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ABSTRAK 

 

High Pathogenic Avian Influenza (HPAI) dan Newcastle Disease (ND) adalah penyakit 

unggas strategis endemic di Indonesia sampai saat ini. Salah satu pengendalian yang 

dilakukan pemerintah dan peternak adalah program vaksinasi. Penelitian ini merupakan 

pembuatan vaksin kombinasi HPAI – ND dengan dua formula yang berbeda. 

Pembuatan vaksin menggunakan virus HPAI clade 2.3.2 Tanggamus dan ND strain 

Lasota. Masing-masing formula vaksin menggunakan sepuluh ekor ayam specific 

antibody negative (SAN) untuk uji potensi yang dilakukan penyuntikan 2 dosis secara 

intra muscular (IM), selanjutnya 5 ekor untuk uji keamanan, serta tiga ekor untuk uji 

tantang terhadap virus ND. Pengambilan darah dilakukan sebelum vaksinasi dan 4 

minggu setelah vaksinasi. Hasil Pengujian stabilitas menunjukkan hasil vaksin A dan B 

kurang stabil ditandai dengan terbentuknya cracking pada vaksin yang disimpan pada 

suhu 37°C. Hasil uji potensi dilihat dari uji HI serum ayam, vaksin A  memberikan 

perlindungan 100% terhadap HPAI clade 2.3.2 Tanggamus, 90% terhadap HPAI clade 

2.3.2 Semarang, 90 % terhadap ND-LS, vaksin B memberikan perlindungan diperoleh 

hasil menunjukkan 86,7% terhadap AI Tanggamus, 50% terhadap AI Semarang, 100 % 

terhadap ND-LS. Hasil Uji keamanan menunjukkan 100% ayam tidak menunjukkan 

gejala spesifik AI dan ND. Hasil penelitian menunjukkan vaksin kombinasi AI ND baik 

A dan B dapat memberikan respon imun terhadap HPAI clade 2.3.2 Tanggamus, HPAI 

clade 2.3.2 Semarang, namun vaksin formula A menunjukkan hasil uji potensi lebih 

baik daripada vaksin B dan ND LS, namun hasil uji stabilitas kurang baik.  

 

Kata kunci: High Pathogenic Avian Influenza (HPAI), ND-Lasota, vaksin kombinasi 
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PENDAHULUAN 

A. Latar Belakang 

Avian Influenza (AI) adalah penyakit pada unggas yang sangat menular, 

disebabkan oleh virus influenza tipe A, termasuk dalam famili Orthomyxoviridae 

(Lamb dan Krug, 2001). Newcastle Disease (penyakit ND, tetelo) merupakan penyakit 

virus yang sangat menular, menyerang unggas liar maupun ayam (Alexander, 2001). 

Kedua penyakit ini menyebar merata di seluruh dunia termasuk Indonesia. Pengendalian 

penyebaran penyakit yang disebabkan virus HPAI dan ND pada unggas dilakukan 

pemusnahan unggas terinfeksi, penerapan konsep biosekuriti dan dilanjutkan dengan 

vaksinasi yang tepat. Highly Pathogenic Avian Influenza (HPAI) adalah virus flu 

burung yang ganas, menular dan mematikan bagi dunia peternakan Indonesia sampai 

saat ini, Penyakit ini mempunyai diagnosa banding dengan penyakit ND bahkan 

seringkali menyerang bersamaan sehingga menimbulkan kerugian yang sangat besar 

bagi peternak karena angka morbiditas dan mortalitas tinggi, depopulasi unggas secara 

masal, peningkatan biaya untuk sanitasi dan desinfeksi area kandang, air dan peralatan 

peternakan (Swayne & Suarez, 2000). Vaksinasi AI H5N1 pada unggas tidak hanya 

mampu mencegah gejala klinis dan penyakit, namun dapat mencegah dan mengurangi 

jumlah shedding virus secara signifikan, yang dapat menjadi sumber infeksi bagi 

unggas lain (Lee & Suarez, 2005).  

Epidemi virus ND di Indonesia pertama kali terjadi di Jawa pada tahun 1926. 

Kasus ND merupakan ancaman serius bagi industri perunggasan di Indonesia karena 

penyakit ini endemik (Saliu et al, 2009) (Moomivand et al, 2013).  Kencana et al (2017) 

dan Wibowo et al. (2006) menyatakan bahwa penyakit ND di Indonesia endemik karena 

ada kasus ND di seluruh tahun di berbagai daerah yang berpotensi menyebabkan wabah 

yang merugikan. Kasus ND masih dilaporkan di Sumatera, terutama di provinsi-

provinsi Lampung, Sumatera Selatan, Bengkulu, dan Bangka Belitung (BeVet, 2019). 

ND dan AI adalah dua penyakit mematikan pada unggas coba, yang menyebabkan 

kerugian ekonomi yang besar bagi unggas mencoba industri dan mengganggu 

ketahanan pangan. Berdasarkan Kementerian Pertanian, Indonesia (Kepmentan, 2013) 

ND dan penyakit AI merupakan jenis penyakit menular strategis yang dapat 

mengancam dan menimbulkan kerugian ekonomi yang sangat besar kerugian bagi 
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peternakan unggas. Vaksin yang efektif membutuhkan antigen yang baik. Studi tentang 

respons dosis vaksinasi sangat ideal untuk mengidentifikasi kandungan antigen vaksin 

dan tingkat antibodi yang diproduksi untuk memicu perlindungan dan mencegah 

pelepasan virus dari hewan (Maas et al., 2009). Penelitian ini bertujuan untuk 

menentukan keamanan dan kemanjuran vaksin kombinasi ND-AI H5N1 dengan dua 

formula yang berbeda yang selanjutnya akan dievaluasi hasil uji berupa pemeriksaan 

fisik, respons imun dan perlindungan terhadap uji tantang virus ND. 

