nomor 1,2 dan 5. Hasil sampel yang memiliki
sesediasm hasil karena hasil tiver lebih dari satu kelipatan
s | s=mpel (10%) pada sampel scrum nomor 9, yaitu
g 1 zboratorium I dan Laboratorium 1.

- Hi=s1l dari pengujian titer antigen yang digunakan
gt = HI ini dari ketiga laboratorium menunjukkan hasil
wne sama yait 160 HAT], sedangkan untuk uji HI serum

s 9 terdapat perbedaan antara Laboratorium [ dan

wsee=torium 11 hal ini dipengarubi oleh beberapa faktor

=== lzin penanganan serum oleh penguji scbelum
L an pengujian HI, kemampuan penguji untuk
a hasil titer, perbedaan masa kerja penguji,
sempuan penguji untuk melakukan pengenceran serum
sy t=pat dan konsisten dan juga proses pembuatan

spen-reagen yang digunakan.

KESIMPULAN

Hasil uji banding pengujian titer antibodi coryza
mean metode Haemaglutination [nhibition (HI) antara
we=torium Balai Besar Pengujian Mutu dan Sertifikasi
Hewan (BBPMSOH) dengan dua laboratorium lain
2dz perbedaan  karena perbedaan hasil titer tidak
dan satu kelipatan, sedangkan antara Laboratorium
meam [aboratorinm [T terdapat perbedaan yaitu pada
m nomor 9 karena perbedaan titer lebih dan satu
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