 

B. Rumusan Masalah / Hipotesa  

Apakah vaksin kombinasi virus HPAI dan ND LaSota dapat yang dibuat dapat 

lulus uji serta memiliki potensi untuk dijadikan kandidat vaksin yang memenuhi 

persyaratan Farmakope Obat Hewan Indonesia (FOHI). 

C. Tujuan 

Tujuan penelitian ini adalah menentukan keamanan dan kemanjuran vaksin 

kombinasi AI ND dengan dua formula yang berbeda yang selanjutnya akan dievaluasi 

hasil uji berupa pemeriksaan fisik, respons imun dan perlindungan terhadap uji tantang 

virus ND yang memenuhi syarat sesuai standar mutu FOHI. 

 

D. Manfaat 

Pengembangan kombinasi virus HPAI dan ND LaSota dalam satu formula 

vaksin, diharapkan dapat memenuhi syarat mutu sesuai standar FOHI sehingga dapat 

digunakan untuk mengendalikan dan mencegah penyakit avian influenza (AI)  dan 

Newcastle Disease (ND) pada unggas di Indonesia. 

TINJAUAN PUSTAKA 

Avian Influenza H5N1 clade 2.3.2 Tanggamus 

Highly Pathogenic Avian Influenza (HPAI) H5N1 pertama kali dilaporkan pada 

tahun  1996 di Provinsi Guangkong, Tiongkok. Penyakit ini telah menyebar luas ke 

seluruh dunia dan menyebabkan dampak yang sangat signifikan di negara-negara yang 

terkena dampak termasuk Indonesia (Wiyono et al., 2004). Virus HPAI H5N1 sangat 

menular pada unggas  dan menghasilkan mortalitas tinggi hingga 100%. Agen etiologi 
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HPAI termasuk keluarga Orthomyxoviridae (OIE, 2018). Ayam kampung yang 

diinfeksi HPAI H5N1 dalam waktu 24 jam akan  menunjukkan gejala klinis ringan 

seperti bulu berdiri dan lemah, setelah 48 jam kesembilan ayam mati, sedangkan kedua 

itik tetap hidup dengan gejala klinis sangat berat. Virus HPAI H5N1 berhasil diisolasi 

dari preparat usap (swab) yang berasal dari ayam dan itik tersebut, menandakan bahwa 

mereka terinfeksi virus tersebut. Secara mikroskopik, ayam kampung menunjukkan   

ensefalitis,   trakheitis,   miokarditis,   pneumonia   interstitialis,   hepatitis,   

proventrikulitis,enteritis, pankreatitis, nefritis dan bursitis yang kesemuanya bersifat 

peradangan non-supuratif. Lesi dominan lainnya yaitu nekrosis pada limpa dan 

pankreas. Virus H5N1 HPAI clade 2.3.2 dideteksi dengan metode imunohistokimia dan 

ditemukan pada hampir semua organ visceral yang terserang. Virus H5N1 clade 2.3.2 di 

Indonesia sangat patogen untuk ayam dan itik asli Indonesia. Bebek yang terinfeksi 

dapat menularkan virus ke ayam asli Indonesia dengan mudah dan menyebabkan 

kematian tinggi (Damayanti et al., 2016). 

Avian influenza (AI) merupakan penyakit sistem pernapasan akut pada unggas 

yang disebabkan oleh virus single-stranded RNA sense negatif dengan genom 

tersegmentasi dari famili Orthomyxoviridae, genus Influenzavirus A, merupakan virus 

beramplop dengan diameter 80 – 100 nm. Sifat antigenesitas pada virus avian influenza 

karena keberadaan glikoprotein, hemagglutinin (HA) and neuraminidase (NA), Virus 

influenza A diklasifikasikan menjadi 18 subtipe HA (H1-H18) dan sebelas subtipe NA 

(N1-N11) Virus influenza tipe A dibagi menjadi berbagai subtipe berdasarkan 

hubungan antigenik antara glikoprotein yang terdapat pada permukaan partikel virus, 

yaitu hemagglutinin (HA) dan neuraminidase (NA), pada virus influenza tipe A telah 

diidentifikasikan 18 subtipe HA (H1-H18) dan 11 subtipe NA (N1-N11) (Alexander 

2007; Tuscany 2016). Setiap virus influenza A memiliki masing-masing satu jenis 

antigen permukaan HA dan NA. Kedua protein inilah yang menentukan subtipe virus 

AI dan merupakan protein terpenting dalam menimbulkan respon imun (Knipe and 

Howley, 2007; Tong et al., 2013). Tiga virus AI subtipe H5N1 isolat yang 

menginfeksi unggas air (Trimurjo, Pesawaran, dan Muara Enim) merupakan strain 

virus yang berbeda dengan virus AI subtipe H5N1 di Indonesia yang telah 

ditemukan/diisolasi sebelumnya. Tiga isolat HPAI tersebut membentuk clade baru 
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yang dekat dengan clade virus unggas asal Vietnam yaitu clade 2.3.2 (Pfeiffer et al., 

2009; Wibawa et al., 2012).  

Menurut hasil investigasi wabah BBVET Wates tahun 2012 kasus kematian itik 

yang cukup tinggi terjadi di daerah Jawa Tengah, DI Jogjakarta dan Jawa Timur 

ditemukan isolat H5N1 yang termasuk ke dalam clade 2.3.2. (Wibawa et al. 2012). 

Penelitian pembuatan vaksin menggunakan seed virus A/Duck/Sukoharjo/Bbvw-1428-

9/2012 subtipe H5N1 clade 2.3.2 sebagai benih vaksin pada itik lokal menunjukkan 

mampu memberikan perlindungan 100% dari kematian dan shedding terhadap infeksi 

virus HPAI sub tipe H5N1 clade 2.3.2 dan clade 2.1.3 sehingga seed vaksin ini dapat 

menjadi pilihan terbaik untuk digunakan pada itik (Dharmayanti, 2014) 

 

Newcastle Disease strain LaSota 

Newcastle Disease (penyakit ND, tetelo) merupakan penyakit virus yang sangat 

menular, menyerang unggas liar maupun ayam (Alexander, 2001). Virus ND 

diklasifikasikan sebagai superfamili dari Mononegavirales dalam famili 

Paramyxoviridae, genus Avulavirus (Mayo, 2002 a). Isolat yang dikategorikan sebagai 

virulen untuk ayam ada tiga patotipe utama tergantung keparahan dari penyakit. Isolat 

lentogenik adalah isolat yang paling rendah virulensinya, sedangkan virus dengan 

virulensi intermediate adalah mesogenik. Virus dengan virulensi tertinggi menyebabkan 

mortalitas yang tinggi pada ayam digolongkan ke dalam neurotropik atau viscerotropik. 

Virus ND velogenic adalah virus yang dikategorikan sebagai patogen List A dalam 

pedoman OIE dan kejadiannya harus dilaporkan. OIE mendefinisikan ND sebagai 

infeksi yang disebabkan oleh virus APMV-1 dengan indeks ICPI 0,7 atau lebih besar 

bila disuntik pada ayam umur sehari (OIE, 2000). Vaksin ND yang beredar di pasaran 

Indonesia dan digunakan, umumnya bersifat lentogenik (Lasota atau B1) dan mesogenik 

(Kumarov) sebagai vaksin hidup (live). Strain ND LaSota dapat melindungi dari 

tantangan heterolog dan merupakan strain yang paling banyak digunakan di dunia 

terutama di Indonesia (Comax et al, 2012) (Ma et al, 2017) 
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MATERI DAN METODE 

A. Materi 

Bahan : 

Telur ayam berembrio (TAB) umur 9 – 11 hari Spesific Antibody Negative 

(SAN) 21 - 28 hari, virus  AI H5N1 clade 2.3.2 Tanggamus 

A/Chicken/Tanggamus/03.0872/2016, virus ND LaSota, kapas, alkohol 70%, 

Phosphat Buffer Saline (PBS), bahan inaktivan formalin, adjuvan minyak Montanide 

Seppic ISA 70, media untuk sterilitas : Heart Infusion Agar (HIA), Thioglycolate 

broth (TGC), Soybean Casein Digest (SCD), sel darah merah ayam (DMA), antigen 

AI H5N1 clade 2.3.2 Tanggamus, antigen AI H5N1 clade 2.3.2 Semarang, antigen 

ND. 

 

     Alat : 

Inkubator telur, spuit disposable ukuran 1 ml dan 3 ml, mikroplate, multichannel 

pipet, singlechannel pipet, mikrotip, vortex mixer, erlenmeyer, gelas beker, botol 

laboratorium, tabung gelas ukuran 10 ml, tabung gelas ukuran 20 ml, gelas ukur 

ukuran 50 ml, rak tabung, timbangan, mesin sentrifuse, inkubator, Bio Safety Cabinet 

(BSC) level 2, botol vaksin, magnetic stirer, magnetic bar, ulthrathorax. 

 

B. Metode 

1. Titrasi virus 

Titrasi virus bertujuan untuk mengetahui nilai EID50 dari virus yang dipakai 

dan pembuatan working seed. Suspensi virus ditipiskan 10 kali sampai dengan 10-9, 

kemudian suspensi pada penipisan 10-5 s/d 10-9 diinokulasikan pada TAB umur 9-11 

hari. TAB yang telah diinokulasi diinkubasi pada suhu 37°C, untuk virus ND LS 

diinkubasi selama 4 hari, untuk virus AI H5N1 selama 36 jam. Selama masa 

inkubasi, TAB yang sudah diinokulasi di observasi atau di candling dua kali sehari 

untuk memisahkan tab yang mati dan yang hidup. TAB H5N1 yang mati diatas 24 

jam paska inokulasi di chilling di suhu 2-8°C untuk selanjutnya allantois dipanen 

dan dilakukan uji HA. TAB ND LS yang mati diatas 72 jam paska inokulasi dan 

embrio yang masih hidup sampai hari ke 4 masa inkubasi di chilling di suhu 2-8°C 

untuk selanjutnya allantois di chilling dan dipanen serta dilakukan uji HA untuk 
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menghitung nilai Embryo Infectious Dose 50 (EID50). Pasase virus diulang sampai 

mendapatkan nilai EID50 yang tinggi. Setelah mendapatkan nilai EID50 minimal 108, 

suspensi alantois dipanen untuk dijadikan working seed. 

 

2. Propagasi dan panen virus. 

Seed virus ditipiskan 10 kali sampai dengan 10-4 , kemudian suspensi pada 

penipisan 10-4 diinokulasikan pada TAB umur 9-11 hari untuk ND LS dan TAB 

umur 11-13 hari untuk H5N1 . TAB yang telah diinokulasi diinkubasi pada suhu 

37°C, untuk virus ND LS diinkubasi selama 4 hari, untuk virus AI H5N1 selama 36 

jam. Selama masa inkubasi, TAB yang sudah diinokulasi di observasi atau di 

candling dua kali sehari untuk memisahkan tab yang mati dan yang hidup. TAB 

H5N1 yang mati diatas 24 jam paska inokulasi di chilling di suhu 2-8°C untuk 

selanjutnya allantois dipanen dan dilakukan uji HA. TAB ND LS yang mati diatas 

72 jam paska inokulasi dan embrio yang masih hidup sampai hari ke 4 masa 

inkubasi di chilling di suhu 2-8°C untuk selanjutnya allantois di chilling dan 

dipanen serta dilakukan uji HA. Cairan allantois yang telah dipanen selanjutnya 

disebut produk antara. 

 

3. Inaktivasi virus 

Cairan alantois hasil panen ditambah bahan inaktivan formalin sebanyak 0,1% 

kemudian dihomogenisasi menggunakan magnetic stirrer  pada suhu ruang selama 

36 jam. Uji inaktifasi menggunakan 10 butir TAB SAN umur 9-11 hari untuk ND 

LS dan umur 11-13 hari untuk H5N1. Setiap butir  TAB diinokulasi cairan allantois 

sebanyak 0,02 ml yang telah diinaktifasi. TAB diinkubasi pada suhu 37°C selama 5 

hari. Selama 5 hari TAB diobservasi setiap hari, untuk mengamati hidup dan mati 

TAB yang diinokulasikan. Pada akhir masa inkubasi cairan allantois dipanen dan 

dilakukan uji HA cepat, apabila tidak terdapat aglutinasi maka dilanjutkan sampai 

pasase dua dan tiga dengan cara yang sama. Hasil akhir inaktif apabila cairan 

allantois yang dipanen tidak terdapat aglutinasi pada uji HA cepat (FOHI, 2018). 

 

4. Formulasi vaksin dan pembotolan 
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 Alantois atau produk antara yang telah memenuhi hasil uji sterilitas dan hasil 

uji inaktifasi selanjutnya diformulasi menggunakan adjuvant. Adjuvant yang 

digunakan adalah adjuvant minyak komersial yang disimpan pada botol glassware 

kurang lebih 1 bulan dari tabung drum. Proses mixing adjuvant dan alantoris 

dilakukan selama 30 menit sampai terbentuk emulsi dan homogen. Produk vaksin 

yang telah jadi dilakukan beberapa pengujian sesuai ketentuan FOHI.Vaksin 

diformulasi dengan dua formula yang berbeda. Formula vaksin A menggunakan 

perbandingan alantois ND LS sebesar 17,5%, allantois AI 232 TG sebesar 22,5% 

serta adjuvant sebesar 60%. Formula B menggunakan perbandingan allantois ND 

LS sebesar 15%, allantois AI 232 sebesar 15% serta adjuvant sebesar 70%, adjuvant 

yang digunakan adalah adjuvant minyak komersial. Adjuvan dihomogenasi 

menggunakan ulthrathurax selama 5 menit dengan kecepatan 5000 rpm, kemudian 

ditambahkan cairan allantois yang berisi kultur virus inaktif secara bertahap sampai 

terbentuk emulsi. Homogenisasi dilakukan di suhu 25°C selama selama 30 menit 

dengan kecepatan 9000 rpm sampai produk tercampur sempurna sampai membentuk 

emulsi, selanjutnya produk siap untuk dilakukan pembotolan. 

 

5. Pengujian mutu vaksin 

Pengujian mutu vaksin dilakukan sesuai standar yang telah ditetapkan dalam FOHI 

(2018). Uji mutu vaksin meliputi uji fisik, uji sterilitas, uji stabilitas emulsi, uji 

inaktivasi, uji keamanan dan uji potensi secara serologis. 

a. Uji Fisik 

Uji fisik adalah uji yang dilakukan untuk melihat warna, homogenitas, volume, 

dan ada tidaknya partikel asing. Vaksin dinyatakan memenuhi syarat apabila 

setiap sediaan mempunyai volume dan warna  yang sama, homogen dan tidak 

mengandung partikel asing.  

b. Uji Sterilitas 

Uji sterilitas dilakukan pada media Thioglycollate (TGC), Soybean Casein 

Digest (SCD) dan Heart Infusion Agar (HIA). Sebanyak 1 ml vaksin 

dimasukkan ke dalam masing-masing 4 tabung yang berisi 20 ml media. 

Untuk vaksin yang diuji dalam media TGC dan SCD diinkubasi pada 2 suhu 

yang berbeda. Dari keempat tabung uji, 2 tabung diinkubasi pada suhu 370C 
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selama 14 hari dan 2 tabung yang lain diinkubasi pada suhu 220C selama 14 

hari. Pengamatan dilakukan pada hari ke 3, 7 dan 14. Sedangkan vaksin yang 

diuji pada media HIA inkubasi hanya dilakukan pada suhu 370C selama 7 hari. 

Vaksin dinyatakan memenuhi syarat apabila tidak menunjukkan adanya 

pertumbuhan bakteri dan fungi (kapang dan khamir) pada media yang 

digunakan. 

c. Uji Stabilitas Emulsi 

Uji stabilitas emulsi bertujuan untuk melihat stabilitas emulsi vaksin pada 

berbagai suhu.  Dua botol vaksin ditempatkan ke dalam inkubator suhu 37°C 

selama 14 hari tanpa digoyang-goyang. Vaksin dikatakan stabil/tidak rusak 

apabila pada akhir pengamatan, emulsi vaksin tidak mengalami 

cracking/pecah, apabila dikocok vaksin akan kembali homogen. 

d. Uji Inaktivasi 

Uji inaktivasi menggunakan 10 butir TAB umur 9-11 hari. Setiap butir TAB 

diinokulasi dengan 0,2 ml vaksin ke cairan alantois. TAB diinkubasi pada 

37°C selama 7 hari. Pada hari ke-7 cairan alantois dari setiap butir TAB 

diambil dan diuji HA. Selanjutnya dilakukan 2 kali pasase dengan cara yang 

sama. Vaksin dinyatakan memenuhi syarat apabila semua TAB yang 

diinokulasi tidak menunjukkan adanya pertumbuhan virus AI yang dapat 

dilihat melalui perubahan embrio maupun uji HA. 

e. Uji Keamanan 

Uji keamanan menggunakan 16 ekor ayam umur 21-28 hari, 5 ekor untuk 

vaksin A dan 5 ekor untuk vaksin B, masing-masing dilakukan vaksinasi 2 ml. 

6 ekor untuk ayam kontrol yang tidak divaksinasi. Ayam diperiksa titer 

terhadap AI 323 TG dan ND LS untuk memastikan titer antibody terhadap 

kedua penyakit tersebut 0. Pengamatan dilakukan selama 2 minggu. Vaksin 

dinyatakan memenuhi syarat apabila semua ayam kelompok vaksinasi dan 

kelompok kontrol tidak menunjukkan gejala abnormal (FOHI, 2013). 

f. Uji Potensi 

Pada uji ini digunakan 20 ekor ayam umur 21–28 hari yang dibagi dalam 2 

kelompok. Ayam uji diperiksa titer antibodi AI H5N1 clade 2.3.2 strain 

Tanggamus dan ND LS untuk memastikan titer antibodi terhadap kedua 
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penyakit tersebut 0. Kelompok perlakuan (KP) terdiri dari 10 ekor ayam yang 

masing-masing divaksin sebanyak 2 dosis secara IM dan kelompok kontrol 

(KK) terdiri dari 10 ekor ayam tanpa vaksinasi. Serum diambil pada minggu 

ke 1, 3, dan 4 setelah vaksinasi dan diuji titer antibodinya menggunakan uji 

hambatan aglutinasi (HI). Vaksin dinyatakan memenuhi syarat H5N1  apabila 

4 minggu setelah vaksinasi tidak kurang dari 90% ayam vaksinasi mempunyai 

tter antibody tidak kurang dari 16 (24) dan semua ayam kontrol mempunyai 

titer antibodi tidak lebih dari 4 (22) (FOHI, 2007). Vaksin dinyatakan 

memenuhi syarat ND LS apabila tidak kurang dari 90% dari ayam kelompok 

vaksinasi tetap hidup tanpa menunjukkan gejala klinis ND dan 100% ayam 

kelompok kontrol mati (FOHI, 2013). 

 

HASIL PENELITIAN 

Nilai EID50 virus yang digunakan 

Nilai EID50 dari masing masing virus dihitung menggunakan metode Muench 

(OIE), nilai Egg Infectious Dose 50 (EID50) yang diperoleh dari titrasi virus sebelum 

inaktifasi masing masing menunjukkan nilai sebagai berikut ND LS adalah 109.16 EID50, 

virus AI H5N1 clade 2.3.2 strain Tanggamus : 107,9 EID50. Hasil uji hemaglutinasi pada 

virus AI sebelum inaktif adalah  1024 atau 210, setelah inaktif adalah 512 atau 29. Pada 

virus ND LS sebelum inaktif dan setelah inaktif menunjukkan hasil yang sama yaitu 

1024 atau 210. 

Konfirmasi Uji Inaktivasi pada Virus  

Vaksin kombinasi AI ND merupakan vaksin inaktif, sehingga perlu dilakukan 

uji inaktifasi untuk mengetahui apakah virus dalam vaksin sudah inaktif. Uji inaktif 

dilakukan baik sebelum formulasi dan setelah formulasi. Uji inaktifasi menggunakan 

TAB yang diinokulasi produk antara dan vaksin. Pengujian dilakukan sampai pasase ke 

3, alantois hasil inokulasi dilakukan uji HA cepat untuk mengetahui ada tidaknya 

pertumbuhan virus. hasil uji baik dari produk antara dan vaksin menunjukkan hasil 

inaktif.  

Uji Sterilitas dan Safety pada Persiapan Vaksin 
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Produk antara selanjutnya diuji sterilitas menggunakan HIA, TGC dan SCD di 

suhu 37◦C dan 22◦C. Pengamatan dilakukan sampai hari ke 14, hasil uji steril tidak ada 

pertumbuhan bakteri dan jamur baik pada produk antara dan vaksin A serta vaksin B. 

Kedua vaksin kombinasi menunjukkan hasil aman pada ayam yang divaksinasi, dimana 

tidak ada tanda-tanda klinis penyakit atau lesio setelah vaksinasi dosis ganda yang 

ditemukan pada ayam SAN yang divaksinasi. Hasil pengujian produk antara AI H5N1 

clade 2.3.2 strain Tanggamus dan ND lasota dapat dilihat di Tabel 1  

Tabel 1 Hasil Pengujian Produk Antara Sebelum Formulasi 

 H5N1 TG ND 

Nilai EID50 107,9 EID50 109.16 EID50 

Titer HA Sebelum inaktif 1024 atau 210 1024 atau 210 

Setelah Inaktif 512 atau 29 1024 atau 210 

Pasase 1 Inakif Inakif 

2 Inakif Inakif 

3 Inakif Inakif 

Uji sterilitas Suhu Inkubasi 22°C 37°C 22°C 37°C 

HIA steril steril steril steril 

TGC steril steril steril steril 

SCD steril steril steril steril 

 

Uji Fisik dan Stabilitas Vaksin 

Uji stabilitas emulsi bertujuan untuk mengetahui kestabilan emulsi vaksin pada 

suhu ekstrim yaitu 37◦C. Kestabilan emulsi akan menjaga ikatan antara antigen 

(allantois) dan adjuvant di dalam vaksin. Hasil uji stabilitas menunjukkan vaksin A dan 

B kurang stabil, hal ini ditunjukkan dengan adanya cracking pada kedua emulsi vaksin. 

Evaluasi Respon Immune Menggunakan Uji HI  

Monitoring respon imun terhadap virus ND 

Sampel serum ayam diambil sebelum vaksinasi dan pada minggu ke 4 paska 

vaksinasi . Hasil respon imun menunjukkan bahwa respon imun terhadap virus ND hasil 

vaksinasi menggunakan vaksin B melindungi 100% populasi ayam SAN, sedangkan 

hasil vaksinasi vaksin A melindungi 90% populasi ayam SAN. Hasil ini menunjukkan 

vaksin B lebih baik dalam memberikan perlindungan terhadap penyakit ND pada uji 

tantang daripada vaksin A.  
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Monitoring respon imun terhadap virus AI H5N1 clade 2.3.2 Tanggamus dan AI 

H5N1 clade 2.3.2 Semarang 

Sampel serum ayam diambil sebelum vaksinasi dan pada minggu ke 4 paska 

vaksinasi. Sampel serum diuji menggunakan dua antigen untuk mengetahui proteksi 

silang terhadap AI H5N1 clade 2.3.2 strain Semarang. Hasil uji HI menunjukkan bahwa 

vaksin A menimbulkan respon imun terhadap virus AI H5N1 clade 2.3.2 Tanggamus 

sebesar 100% dan vaksin B menimbulkan respon imun sebesar 86,7%. Respon imun 

hasil vaksinasi vaksin A terhadap virus AI H5N1 clade 2.3.2 Semarang menunjukkan 

perlindungan sebesar 90%, sedangkan vaksin B menghasilkan respon imun sebesar 

50%. Hasil pengujian produk vaksin formula A dan formula B dapat dilihat di Tabel 2. 

 
Efektivitas perlindungan dari vaksin yang disiapkan terhadap virus ND yang 

Virulen 

Uji tantang terhadap virus ND virulen dilakukan untuk mengevaluasi efesiensi 

perlindungan dari kedua kelompok vaksin, ayam kelompok A dan B ditantang dengan 

virus ND virulen pada minggu kedua post vaksinasi. Setelah dilakukan uji tantang virus 

ND virulen kelompok ayam B tidak menunjukkan tanda-tanda klinis penyakit dan tidak 

ada kematian setelah 14 hari pasca-tantang. Kelompok Ayam A terdapat kelainan dan 

kematian pada 2 ekor ayam atau 10% ayam dari total formulasi.  Titer HI rata-rata 

untuk kelompok A adalah 4 log2 setelah minggu ke-2 post tantang, sedangkan di 

kelompok B, titer masing-masing adalah 6,4 log2. Semua ayam kontrol yang tidak 

divaksinasi menunjukkan gejala yang khas tanda klinis NDV virulen post tantang. 

Tabel 2 Hasil Uji Vaksin Kombinasi AI-ND LS 

Uji pada Vaksin Vaksin A Vaksin B 

 ND LS 17,5%,  

AI 232 TG 22,5%, 

adjuvant 60% 

ND LS 15%,  

AI 232 15%, 

adjuvant 70% 

Uji Fisik Warna Uniform Uniform 

Partikel Asing Tidak ada Tidak ada 

Homogenitas Homogen Homogen 

Volum Uniform Uniform 

Uji Inaktifasi 100% HA negatif 100% HA negatif 
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Uji Sterilitas Steril Steril 

Uji Stabilitas Emulsi Kurang Kurang 

Uji Safety 100% tidak menunjukkan 

gejala abnormal 

100% tidak 

menunjukkan gejala 

abnormal 

Uji Potensi AI Subtipe H5N1 Clade 

2.3.2 Tanggamus 

100% (Terhadap AI clade 

232 Tanggamus) 

86,7% (Terhadap AI 

clade 232 Tanggamus) 

AI Subtipe H5N1 Clade 

2.3.2 Semarang 

90% (Terhadap AI clade 

232 Semarang) 

50% (Terhadap AI clade 

232 Semarang) 

ND-LS 90% titer antibody ≤ 16 (24) 100% titer antibody ≤ 16 

(24) 

 

PEMBAHASAN 

Newcastle Disease dan Avian Influenza adalah dua penyakit unggas yang 

mematikan, yang menyebabkan kerugian ekonomi yang besar pada industri unggas. dan 

mengganggu ketahanan pangan. Berdasarkan data Kementerian Pertanian, Indonesia 

(Kepmentan, 2013). ND dan AI merupakan jenis penyakit menular strategis yang dapat 

mengancam dan menimbulkan kerugian ekonomi yang sangat besar kerugian bagi 

peternakan unggas. Penyebaran HPAI H5N1 sudah menyebar ke seluruh dunia, 

pengendalian difokuskan untuk mencegah penyebaran penyakit dan mengurangi 

dampak ekonomi, langkah pengendalian difokuskan pada program vaksinasi. Vaksin 

komersial impor tidak bisa memberikan perlindungan yang maksimal dikarenakan 

ketidakcocokan virus yang ada dilapangan dengan virus yang ada di dalam vaksin (Kim 

et al, 2010). Vaksin kombinasi ND-AI merupakan vaksin kombinasi HPAI inaktif dan 

ND Lasota inaktif berbentuk emulsi air dan minyak. Vaksin kombinasi ND-AI 

menggunakan virus AI H5N1 clade 2.3.2 strain Tanggamus dan virus ND Lasota. Virus 

ND Lasota digunakan karena Lasota dapat melindungi dari tantangan heterolog dan 

merupakan strain yang paling banyak digunakan di dunia terutama di Indonesia (Cornax 

et al, 2012; Ma et al, 2017). Isolat virus AI yang digunakan adalah Virus AI H5N1 

clade 2.3.2 Tanggamus A/Chicken/Tanggamus/03.0872/2016. Virus  AI H5N1 clade 

2.3.2 Tanggamus  merupakan virus avian influenza H5N1 pada unggas di wilayah kerja 

Balai Veteriner Lampung tahun 2014-2017 (Tyas, 2017).  

Perhitungan egg infectious dose 50 (EID50) yang diperoleh dari titrasi virus 

sebelum inaktifasi masing masing menunjukkan nilai sebagai berikut ND lasota adalah 
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109.16 EID50, virus AI H5N1 Tanggamus : 107,9 EID50. Hasil uji hemaglutinasi pada virus 

AI sebelum inaktif adalah  1024 atau 210, setelah inaktif adalah 512 atau 29. Pada virus 

ND lasota sebelum inaktif dan setelah inaktif menunjukkan hasil yang sama yaitu 1024 

atau 210. Kandeil et al (2017) menyatakan bahwa vaksin AI yang dihasilkan dari virus 

dengan titer 107,5 EID50/0,1 ml mampu menimbulkan titer antibody protektif dalam satu 

kali vaksinasi. Nilai titer virus yang digunakan pada penelitian ini sudah memenuhi 

syarat untuk digunakan sebagai bahan baku vaksin. Kandungan antigen menjadi faktor 

utama dalam menentukan efisiensi vaksin dan kemampuan untuk menghasilkan 

perlindungan terhadap virus, terdapat hubungan antara kandungan antigen vaksin, 

respons imunogenik, dan pengurangan replikasi virus saat dilakukan uji tantang virus. 

Kandungan antigen menentukan kemanjuran vaksin H5N1 HPAI inaktif untuk unggas, 

strain virus serta homologi virus memainkan peran dalam hal antigen yang diperlukan 

untuk keberhasilan dari proses vaksinasi (Swayne et al., 2000a; Swayne et al., 2000b). 

Derajat kekebalan dan perlindungan dari vaksin dapat diimplikasikan melalui hasil 

serologis. Liu et al, (2003) menjelaskan kematian pada ayam dapat dihindari ketika nilai 

titer HI hasil vaksinasi adalah 40 atau lebih dan replikasi virus dapat dicegah ketika titer 

HI di atas 120 (Swayne et al, 2006). Telah  dilaporkan terjadi kasus penularan virus 

H5N1 HPAI pada tingkat HI di bawah 4 (Swayne et al, 2001). 

Vaksinasi kombinasi AI ND menggunakan vaksin inaktif, vaksin inaktif terdiri 

atas virus yang dimatikan atau protein viral yang spesifik (Stauffer et al. 2006). Sifat 

virus H5N1 HPAI dan ND yang memiliki virulensi yang tinggi maka proses inaktifasi 

virus menjadi hal yang penting untuk menghasilkan vaksin yang aman namun tetap 

memiliki potensi yang tinggi. Proses inaktifasi menggunakan formalin dicapai dengan 

alkilasi amino dan kelompok sulfidrilat protein dan basa purin (De Benedictis et al, 

2007). Menurut WHO (2005) pemberian konsentrasi formalin tidak dianjurkan melebihi 

0,1%. Formalin merupakan turunan aldehida, mengikat protein virus yang menghambat 

replikasi virus (Swayne dan Kapczynski, 2008). Senyawa ini merupakan agen cross-

linking yang dapat merusak epitop virus dan dapat menyebabkan penurunan 

imunogenisitas yang dapat memperparah penyakit pada kondisi tertentu. Pada virus 

avian influenza, inaktivasi terjadi melalui degradasi RNA virus, sehingga antigenisitas 

dan aktivitas HA serta NA dapat dipelihara (Swayne et al. 2013). Möller et al. (2015) 

menyatakan bahwa inaktivasi dengan formaldehid pada suhu rendah (4 °C) sering 
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menyebabkan inaktivasi tidak sempurna sedangkan inaktivasi yang dilakukan pada suhu 

lebih tinggi (25 °C) dapat menginaktivasi virus secara menyeluruh dan lebih efisen. 

Hasil penelitian Möller et al. (2015) menunjukkan bahwa inaktivasi suspensi virus 

dengan menggunakan formaldehid bergantung pada suhu, waktu inkubasi, tipe virus 

dan faktor lain seperti konsentrasi formaldehid, pH, dan sebagainya. Aktivitas inaktivasi 

oleh formaldehid dapat dibagi dua, yaitu aktivitas terhadap protein di permukaan 

partikel virus dan aktivitas terhadap asam nukleat virus.  

. Vaksin kombinasi AI ND adalah vaksin emulsi air dan minyak (water in oil). 

Emulsi merupakan suatu system yang tidak stabil dalam emulsi, tegangan antar muka 

mempengaruhi tarjadinya emulsi. Semakin kecil tegangan antar muka, emulsi yang 

terbentuk akan semakin stabil. Naiknya suhu secara linier akan menurunkan tegangan 

permukaan. Kerusakan pada sediaan emulsi biasanya ditandai terbentuknya flokulasi, 

creaming, koalesen dan demulsifikasi (Foudazi et al, 2015). Hasil uji stabilitas vaksin 

kombinasi AI ND menunjukkan emulsi vaksin kurang stabil dengan adanya cracking/ 

tidak homogen setelah disimpan pada suhu 37
◦
C selama 14 hari. Cracking  adalah 

terjadinya pemisahan fase air dan minyak yang merupakan suatu bentuk kerusakan yang 

dapat diakibatkan oleh kurangnya surfaktan/minyak yang digunakan, sehingga lapisan 

pelindung pada permukaan tetesan lemah. Tetesan tersebut akan berfusi (bergabung) 

membentuk suatu tetesan yang berdiameter lebih besar. Kerusakan ini bersifat 

irreversibel. Stabilitas vaksin adalah salah satu parameter terpenting, karena memiliki 

arah langsung efek pada keamanan dan kemanjuran (Foudazi et al, 2015). Emulsi water 

in oil (W/O) akan mempertahankan keberadaan antigen di dalam minyak kecuali emulsi 

pecah. Pada emulsi W/O, antigen masih terperangkap dalam tetesan air dan sifat-

sifatnya emulsi dipertahankan. Stabilitas pada 37°C juga memberikan informasi tentang 

perilaku emulsi setelah injeksi (Aucouturier et al, 2001).. Emulsi dianggap tidak stabil 

ketika tidak ada penggabungan tetesan pada uji stabilitas di air sesaat setelah selesai 

dilakukan formulasi vaksin (Lyssant, 1984) 

Adjuvant yang digunakan pada penelitian ini adalah Montanide (Seppic 

Adjuvant Incomplete) ISA 70, adalah bahan pembantu minyak non mineral yang terdiri 

dari minyak tanaman dan pengemulsi halus dari keluarga monooleat manida. Pada 

penelitian sebelumnya vaksin formulasi dengan Montanide menginduksi kekebalan 

yang kuat dalam jangka waktu yang lama. Emulsi yang dihasilkan bersifat stabil dan 
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mudah disuntikkan memiliki kapasitas imunopotensiasi tinggi dan menunjukkan efek 

samping yang lebih rendah (Aucouturier et al., 2001, 2002; Toledo et al., 2001). Vaksin 

yang efektif tidak hanya membutuhkan antigen yang baik tetapi juga adjuvant yang 

lebih disukai untuk ditingkatkan imunogenisitas antigen. Beberapa penelitian telah 

menunjukkan bahwa vaksin inaktif emulsi air-dalam-minyak mampu menginduksi 

respon imun terhadap melindungi unggas (Kilany et al., 2016; Zhao et al., 2017). 

Adjuvan yang digunakan pada penelitian ini sebelumnya disimpan pada botol kaca 

selama satu bulan. Minyak yang berasal dari tanaman atau natural oil dapat rusak 

karena reaksi oksidasi. Reaksi oksidasi pada minyak tanaman dimulai dengan adanya 

pembentukan radikal bebas yang dipercepat oleh cahaya, panas, logam (besi dan 

tembaga), dan senyawa oksidator pada bahan pangan yang digoreng (seperti klorofil, 

hemoglobin, dan pewarna sintetik tertentu). Faktor lain yang mempengaruhi laju 

oksidasi adalah jumlah oksigen, derajat ketidakjenuhan asam lemak dalam minyak, dan 

adanya antioksidan, reaksi ini akan menurunkan mutu minyak pada adjuvant (Rorong et 

al., 2008).  

Hasil uji potensi terhadap virus AI H5N1 clade 2.3.2 strain Tanggamus menurut 

ketentuan FOHI memenuhi syarat apabila menghasilkan titer > 24 dengan perlindungan 

80% terhadap populasi hewan uji. Vaksin a dan vaksin B memenuhi syarat FOHI, 

namun vaksin A menghasilkan perlindungan lebih baik yaitu 100%. Terdapat proteksi 

silang dari vaksin AI H5N1 clade 2.3.2 strain Tanggamus terhadap virus AI H5N1 clade 

2.3.2 strain Semarang, hasil uji vaksin A cukup baik karena dapat memberikan 

perlindungan 90% pada populasi ayam SAN. Nilai antibodi terhadap AI H5N1 clade 

2.3.2 strain Semarang ini dapat disebabkan karena adanya reaksi cross protection dari 

antibodi yang diinduksi vaksin AI dari galur yang heterolog. Keterpaparan ayam 

terhadap agen infeksi virus AI subtipe H5N1 clade 2.3.2 di peternakan juga dapat terjadi 

secara alami yang berasal dari lingkungan (Kusumastuti et al., 2015). 

Hasil uji tantang terhadap virus ND baik vaksin A dan B menunjukkan hasil 

yang baik dan lulus menurut ketentuan FOHI yaitu protektifitas > 90%. Hasil uji 

Potensi Alan et al (1978) melaporkan 100% kematian karena tantangan dengan virus 

ND yang ganas ketika titer HI adalah 2 log2 atau kurang. Sebaliknya tidak ada kematian 

ketika titer antibodi HI unggas antara 4 log2 dan 6 log2 dengan rata-rata titer antibodi 

HI 5,2 log2. Kedua kandidat vaksin bivalen yang telah disiapkan aman untuk vaksinasi 
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pada ayam dan keduanya mampu menginduksi respon imun terhadap virus ND dan AI 

H5N1 TG, tetapi vaksin bivalen A yang mengandung formula ND LS 17,5%, AI 232 

TG 22,5%, adjuvant 60% Montanide ISA70 memberikan respon imun yang lebih baik 

dan lebih tinggi dibandingkan dengan vaksin bivalen B. Penelitian Cahyani et al., 

(2020) menunjukkan vaksin bivalen yang menggunakan Montanide ISA 70 

menunjukkan hasil yang baik terutama uji stabilitas fisik bahwa tidak satu pun dari 

kedua vaksin bivalen yang diuji menunjukkan kerusakan emulsi setelah pengujian. 

 

KESIMPULAN DAN SARAN 

Hasil penelitian pembuatan dan pengujian vaksin bivalen kombinasi AI ND 

formula A lebih baik daripada vaksin formula B, namun kedua vaksin belum memenuhi 

standar FOHI karena hasil uji stabilitas belum memenuhi syarat. Proses formulasi dan 

penyimpanan adjuvant selanjutnya perlu diperbaiki dan diperhatikan agar menghasilkan 

vaksin yang stabil. 
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